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KISALTMALAR

IVF : In vitro fertilizasyon

FSH : Follikiil stimiilan hormon

LH : Luteinizan hormon

E2 : Ostradiol

hCG : Human koryonik gonadotropin

ART : Asiste reprodiiktif teknik

ICSI : Intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu
IVE-ET : In vitro fertilizasyon ve embryo transferi
GIFT : Gamet intra fallopian transfer

ZIFT : Zigot intra fallopian transfer

TET : Tubal embryo transferi

OHSS : Ovaryan hiperstimiilasyon sendromu
PCOS : Polikistik over sendromu

GnRH : Gonadotropin releasing hormon
MTHFR : Metilen tetrahidrofolat rediiktaz

F5 : Faktor 5

PTH 2 : Protrombin 2

LIF : Lokosit inhibitor faktor

GM-CSF : Graniilosit makrofaj koloni stimiilan hormon
IL : Interlokin

CSF-1 : Koloni stimiilan hormon

EGF : Epidermal growth faktor

TGF-a : Transforming growth faktor alfa
PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

TNF : Tiimor nekrozis faktor

HCY : Homosistein

TAE : Tris, Asetik asit, EDTA
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GIRIS
Infertilite, bir yil siiresince herhangi bir kontrasepsiyon yontemi kullanmadan,
diizenli cinsel iligkiye ragmen, gebe kalamama olarak tanimlanmaktadir. Geng saglikli

ciftlerin % 85-90 ‘1, birinci yilin sonunda gebe kalabilmektedir. Yani infertilite toplumun

% 10-15 ‘ini ilgilendiren bir problemdir.

Bat1 toplumlarinda; cinsel yolla bulagan hastaliklarda artma, evlilik zamaninin
geciktirilmesi, dogum kontrol yontemlerinin yayginlasmasi ve sosyoekonomik sartlardaki
degisiklikler, gebe kalma yasinin geciktirilmesine neden olmaktadir. Bu nedenlere bagl

olarak infertilite insidans1 giderek artmaktadir.

Giiniimiizde infertiliteye yonelik tedavilerde ©Onemli gelismeler olmustur.
Yardimci iireme tekniklerinin gelisip yayginlasmasiyla, ¢ocuk sahibi olmasi olanaksiz

goriilen bircok ciftte basarili sonuglar elde edilmistir.

ART (Assiste Reprodiiktif Teknik), 6zellikle aciklanamayan infertilite tedavisinde
c1gir acan ve her gecen giin daha da ilerleyen bir tekniktir. En sik kullanilan ART teknikleri
IVF, ICSL, GIFT, ZIFT, TET dir. GIFT, ZIFT, TET daha invazif olmalarinin yanisira diger
tekniklerle karsilastirildiginda ¢ok da avantajhi degildir.

IVF, ART teknikleri arasinda en sik uygulanandir. Ciddi tubal hastalik, ciddi
endometriozis, ciddi erkek faktorii, multifaktoryel infertilite, ovaryan yetmezlik, yasa bagl
ya da aciklanamayan infertilite olgularinda gebelik sansini arttirir. IVF'te sperm sayist <3
milyon, normal morfoloji <%4 ise prognoz kotiidiir. Oligoastenospermi ve teratospermi de

tercih edilen yontem ICSI dir.

Embryonun implantasyonunu arttirmak {izerine, pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bu
arastirmalarin  ¢ogunlugu, kaliteli embryolarin secilmesi ve indiiksiyonu ile uterin
reseptivitenin  gelistirilmesine yoneliktir. Yakin donem caligmalarda implantasyon

basarisini etkileyen faktorler arasinda trombofilinin etkinligi de arastirilmigtir.

Biz calismamizda tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan infertil kadinlarda
trombofilinin yerini ve Onemini belirlemek amaciyla metilen tetrahidrofolat rediiktaz

enzimi, protrombin 2 geni ve faktor 5 leiden mutasyonu sikligini aragtirdik.



GENEL BIiLGILER
TANIM:

Tekrarlayan in vitro fertilizasyon basarisizligi, morfolojik olarak iyi olarak si-
niflandirlan toplam 10 iizeri embryonun normal anatomik yapiya sahip bir uterusa
transferini takiben 3 veya daha fazla sayida implantasyon veya gebelik saglayamama du-

rumudur (1).

Ciftlerin 3 veya daha fazla basarisiz deneme sonrasi immiinolojik, genetik ve diger

faktorler acisindan detaylh olarak tekrar degerlendirilmeleri sarttir.

IVF basarisini etkileyebilecek faktorler ve ¢alismamizda implantasyon basarisini

etkileyen faktorler arasinda arastirilan trombofili asagida anlatilmaya caligilmistir.
1. ANNE YASI, OVER REZERVI

Bir kadinin kronolojik yas1 her zaman ovaryan yasi ile ilgilesim gostermeyebilir.
Bu nedenle tedavi, kadinin kronolojik yasina gore degil, over yasina gore planlanmalidir.
Fetal yasamin 16-20 haftalarn igerisinde primordial follikiill havuzunda baslangicta
yaklasik 6—7 milyon oosit olduguna inanmilmaktadir. Dogumda overler sadece 2 milyon
oosit icerirlerken, menarsta bu sayr 300.000 diizeyine diiser. Kadinin 30 yillik reprodiiktif
yasami boyunca sadece ortalama 450 monofollikiiler ovulasyon gerekecegi i¢in, bu say1

gerekli olandan daha fazladir.
Ovariyan Yaslanma

Kotii yanithh hastanin tedavisinde klinikte goriilen ana problem, oositlerin hem
kantite hem de kalitelerinde goriilen azalmadir. Bu durum " ovarian yaslanma" nedenidir

ve kadinin kronolojik yasina bagh olabildigi gibi, yasla hi¢bir iliskide gostermeyebilir. .

Stimiile edilmemis overlerdeki oositlerin mayoz yetenegi yasla birlikte azalir.
Benzer olarak yashi IVF gebelikleri, insan oositlerindeki gelisimsel yeteneklerin, yasla
birlikte azaldigin1 gostermistir. Mayotik ve gelisimsel yetenekler, oosit gelisiminin geg
asamasinda kazanmildig icin, yasa bagiml follikiilogenezisde azalmanin oosit kalitesindeki
bozulmayla sonuclandigi ve yasa bagimli mayotik non-disjunction' daki artigin, oosit
gelisimindeki kotii etkilenmenin bir belirtisi oldugu soylenebilir. Bir insan oositindeki
mtDNA T414G transversiyon nokta mutasyonun birikimi, yas artist ile birlikte
artmaktadir. Bu nokta mutasyonunun potansiyel dnemi oositin reprodiiktif yaslanmasiyla

iliskili olabilir (2).



Diisiik Yamth Olgularin Onceden Saptanmasi

Yasa bagli ovaryan rezervde azalma; oksidatif stres, follikiil ¢evresindeki mikro
dolagimdaki azalma ve graniiloza hiicre fonksiyonundaki defekt artisindan kaynaklanan
hasar ile iligkili olabilir. Mayotik non-disjunction yasa bagh andploidinin ana
mekanizmasidir ve bu durum reprodiiktif yaslanma veya ovaryan rezervdeki azalma ile
sonuclanir. " Kotii cevap veren hasta" terimi en azindan, eksojen gonadotropin tedavisinde
beklenenden daha az follikiil ve oosit gelistirilebilen bir durum ile karakterizedir. Bu tip
hastalarda oosit kalitesi de etkilenmistir ve bu durum aym yas grubundaki kontrol
hastalarla karsilagtirildifinda; azalan klinik gebelik, artan spontan abort ve diisiik
implantasyon oranlar1 ile sonu¢lanmaktadir. Ovaryan yetmezligin Ongoriilmesinde
kullanilan biyokimyasal belirteclerin bozulmasindan Once, gonadotropinlere yanitsizlik

baglar.
En fazla kabul goren kotii cevap parametreleri:

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

Ovaryan Rezerv Olgiim Metodlart;
* Yas
e Klinik Semptomlar
® Biyokimyasal
Bazal FSH, bazal E2, bazal FSH/LH orani, bazal inhibin B, AMH
e Ultrasonografi (transvajinal 2 ve 3-boyutlu)
Antral follikiil sayis1, ovaryan voliim, stromal kan akimi
e Histolojik
Ovaryan biyopsi
¢ Dinamik testler

Klomifen Sitrat Challenge Testi, GnRH Agonist Stimulasyon Testi ve
Ekzojen FSH Ovaryan Rezerv Testi



Azalms Rezerv
FSH > 25 IU/mL, E2 > 45 — 80 pg/mL (15), FSH/ LH > 3, Inhibin B < 45 ng/L
Antral Follikiil Sayis1

Ovaryan rezerv Olctimiindeki kiiciik antral follikiillerin ultrasonografik olarak

Olciilmesidir.
Antral Follikiil Sayist:
<4: Cok kotii prognoz IVF yapilamaz
4-7: Kétii cevap, yitksek doz FSH geregi, yiiksek iptal orani, diisiik gebelik orani.
Yag> 35 kotii cevap
8-10: Azalmis rezerv. Gebelik oranlar1 hafif azalmis.
11-14: Normal, orta rezerv.
15-26: Normal, iyi rezerv. Hafif artmig OHSS riski.
>26: PCOS.
Ovaryan Voliim

Ovaryan cevabin ongoriilmesinde ovaryan voliimiin FSH' ya daha {iistiin oldugu
sOylenebilir. Ovaryan voliim 6l¢timlerinin, ovaryan biyopside daha az kortikal follikiil sap-

tanimi ile de iligkisi bulunmustur (3).
2. ART’DE OOSIiT FAKTORU VE IVF BASARISI

Oosit maturitesi geleneksel olarak degerlendirilmesi oositin etrafinda bulunan
kumulus korona hiicre kitlesinin genislemesine ve 1sinsal ¢ikintilar yapmasina bakilarak

yapilabilir (4).

Matiir oositler: Genislemis ve luteinize kumulus matriksi ve 1sinsal ¢ikintilar1 olan
korona tabakasi ile taninabilir. Bu morfolojideki oositlerin metafaz II maturasyonunda

oldugu kabul edilir.

Intermediate oositler: Korona-kumulus kompleksinin daha hafif ¢ikintili oldugu

oositlerdir. Bu morfolojideki oositlerin metafaz I maturasyonunda oldugu kabul edilir.

Immatiir oositler: Profaz I asamasindaki oositlerde korona-kumulus kompleksinde

herhangi bir genisleme bulgusu yoktur. Qositin etrafinda bazen birkac katl siki bir tabaka



halinde follikiiler bulunurlar.

Oositlerin  siniflanmasinda kullanilan bu ydntem oositin niikleer maturasyonu
hakkinda genel bir fikir saglasa da, kesin bir sonu¢ vermekten uzaktir. Bu nedenle

laboratuarda gametler iizerinde yapilacak islemlerde hatali davranilmasina yol agabilir.

Oositin niikleer maturitesi ile kumulus kompleksinin hiicresel maturitesi arasindaki
farklilik nedeniyle, immatiir oositler yanlislikla prematiire olarak insemine edilebilir. Oosit

ve spermin suboptimal zamanda bir araya getirilmesinin yaratabilecegi sorunlar;
- Fertilizasyon basarisizligi,

- Uygulanmis olan ovulasyon stimulasyon protokoliiniin basarisimin yanlis

degerlendirilmesi,

- Erkek faktoriiniin yanlis degerlendirilebilmesidir. Yukarida bahsedilen sorunlari
coziimlemek ve oositin mayotik durumunu daha net bicimde ortaya koymak amaciyla
oositin etrafindaki korona-kumulus kompleksi enzimler yardimiyla dagitildiktan sonra

maturasyon skorlamasi yapilmaktadir (4).

Metafaz 11 oosit: Matiire, olgunlagsmis veya preovulatuar oosit olarakta
isimlendirilmektedir. Germinal vezikiil yok, ancak 1. polar cisimcik mevcuttur;

toplanmadan 3-5 saat sonra inseminasyon veya injeksiyon yapilabilir.

Metafaz I oosit: Kismen matiire veya intermediate diizeyde matiire oosit olarak ta
adlandirilir. Germinal vezikiil ve L.polar cisimcik yoktur. Follikiil aspirasyonu sonrasinda
kiiltiir ortamina alinan metafaz [ oosit 1 -24 saat i¢inde I. mayoz boliinme asamalarini

tamamlar. I. polar cisimcik atildiktan 3—5 saat sonra inseminasyon veya injeksiyon yapilir.

Profaz 1 oosit: Immatiir veya olgunlasmamis oosit olarakta adlandirilmaktadir.
Gonadotropin artis1 ve oosit maturasyon inhibe edici faktordeki azalmaya bagli olarak
mature olmaya baglar. Oosit biiyiidilkce baslangicta gbzlenen germinal vezikiil
kaybolmaya baglar. Germinal vezikiilin kayboldugunun gézlenmesi mayozun tekrar
basladiginin gostergesidir. Profaz I agamasindaki bir oosit sperm tarafindan penetre edilse
bile, mayotik olarak matiire olmayan oosit aktivasyonu baglatamaz ve sperm kromozomlari
prematiire yogunlasmaya ugrayarak afonksiyonel hale gelir. Profaz I asamasindaki
immatiir oositlerin izole edilip, uygun kiiltiir ortamlarinda 24 saat siireyle inkiibe
edildikleri takdirde, % 80 oraninda metafaz I, metafaz Il asamalarin1 tamamlayabildikleri

bildirilmistir (4)



In vivo maturasyonun ileri asamalarinda toplanan oositlerin inseminasyon veya
injeksiyondan sonra iki proniikleus gelistirme kabiliyetlerinin en fazla oldugu
goriilmiistiir(5). Inseminasyon veya injeksiyon uygulamasi éncesinde 0—20 saat gecmesine
ragmen gebelik olugsma potansiyelleri yoniinden metafaz I oositler ile metafaz II oositler
arasinda belirgin bir farklilik saptanamamistir. Bununla birlikte profaz I oositlerden elde
edilen preembriyolarin implantasyon ve canli dogum oranlarinin metafaz I oositlerinkine
gore belirgin derecede diisiik oldugu gosterilmistir Fertilizasyon oranlarindaki azalmanin
nedenlerinden biride, oositler matiire oluncaya kadar beklenen siire icinde sperm

fonksiyonlarinda olumsuz yonde etkilenmenin ortaya ¢ikmasi olabilir.

Ovulasyon stimulasyonu sonucunda olusan ¢ok sayida kiigiik follikiiller aspire
edildigi takdirde, bu follikiillerden elde edilen oositlerin % 20-30'unun mayotik agidan
immatiir olacagi bildirilmektedir. Mayoz boliinme asamalarim tamamlanmadan Once
sperm penetrasyonu uygulandiginda genellikle ooplasma igcinde sperm dekondensasyonu
gerceklesmemekte, fertilizasyon oranlar1 diismektedir. Tersine sperm penetrasyonunun
geciktirildigi durumlarda ise invitro yaslanmaya bagl olarak fertilizasyon oranlar

azalmaktadir (5).
3.UYGULANAN OVARYAN STIMULASYON PROTOKOLLERI

Normal ciftlerde siklus fekondabilitesi %20-25 oranindadir. Infertil ¢iftlerde
(aciklanamayan infertilite) ise bu oran daha diisiiktiir. Tedavi siklus fekondabilitesini

arttirmaya yoneliktir.

IVF, eksojen gonadotropinler ile kontrollii overyan hiperstimulasyonu, transvajinal
USG altinda overlerden oosit toplanmasini, laboratuar kosullarinda fertilizasyonu,
embryolarin transservikal olarak uterusa transferini icerir. IVF'in prognozu maternal yas,
ovaryan reserv ve gecmis reproduktif performansla direkt iliskilidir. Endometriozisi olan
hastalarda IVF basarisi, tubal faktor infertilitesine oranla daha kotiidiir. Uciincii giin FSH
degeri yiiksekligi ve CC testinin anormal olmasi, yastan bagimsiz olarak IVF prognozunu

kotii yonde etkiler. IVF tedavisinde uygulanan tedavi protokolleri sunlardir:

Kisa donem GnRH-a protokolii: Bu protokolde GnRH-a erken folikiiler fazda
verilmeye baglanir. GnRH-a'nin flare up etkisinden folikiiler gelisim icin yararlanilir, daha
sonra da giinliik kullanimla pituiter desensitizasyon etkisinden yararlanilir. Bu protokolde
kisa donem GnRH-a'nin endojen LH yiikselmesini engelledigi varsayilarak 3 giinliik (ultra-

kisa protokol) ve 7 giinliik kullanimi ile oosit toplama zamanin1 belirlemek gibi ayarlamalar



da yapilmistir.

Uzun dénem GnRH-a protokolii: Onceki siklusun luteal fazinda ve erken folikiiler
fazda GnRH a verilmesi ile hem pituiter hem de over desensitizasyonu elde edilir. GnRH a
enjeksiyonuna hCG verilene dek devam edilir. Kisa ve uzun doénem protokolleri
karsilastirildiginda degisken sonuglar elde edilmekle beraber metaanaliz calismalarinda
anlamli fark olmadigi bildirilmektedir (6). Pituiter desensitizasyon parametreleri (hiz,
siddet, devam siiresi) kullanilan analoga, siklusta ilk kullanim giiniine, kullanim siiresi ve
kullanilan formiilasyona gore degisir. GnRH agonistlerinin kronik uygulama gerekliligi
olmasi, flare-up (over kistleri) veya desensitizasyon (over tiikenmislik sendromu) dan

dolay1 olan yan etkileri dezavantajlaridir.

Multiple doz GnRH antagonisti kullanimi: Orta folikiiler fazdan ( siklusun 5 ya da
6. giinii) baslayarak hCG giiniine kadar diisilk dozda giinlik GnRH antagonisti
enjeksiyonlar1 yapilir. Antagonist verilmesinden sonra genirelix i¢in 4, cetrorelix i¢in 6 saat
i¢inde pituiter supresyon tamamen etkin olup, LH seviyesi %74 oraninda diiserek <1-2 IU/I

seviyesine iner.

Tek doz GnRH antagonisti kulanimi:  Antagonist 8. giinde ya da over cevab1 hizli
ise daha once kullanilir. Baskilama etkisini ii¢ giinden daha fazla uzatmak gerektiginde

ikinci biiyiik doz ya da giinliik 0,25 mg lik dozlar verilebilir.
4. LUTEAL FAZ DESTEGININ YAPILMASI VE IVF BASARISI

Luteal faz destegi stimulasyon siklusunun 2. fazinda hormon uygulanimim ifade
etmektedir. Invitro fertilizasyon sikluslarinda rutin olarak uygulanmaktadir. Destegin
amaci korpus luteal yetmezligine kars1 profilaksidir. Luteal faz, embriyo transfer giiniinden

human korionik gonadotropinin 6l¢iimiine kadar gecen 2 haftalik periodu tanimlamaktadir

Implantasyon, uterusun hazirlanmasi, gebelik ve endometriumun stabilizasyonu
icin normal luteal fonksiyon temeldir. Normal luteal faz, corpus luteumdan yeterli
seviyede progesteron salinimi ve endometriumun sekretuar degisimi ile karakterizedir.
Corpus luteum, normoovulator siklusta pituiter gonadotropinlerin destegine baglhdir.
Luteinize hormon sinyali olmadan corpus luteum disfonksiyene olacak, progesteron veya
ostrojen sekresyonu anormal sekilde olusacaktir. Implantasyon penceresi uterusun reseptif
oldugu, ovulasyondan sonraki 8—10 giinlitk periodu tamimlamaktadir. Uygun progesteron
veya Ostrojen stimulasyonu olmadan endometrial reseptivite bozulacaktir. Progesteronun

primer etkisi stroma iizerine olmaktadir. Bu hormonal etki ile endometrium implantasyon



zamaninda, glandlarda maksimum sekretuar aktivite, perivaskiiler stromal hiicrelerde
genisleme ve embriyo tutulmasini fasilite eden fibronektin, laminin ve tip—4 kollojen
iceren ekstraselliller matriks sekresyonu olugmaktadir. Fertilizasyon ve implantasyonu
takiben gelisen blastokistin salgiladigi hCG, corpus luteumun devamim salgilamaktadir.
Steroid iiretiminin overden plasentaya kayis1 haftalar almakta, plasental progesteron tespiti
gestasyonun 50. giiniinde olmaktadir. Gonadotropin-releasing hormon agonistler ile yapi-
lan uzun ovarian stimulasyon protokolleri ve down regulasyon, luteal fonksiyonlari
etkilemektedir. Uzun protokol, luteal fazda progesteron seviyelerinin azalmasi ile
sonu¢lanmaktadir. GnRHa kullanimi luteinizan hormon saliniminin azalmasina ve dolayisi
ile corpus luteumun fonksiyonlarinin devamini saglamada eksiklige yol agmaktadir. Luteal
faz destegi, eksojen hCG nin kayboldugu ve erken implantasyonda endojen hCG'nin

yiikselmesi arasinda olusan boslugu doldurmada faydalidir (7).

Luteal faz destegi icin kullamilan ilaclar progesteronlar, ostrojenler ve hCG dir.
Progesteron ve ostrojen uygulanimi etkili hormon destegidir, hCG bu hormonlarin corpus

luteumda stimulasyonu icin kullanilmaktadir.

5. DOGRU SPERMIN SECIiLMESi, SPERM MATURITESi, DNA
FRAGMANTASYONU

Viicudun en biiyiikk hiicresi olan oosit, rekombinant bir fabrikadir Gerek
kendisindeki, gerekse spermlerdeki DNA fragmantasyonlarini belirli bir orana kadar

onarma yetenegine sahiptir.

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

kromozom {iizerindeki gen grubu replikalarn (homolog) iistlenmistir.

Seks kromozomlarinin heniiz devreye girmedigi ilk 3 giin embryolar, seks
kromozomlariin iyi veya kotii kaliteli olmalarindan etkilenmezler. Bu nedenle, invitro
fertilizasyonda iiciincii giin embryolar1 incelendiginde, bunlarin giiniimiizde kullandigimiz
embryo gradelendirilmesi kriterleriyle "iyi kalite" embryolar oldugunu gérebiliriz.
Transfer edilen embryolarin siblinglerini, 5. giine kadar kiiltiire ederek blastokiste kadar
gidis olup olmadigini izleme imkan1 buldugumuzda, bir kisim olgularda > % 30 blastokiste

gitme oran1t oldugunu veya bunun altinda kaldigim gormekteyiz. Seks kromozomlari



iiclincii giin sonrasinda devreye gireceginden, blastokiste gidis orani, dogrudan seks kro-

mozomlarinin kalitesi ve DNA biitiinliigii ile ilgilidir.

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

gebelik oraninin diisiik kalacagi predikte edilebilir.
Fertilizasyon kalitesi ve blastokiste gitme oranini belirleyen en 6nemli faktorlerden
birisi sperm DNA integritesidir.

Sperm DNA integritesinin tam veya tama yakin olmadig1 durumlarda, fertilizasyon
gerceklesecek, hatta iigciincii giin embryo gelisimine kadar 1sitk mikroskobunda algilan-
abilecek bir sorun izlenmeyecek, ancak daha sonra bu embryolarin iigiincii giin sonrasinda
arrest oldugu, blastokiste gitme oranlarimin diisitk oldugu ve gebelik oranlarinin diisiik

kaldig goriilecektir.
Bu amagla sperm DNA fragmantasyon indeksi ¢ok iyi degerlendirilmelidir.

Sperm DNA fragmantasyon indeksi % 30'a kadar olan fertilizasyonlarda, oositin
rekombinant fabrika 6zellikleri, sperm DNA fragmantasyonlariru kompanse edecektir.
Ancak, sperm DNA fragmantasyonu > % 30 olan olgularda, her ne kadar ilk ii¢ giinliik
embryo gelisimi pek de olumsuz etkilenmeyecekse de, daha sonra bunu saglikli blastokiste

gidis ve gebelik oranlar1 takip etmeyecektir.

Bu konuda Evenson ve ark. ile Bungum ve ark. nmin yayinladigi meta-analiz
caligmalarda birbiriyle uyumlu bulgularin elde edilmis olup bu caligmalardan c¢ikan

sonuclar su sekilde 6zetlenebilir (8,9).
DFI < %30 DNA fragmantasyonu olan olgularda,
1.7.3 kat daha fazla natiirel konsepsiyon velUI basarisi
2. IUI + IVF uygulanmas1 halinde 3 katbasar1 artigi
3. Yanlizca IVF uygulanmasi halinde 2.2kat basar1 artis1

4. IVF + ICSI uygulanmasi halinde 1,7 kat basar1 artis1 s6z konusudur.



6. AZALMIS ENDOMETRIAL RESEPTIVITE

Yardimci tireme teknikleri degisik nedenlere bagh infertilite olgularinda etkin bir
tedavi secenegidir. Basarisiz olunan olgularin ¢ogunda neden, embriyo transferi
yapilmasina ragmen implantasyon i¢in hazir bir endometrium ve saglikli bir blastokist vaz
gecilmez iki 6gedir. Ancak, bugiinkii bilgilerimizle, implantasyon miidahale edilemeyen
tek asamadir. Desiduaya adezyon ve trofoblastik invazyon icin hem maternal hem de

embriyonik faktorlerin gerekliligi aciktir
IMPLANTASYON

Blastokist uterin endometrium kivrimlarindan birine yerlesip zona pellusidadan

tamamen ¢ikinca implantasyon baslar. Bundan sonraki olaylar ii¢ basamaktadir:
Kars1 karsiya gelme (Apposition):

Blastokist ile alici endometriumun kars1 karsiya gelmesidir. Schlafke ve Enders
tarafindan tanimlanmustir (10). Blastokist ve bir miktar sivi endometrial kivrimlardan
birine yerlesir. Sivinin absorbe edilmesiyle endometrium epitelyal hiicreleri ve blastokist
yakin temasa gelir, endometrium blastokisti ¢evreleyerek bir implantasyon odas1 olusur.
Yine bu asamada, trofoblast hiicreleri dev hiicreler haline gelir ve adeziv bir 6zellik

kapanirlar.
Yapisma (Attachment):

Implantasyonda ikinci asamanm adezyon kuvvet oldugu daha once yapilan
calismalarda ortaya konmustu. Ancak bu iki degisik hiicre arasindaki iligkinin dogasi tam
olarak agiklanamamisti (10). Hem endometrial epitelyal hiicreler hem de trofoblastlarda
mikrovilluslar vardir ve bu villuslar birbirlerine uyacak sekilde deginime gelirler. Bunlara
eklem olusumlar (junctional complex)denir. Bu olusumlarin formasyonundan sonra
endometrial yikama yapilsa bile blastokist yerinden ayrilamaz. Fertilize olmamis oositlerin
ve embriyolarin onkofetal gosterilmistir. Fibronektin hiicreler ile ekstraselliiler matriks
arasindaki yapismada rol oynar; hiicreler {izerindeki reseptorlere kollajen gibi
ekstraselliiller matriks proteinlerinin yapigmasina yardim eder. Ayrica, fibronektin hiicre

migrasyonunu diizenler, hiicre diferansiyasyonunu saglar.
Invazyon:

Schlafke ve Enders canlilardaki trofoblast invazyoniinu iigce ayiwrmislardir: 1)

Yayilmaci, insanlar bu gruptadir 2) yer degistiren 3) birlesen. Her iic tipde de trofoblastlar
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epiteli gectikten sonra desidualize olmus endometriumun bazal laminasina yapisir ve
alttaki bag dokusuna penetre olur. Bu mekanizma kanser metastazlarina benzer; metastaz
dokulan iizerinde deneysel calisma yapmak implantasyondan daha kolay oldugu ig¢in

implantasyona ait bilgilerimizin ¢ogu kanser aragtirmalarindan kaynaklanmakladir.
Desiduanin immiinolojik ve hematolojik ozellikleri:

Seruloplazmin, a-1 antitripsin, sekretuar komponent, T-par¢asi, kompleman 3 ve 4,
losemi inhbitor faktor (LIF), graniilosit makrofaj koloni stimiilan faktor (GM-CSF),

interlokin 6 (IL-6) endometrial glandlarda saptanmistir (11).

Desidua bazalis ve parietalis'in %4011 olusturan makrofajlar immiinosupresif,
fagositik, antiinflamatuar 6zelliklerle implantasyonda Onemli rol oynarlar, sitokinler,
peptidler ve interlokinlerin sentez ve regiilasyonunda etkilidirler. Monositler, T lenfositler
de stroma ve glandlarda yerlesmislerdir. B lenfositler, plazma hiicreleri, PMN lokositler ve
‘natural killer' hiicreler erken desiduada nadir goriiliirler. Endometrial granule lenfositler
birinci trimester sonunda en yiiksek sayiya ulasirlar ve diger fonksiyonlarinin yaninda

relaksin salgilarlar.

Endometriumdaki 16kosit subpopulasyonlannin orani implantasyonun basarisini
etkileyebilir. Ote yandan, trofoblastlar da klasik HLA antijenleri degil HLA-G antijenleri
salgilayarak lizisten kacabilir. Kofaktor proteinler sitotrofoblast ve dev hiicrelerde yiiksek

oranda bulunur ve lizisten korunmak icin yardim eder.
Implantasyon penceresi:

Uterin reseptivite implantasyona uygun uterusu tamimlar ve bu donem
implantasyon penceresi denen kisa aralia simirhidir; embriyolar uterusa bu donemin
disinda ulasirlarsa gebelik olusmayacaktir. Implantasyon penceresinin tam olarak hangi
zaman araligin1 gosterdiginin bilinmemesi ART sikluslannda major sinirlayici faktorlerden
biridir (11). Implantasyon penceresinin hiicresel ve molekiiler 6zellikleri vardir. Hiicresel
diizeyde, fibroblastik stromal hiicrelerin glikojen ve lipid iceren biiyiik poligonal hiicrelere
transformasyonu ile karakterizedir. Desidual reaksiyon denen bu degisiklikler 6nce stromal
kan damarlarinin cevresinde baglar, daha sonra giderek endometriumda yayilir ve desidua

olusur.

Postovulatuar dordiincii giinde endometrial hiicrelerde subnuklear vakuoller
hiicrelerin apikaline dogru kayarken nukleus bazale kayar. Postovulatuar besinci, altinci

giinlerde, yani periimplantasyon doneminde, luminal uterin epitelin apikal yiizeyinde
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‘pinopodlar’ belirir. Post ovulatuar sekizinci giinde pinopodlar geriler ve bunlarin yerini
mikrovilluslar alir. Nikas ve ark. eksojen hormon alarak adet goren kadinlarda yaptiklar
caligmada, pinopodlann sadece bir giin izlendigini ve Omiirlerinin 48 saati gecmedigini
gosterdiler(12). Bu bulgular implantasyon penceresinin ne kadar dar bir zaman araligini
gosterdigini kanitladi. Aym tedavi rejimindeki degisik kadinlarin implantasyon pencereleri
de degisik zamanlarda izlenmistir. Diger bir 6nemli bulgu da, serum hormon degerleri ile
pinopodlar arasinda bir korelasyon olmamasidir. Bu durumda, ART sikluslannda transfer
penceresi hem embriyonun gelisimine hem de kadinin maruz kaldigi hormonal uyaranlarla

pinopod gelisimine baghdir
Uterin reseptivitenin belirtecleri:

Muc-1 glikoproteini endometrial hiicre yiizeylerinde bulunur ve miktar1 implan-
tasyon fazinda maksimuma c¢ikar. Bu madde, adeziviteyi artinr. Fare calismalannda,
endometriumda heparin siilfat proteoglikanlan, laminin ve tenasinin uterin reseptivite ile

iligkili oldugu saptanmistir (12).

Reseptif fazda apikal plazma membraninda Onceleri sadece yanlara daha sonra
bazal membrana ulasan 'gap junctions' ve bol desmoplakin I ve II iceren 'hemi-

desmosome like junctions' goriiliir (12).

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

kavitesinin goriilmedigi gosterilmistir (12).

Fibronektin, laminin, entaktin, kollajen tip 4, hyaluronik asit gibi bircok ekstra-
selliiler matriks komponentleri in vitro olarak blastokist gelisimini destekler. Bu adezyon
molekiillerinde ortak yapmin tripeptid arginin-gilisin aspartik asit dizisi oldugu
gosterilmistir. Bu dizi integrin denen reseptorlerce taninir ve baglanir (12) .

Implantasyonda etkin olan steroidler sistemik etkiler yaparken, sitokinler otokrin,
parakrin etkilerle rol oynarlar. Asagida bahsedilen sitokinlerin etkileri hayvan deneylerinde

gen hedefleme yontemiyle olusturulan gen delesyonlan ile incelenmistir.
Leukemia inhibitory factor (LiF):

Bu sitokin i¢in olan genin delesyonu homozigot mutant farelerde implantasyon
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basarisizligina yol acar. Farelerde gebeligin 4'lincii giiniinden itibaren endometrial

glandlarda bu sitokin goriilmeye baslar (13).

Interleukin - 6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNF), transforming growth

factor-J5 (TGF-J5) ve digerleri:

Bu sitokinler IVF sirasinda embriyo kiiltiir sivilarinda bulunmustur. IL-6 yapisal
olarak LIF'e benzer ancak IL-6 eksikligi olan fareler fertildir. IL-1 hem fare

endometriumu hem de embriyosunda bulunur

TNF- a preimplantasyon embriyolarin kiiltiir ortamlarindan izole edilebilir. Pre-
implantasyon doneminde TNF- a giinliikk enjeksiyonu ile uygunsuz ciftlesmeden ka-

ynaklanan fetal anomaliler ve fetal kayiplar diizeltilebilmistir.

TGF-J5 in vitro olarak trofoblastlardan salgilanan onkofetal fibronektinin iiretimini

modiile eder.
Colony stimulating factor -1 (CSF-1):

Insan trofoblast kiiltiirlerine eklendiginde onlarin bir sinsityum olacak sekilde

degisimine ve plasental laktojen salinimina yol agar.
Epidermal growth factor (EGF)/ transforming growth factor- a (TGF- a):
EGF, Zona pellusidadan 'hatching' ve trofoblastlann biiylimesini artirir.
Granulocyte-macrophagecolony-stimulating factor (GM-CSF):

Fare blastokistinin tek kat endometrial hiicrelere yapismasin artirir. Ote yandan bu

sitokinin preimplantasyon fare. Embriyo gelisimi inhibe ettigi goriilmiistiir.
Blastokistin anneye gonderdigi sinyaller

Embriyo ile uterusun deginime geldigi siralarda laminin, fibronektin ve integrin. 6—
1 salgilar. Yine embriyodan salinan matriks metaloproteinazla ise kollajen ve jelatini
denature ederek implantasyona katkida bulunur. Embryo blastokist asamasina geldiginde
early pregnancy faktor, embriyo-derived pregnancy-associated factor ve hCG ile anneye

sinyaller gondermeye baslar.
7. UTERINE KAVITE ANORMALLIKLERI
UTERUSUN DEGERLENDIRILMESI:

I¢ genital sistemin en sik anomalisi uterus, serviks ve vajinay1 olusturan yapisal
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ciftlerin fiizyon defektleridir. Defektin olusma derecesi parsiyel ile komplet arasi degisir.
Eger fiizyonda total bir eksiklik varsa uterus didelfis olusur. Bu hastalarda iki vajina, iki
serviks ve iki uterus bulunur. Miilleryen kanalin parsiyel fiizyonu sonucu ise uterus
bikornis bikollisten uterus bikornis unikollis'e veya arkuat uterusa kadar degisir. Bu fiizyon
anomalilerinin tiimiinde iki uterus arasinda bir duvar mevcuttur. Uterus icindeki sagittal
septumun inkomplet rezorpsiyonu sonucunda septumun boyutuna baglh olarak komplet
veya inkomplet uterin septum olusur. Ug boyutlu ultrasonografi, HSG, laparoskopi veya
MRI konjenital anomalilerin tanisinda kullanilabilir Submiikdz fibroidlerin varliginin
implantasyona zarar verdigi bilinmektedir. Bu lezyonlarm TVS ile tanimlanmasi
histeroskopi kadar etkili ve kesindir. Ayrica salin kontrast sonografi ile bu lezyonlarin

sinirlari basit ve etkili olarak gosterilebilir

IVF/ICSI oncesi hazirlik asamasinda bazi hastalara cerrahi islem yapmak

gerekebilir. Ozetle bunlar,

1. Yararhilig1 kanitlanmis islemler: Hidrosalpenksli hastalarda salpenjektomi veya

proksimal tubal ligasyon yapilmasi, submiikdz myomlarin ¢ikarilmasi.

Endometrial kavitede yer tutan herhangi bir lezyonun implantasyonu bozdugu
bilinmektedir. Submiik6z myomlar gebelik oranlarini ciddi oranda diisiirmekte ve abortus

oranlarini artirmaktadir (14).

2.Yarar1 tartigmali olan islemler: Intramural myomlarm ¢ikarilmasi, stenotik
endoservikal kanalin traslanmasi, endometrial poliplerin ¢ikarilmasi, uterin subseptusun

cikarilmasi.

IVF-ET sonuglar1 icin myomlarin etkisi olduk¢a tartismalidir. Her ne kadar bazi
caligmalarda intramural veya subser6z myomlarin diisiik IVF gebelik hizlarina yol acgtigi
rapor edilse de bir¢cok calisma bunun tersini gostermistir (15,16). Anania ve ark. nin
immiinohistokimyasal yOntemlerle bazi IVF hastalarinda ovaryen stimulasyona bagh
myomlarin biiylidiigiinii ve bazi sitokinleri salindigini gostermislerdir (17). Myomlarin

sitokinler agisindan aktif olmasi, bazi hastalarda implantasyonu bozabilir.

Bu yiizden IVF tedavisi sirasinda myomlu hastalar yakindan takip edilmeli, eger
myomlar biiyiime egiliminde ise ve IVF basarisiz olursa, bu myomlar bir sonraki IVF

oncesinde c¢ikarilmalidir.

Zor embryo transferlerinde gebelik oranlan diismektedir. Embryo transferi zorlugu

endoservikal kanalin stenozu ve dolambaglh olmasindan kaynaklanabilir. Ancak servikal
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stenozu olan hastalarda ise histeroskopik stenoz agma, genisletme veya kanali traglama

yontemi ile kanalin genisletilmesi saglanabilir (18).

Polipler submiikéz myomlar gibi endometrial kavitede yer tutan lezyonlardir.
Implantasyonu bozabilecek faktorler salabilirler. Histeroskopi artik kolaylikla uygulanan
bir islem oldugu icin bir polip goriildiigiinde onu ¢ikarmak en akilci islem olacaktir. Ancak
bazen polipler kontrollii ovaryen hiperstimulasyon sirasinda goriilmektedir. Bu poliplerin
varliginin gebeligi etkileyip etkilemedigi siiphelidir. Mastrominas 2 cm altindaki poliplerin
IVF basarisin1 etkilemedigini, Lass ise 2 cm altindaki poliplerin gebelik oranlarim

azaltmadi@1 ancak abortuslarda bir artisa meyil oldugunu rapor etmistirler (19,20).

Bikornuslu ve subseptuslu hastalarda kontrol hastalarina gore benzer oranlarda
gebelik elde edilebilmektedir (21). Fakat bazi serilerde de implantasyon oranlar1 daha
diisiik bulunmustur (22). Bu yiizden 6zellikle supseptuslu hastalarin IVF 6ncesinde septum
rezeksiyonu gegirmeleri onerilir. Bikornuslu hastalarda ise ancak abortus ve kotii obstetrik

Oykiisii olduklari zaman metroplasti Onerilir.
8. EMBRiIYO TRANSFER TEKNIGIi VE IVF BASARISI
Embriyo transferi:

ART sikluslarinda gebelige ulaflmadaki en son basamak embriyo transferidir. Ilk
IVF bebeginin dogumundan beri embriyo transferi (ET) tekniklerinde cok biiyiik degi-
fliklikler olmamistir. Transfer sirasinda uterusun pozisyonu, tenakulum ile portionun
tutulmasi, kateterde kan/mukus olmasi gibi parametreler bu konuda degisik goriifller
oldugunu ortaya koymufltur. ET giinii, transfer edilen embriyo sayis1 ve grade'leri gebelik
oranlan iizerine etkili olabilmektedir. Konu ile ilgili Ebner ve arkadaslarinin yaptiklar

arastirmanin sonuglar Tablo 1'de goriilmektedir (23).
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Tablo 1. Gebelik ve implantasyon oranlarini etkileyen transfer parametreleri

Say1
Transfere baglh Gebe Gebe Implantasyon ~ Gebelik (%)
Guide kullanim
Evet 10 19 14.8 344
Havyir 95 180 16.8 34.5
Histerometri
Evet 25 34 214 423
Havyir 80 165 16.6 32.7
Kateterde kan
Evet 18 38 16.2 32.1
Havyir 87 161 16.9 35.1
Kateterde mukus
Evet 11 22 19.3 333
Havyir 94 176 16.4 34.7
Transfer volumii
< 10ul 46 131 14.1 26
10-20ul 59 68 19.1 46.5

Embriyo transferinin etkileri konusunda yapilan bir baska c¢alismada da

bulunamamustir (25).

ultrasonografi esliginde transfer yapmanin implantasyon oranlarini anlamli derecede
etkiledigi gozlenmifltir (24). Buna karsin transferi yaptiktan sonra kateterin hemen geriye

cekilmesi veya 30sn bekledikten sonra ¢ekilmesi arasinda gebelik oranlan agisindan fark

9. TROMBOFILi NEDENLERI VE HOMOSISTEIN METABOLIZMASI
VE IMPLANTASYON

Maternal trombofili,

dglincu

insidansi tablo 2'de gosterilmistir.
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trimestrde  preeklampsi,

dekolman plasenter,
intrauterin gelisme geriligi ve intrauterin fetal Oliime, ilk trimestrde ise erken gebelik
kayiplarina neden olabilir. Plasental perfiizyon bozukuluguyla, trombofilinin kotii obstetrik

sonuclar1 agiklanmaktadir(26). Maternal trombofili nedenleri ve genel populasyondaki



Tablo 2. Trombofili Nedenleri ve Populasyondaki Insidansi

Trombofili Nedenleri insidansi
Aktive olmus protein C rezistansi %3-7
Faktor V Leiden mutasyonu %3-5
Hiperhomosisteinemi %2-3
Antikardiolipin antikor varligi %2
Lupus antikoagulani %02
Protein S eksikligi 9%0.2-2
Protein C eksikligi %0.1-0.3
Antitrombin III eksikligi %0.1

Trombofili, artmig arteriyel ve vendz trombozisle iligkilidir. Trombozisin obstetrik
komplikasyonlar icin ©nemli bir risk faktoriidiir. Intervilloz ve spiral arterlerde olusan
trombozis, plasental perfiizyon bozukluguna neden olur. Bu agidan bakildiginda gebelikte
trombofilinin dnemi daha iyi anlasilmaktadir. Obstetrik komplikasyonlari olan kadinlarda,
trombofili %68 oraninda gozlenirken, gebeligi normal olarak seyreden kadinlarda bu oran

%18 olarak bulunmustur(27).

Protein C, trombinin endotelyal hiicre yiizey faktorii olan trombomodiiline
baglandig1 zaman aktive olur ve boylece aktive olmus protein C faktor Va ve faktorVIla' yi
inaktive edip fibrinolitik sistemi aktive ederek daha fazla trombin formasyonunun
olugmasini engeller. Protein C eksikligi trombozisle iligkilidir ve kotii obstetrik sonuglar

olan kadinlarda %6 oraninda saptanmistir (28).

Aktive olmus protein C rezistansi, ailesel trombofilinin 6nemli nedenlerinden biri
oldugu ve bu rezistansin faktorV geninde nokta mutasyondan kaynaklandigi (506.
niikleotidinde guanin yerine adenin gecmesi) gosterilmistir. Boylece aktive olan protein
C’nin faktorV’e baglanmasin1  engelleyerek fibrinolitik sistemin aktivasyonunu
engellemektedir (29). Aktive olmus protein C'ye rezistansin, kotii obstetrik sonuglara

neden olan gurupta insidansi %9 olarak saptanmustir.

Protein S, aktive olmus protein C nin kofaktoriidiir. Protein S in major iiretim yeri
karacigerdir. Ancak protein S Onemli oranda vaskiiller endotel hiicrelerinde,

megakaryositlerden, osteoblastlardan ve sinir dokularindan iiretilmektedir. Protein S
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normal olarak plazmada iki form halinde bulunmaktadir. Birincisi fonksiyonel olarak aktif
olan serbest sekil ve fonksiyonel olarak inaktif olan C4b ye bagli karmasik seklidir. Protein
S eksikliginin klinik goriiniimii aym protein C ve antitrombin III eksikligindeki gibidir ve

protein S eksikligi olanlarda derin ven trombozu riski %I1-8 oranindadir (30).

Antifosfolipid antikorlar 6zellikle iki antikor tamimlanmistir ki bunlar, lupus
antikoagulan1 ve antikardiolipin antikorlardir. Bu antikorlarin kotii obstetrik sonuclara,
arteriyel ve vendz trombotik sonuclara neden oldugu bilinmektedir. Bir¢cok arastirmact
grup, antifosfolipid antikorlarin fosfolipdlerle etkilesime girerek aktive olmus protein C

nin protein S bagimli anti koagulan aktivitesini inhibe ettigini gostermislerdir (31).

Son zamanlarda protrombin gen mutasyonu tanimlanmistir. Bu mutasyonun 20210
niikleotidinde adenin yerine guanin gecerek olustugu saptanmistir ve bunu takiben plazma
protrombin konsantrasyonunda artisa ve bdylece bu artis tromboembolizm, myokard
infarktiisii ve serebral ven trombozuna neden olmaktadir. Genel popiilasyonda bu gen

mutasyonu %3, obstetrik komplikasyonu olan grupta ise %10 olarak saptanimstir (32).
Hiperhomosisteinemi

Homosistein: Metiyonin metabolizmasi ara tiriinii bir aminoasittir. Proteinlerin
yapisinda yer almaz. Metiyonin, esansiyel bir aminoasit olup homosisteinin tek kaynagidir.
Metiyoninden Metiyonil adenozil transferaz (MAT) enzimi varliginda transmetilasyon
reaksiyonu ile homosistein olusur. Homosistein metabolizmasinda 3 enzim ve 3 vitamin
rol oynar. B6 vitamini varliginda sistationin B sentaz (CBS) enzimi ile transsiilfiirasyon
reaksiyonu sonucunda sisteine, B12 ve folik asit varlifinda remetillasyon reaksiyonu ile
metionin sentaz (MS) enzimi yoluyla metionine doniistiiriiliir. Remetilasyon i¢in gerekli
metil kaynagi ise folikasittr. Yani metil tetrahidrofolat rediikktaz (MTHFR) enzimi B6

vitamini varliginda metilen tetrahidrofolattan saglanir.

Homosistein kanda %3'ti serbest, %75'i alblimine bagli, %?22'si ise disiilfid
formundadir. Plazma diizeyi yiiksek performansh likid kromatografi yontemi veya
immunoassay yontemi ile Olgiilir. Normal plazma diizeyleri 5-15 umol/L arasinda

degismektedir.

Latent ya da maskelenmis HCY metabolizma bozukluklarini ortaya ¢ikarmak igin
metionin yiikleme testi yapilir. Metionin 0.lg/kg verildikten 6 saat sonra plazma
homosistein diizeyi olgiiliir. Bu test hiperhomosisteinemiyi ortaya koymada daha duyarh

olarak goriilmekte ancak gebelikte kullanimi ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir.
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Hiperhomosisteinemi diyebilmek i¢in aglik diizeyi 15 umol/L den fazla veya metiyonin

yiikleme testi sonras1 51 umol/L den fazla olmalidir.
Homosisteinin Fizyolojik Ozellikleri

Cocuklarda erigkinlere gore %30 daha diisiiktiir. Erkeklerde kadinlara gére belirgin
olarak daha yiiksektir. Postmenapozal kadinlarda premenapozal olanlara gore daha
yiiksektir ve postmenapozal hormon replasman tedavisi homosistein diizeyini %10-15
oraninda diistiriir. Aym1 sekilde oral kontraseptif kullanimi ve gebelikte homosistein

diizeyini diisiiren faktorlerdendir (33).
Hiperhomosisteinemiden Sorumlu Anormallikler

HCY metabolizmasinda daha o©ncede belirtigimiz gibi iki yol mevcuttur:
transsiilfiirasyon ve transmetilasyon; bu yollardaki enzimatik anormallikler konjenital veya

kazanilmis olabilir ve hiperhomosisteinemiye sebep olur.
1) Genetik faktorler:

Baz1 genetik hastaliklarin varlifinda ve vitaminlerin eksikligi durumunda HCY
plazma ve dokularda artar. Klasik homosisteiniiri otozomal resesif gecisli bir hastalik olup
sistationin B sentaz enzim eksikliginden kaynaklanir, karekteristik olarak; cok yiiksek
HCY diizeyleri, ateroskleroz, tromboembolik komplikasyonlar, iskelet anormallikleri,

ektopia lentis ve mental retardasyon tablosuna yol acar.

Son yillarda spesifik 1siya duyarh folik asit bagimli MTHFR enziminde parsiyel
eksiklik tammmlanmistir. Bu eksiklik MTHFR enzimini kodlayan gende nokta mutasyon
sonucu yani 667. niiklotidde Timidinin yerine Sitozinin ge¢mesidir.(667C-T) Bu
mutasyona baglh gelisen termolabil varyant Kanada popiilasyononunda %5-15, beyazlarda
%12 oraninda saptanmistir. Bu mutasyon ile MTHFR enziminde aktivite azalmasi ile HCY
metiyonine doniistiiriillemedigi i¢in hiperhomosisteinemi geligir. Ancak termolabil varyant
MTHFR orta derecede Hiperhomosisteinemiye sebep olur ve kardiyovaskiiler
anormallikler ile iligkisi gosterilmistir (34) .Termolabil varyant MTHFR'1 tagiyan ve serum
folik asit seviyesi diisiik gebelerde saptanan orta derecede hiperhomosisteinemi, diyetle

folik asit yerine konuldugunda normal homosistein seviyelerine getirilebilir.
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2) Cevresel Faktorler:
a) Diyetle yeterli miktarda B6 vitamini, B12 vitamini ve folik asitin alinamamasi.
b) latrojenik ilaglara bagli:

Folik asit metabolizmasi iizerine etkili ilaglar; Methotreksat, antikonviilzanlar,
fenotiazin, karbamazepin v.s. B6 vitamini metabolizmasi iizerine etkili ilaglar; Teofilin,
Azarabin, oral kontraseptifler, sigara i¢imi v.s. B12 vitamini metabolizmas: iizerine etkili

ilaclar; Nitrik oksit

c) Bobrek yetmezliginde goriillen hiperhomosisteinemi: HCY nin iiriner
atitlmindaki yetersizlikten degil, homosisteinin metabolizmasindaki yetersizlikten de
kaynaklandigt ve bu hastalarda sik goriilen diffiiz anjiopatinin de rolii oldugu

diistiniilmektedir.

d) Degisik hastaliklar: Karaciger yetmezligi, Cinkoeksikligi, akut lenfoblastik-

l6semi, hipotroidizm, pernisiydz anemi, ciddi psoriasis, kronik alkolizm v.s
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MATERYAL VE METOD

Bu calisma Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dal1, Yardimci Ureme Teknikleri ve Tiip Bebek Unitesinde Aralik 2006
- Subat 2007 arasinda yiiriitiildii.

Calismamizda A Grubu (Calisma Grubu) ve B Grubu (Kontrol Grubu) olmak iizere
2 grup olusturduk. Calisma grubuna alinacak hastalarin infertilitelerine yonelik detayl
anamnezleri alindi. Yagslari, infertilite siireleri, gravida — pariteleri, infertilite nedenleri,

daha 6nce denenmis IVF-ICSI siklus sayis1 belirlendi.

A grubunda yaslar1 2642 arasinda olan, en az 3 kez IVF-ET ve/veya ICSI-ET
denenmis 52 infertil kadin belirlendi. Onceki sikluslarinda ayni embryolog tarafindan
Grade 1-2 olarak degerlendirilmis embryolarin transfer edildigi ancak basar1 elde
edilememis hastalar tekrarlayan implantasyon basarisizligini arastirmak {iizere segcildi.
Calisma grubundaki hastalara onceki sikluslarinda standart uzun dénem GnRH analog

protokolii uygulanmis olup, hi¢birinde BhCG pozitifligi tespit edilmemisti.

B Grubu ise en az 1 yasayan cocugu olan, yaslar1 25-38 arasindaki 50 saglikli

gebeden olusturuldu.

Histerosalpingografide veya ultrasonografide hidrosalpinks, submiikéz myom,
endometrial polip, uterin sinesi gibi anormal uterin kavite goriintiileri olan, yapilan probe
kiiretajlarda endometrit ve endometrial hiperplazi izlenen hastalar, anamnezlerinde
gecirilmis tromboemboli Oykiisii olan, diabetes mellitus, tiroid fonksiyon bozuklugu,
cushing sendromu gibi sistemik hastaliklar olan kadinlar ¢alisma grubuna alinmamastir.

Calisma grubundaki hastalardan luteal fazda olmak iizere ve kontrol grubundaki
gebelerden rutin gebelik kontrolleri sirasinda kan ornekleri NaEDTA’I vakumlu tiiplere
alindi. DNA izolasyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) calismalar1 Selcuk
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi arastirma
laboratuarinda yapildi.

DNA izolasyonu
Hastalardan ve kontrol grubundan alman 2 ml’lik periferik kan 6rnegi EDTA’1
tiiplere steril olarak alindi. Yogun tuz konsantrasyonu metodu kullanilarak total DNA izole
edildi. Bu islemde;
- Falkon tiiplerinin icerisine 10 ml soguk steril distile su konuldu.
- Bunun iizerine EDTA’] tiip icerisindeki periferik kandan 1 ml eklendi ve pipetaj

yapilarak homojen bir sekilde karigmasi saglandi.
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4500 RPM’de 3 dakika santrifiij edildi.

Olusan siipernatan kismi dokiilerek pelletin falkon tiipiin dip kisminda kalmasi
saglandi.

Pellet’in iizerine 850 ul nuclei lyzis buffer eklendi ve pipetaj yapilarak pelletin
homojen hale gelmesi saglandi.

37°C’de 10 dakika bekletildi ve tekrar pipetaj yapildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi.
Homojen hale gelmis olan materyalin iizerine 850 pul kloroform eklendi ve vorteks
ile karistirthip 1,5 ml’lik ependorf tiipiline aktarildi.

13000 RPM’de 3 dakika santrifiij edildi ve sonucunda faz olusumu saglandi.

Ust tabakadaki seffaf kistm aliarak ayri bir ependorf icerisindeki 1 ml %96’ ik
alkoliin iizerine eklendi ve alt iist edildikten sonra DNA yumak halinde gozle
goriildii.

12000 RPM’de 4 dakika santrifiij edilip alkol dokiildii ve DNA ependorfun dibine
coktiiriildii.

Uzerine 200-500 pl %70’lik alkol (etil alkol) eklenip 12000 RPM’de 3 dakika
santrifiij edildi.

%70’1ik alkol dokiiliip dip kistmdaki DNA’nin kurumasi icin ependorf ters cevrilip
havada kurumaya birakildi.

Havada kurutulan DNA steril distile su (150-300 ul) ile homojen hale getirildi.
DNA, PCR analizinde kullanana kadar -20°C’de depolandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
MTHFR(C677T), Faktor 5 Leiden(G1691A) ve Faktor 2 protrombin (G 20210 A)

mutasyonlarinin taranmasi i¢in primer dizilerinden yararlanarak (PCR-ARMS) metodu ile

pozitif, negatif kontroller kullanilarak genotipler ortaya kondu.

Bunun i¢in PCR reaksiyonu 20 pl’de gergeklestirildi.

Reaksiyon;

1,6 ul dATP, dGTP, dTTP ve dCTP (10 pmol)
2 ul 10xPCR tamponu

1 ul MgCl,

1,2 pl 10 pmol primer mix.

11,8 ul dH,O

0,2 ul DNA Taq polimeraz enzimi

2 pul genomik DNA

Iceren karisim ile gerceklestirildi.
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PCR reaksiyonu Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700 model termal

cycler’da;

- 94°C’de 3 dakika bir dongii

- 94°C’de 0,15 dakika, )

- 60°de 0,15 dakika, >10 dongii

- 72°C’de 0,15 dakika,

- 94°C’de 0,15 dakika,

- 57°C’de 0,15 dakika, > 25 dongii

- 72°C’de 0,15 dakika,

- 72°C’de 3 dakika ve

- 4°C’de bir dongii

MTHFR (C677T) i¢in yapilan PCR reaksiyonunda Tm= 57-60 °C Faktor 5 Leiden

(G1691A) ve Faktor 2 protrombin (G 20210 A) bolgeleri icin Tm= 54-56°C olarak

kullanildi.

Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR iiriiniinii degerlendirmek i¢in %?2’lik agaroz (A 5093, Sigma) TAE
(Tris, Asetik asit ve EDTA) kullanildi. Agaroz TAE icinde eritildikten sonra EtBr (10ug/ml

) \

Ethidium bromiir) ilave edilerek boyandi. Her gen bdlgesi icin bir mutant birde normal
bolgeyi tanityan primer ¢iftleriyle yapilan PCR sonucu elde edilen PCR iiriinleri yiikleme
boyas1 (6 x loading dye) ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Jel 30 dakika 190 voltluk
elektrik akimina tabi tutuldu. Ayrica gozlenen bantlarin beklenen bantlar olup olmadigini
tespit etmek icin 100 bp’lik ladder kullanildi. Jel UV illiiminator altinda degerlendirildi.
Sadece normal primerlerin kullanilarak yapilan PCR sonucu elde edilen iiriiniin yiiklendigi
kuyucukta beklenen biiyiikliikte bant elde edildiginde homozigot normal, hem normal
hemde mutant primerleri kullanilarak yapilan PCR iiriinlerinin yiiklendigi kuyucuklarin her
ikisinde de bant elde edildiginde heterozigot ve sadece mutant band elde edildiginde
homozigot mutant olarak degerlendirildi.

Calismamizda istatistiki analizde ki-kare testi kullanildi. Gerekli oldugu durumlarda
Fisher’in kesin ki-kare testi kullanildi. p< 0,05 oldugu durumlarda gruplar arasindaki farkin

onemli olduguna karar verildi.
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BULGULAR

A grubundaki hastalarin yag ortalamalar 33,3 +/- 7,6; B grubundaki hastalarin yas
ortalamalar1 29,2 +/- 3,7 olup istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu ( p= 1,03).

A grubundaki hastalarin ortalama infertilite siireleri 10,9 +/- 4,3 idi. Bu gruptaki
hastalara yapilan IVF-ET ve/veya ICSI-ET siklus sayist ortalama olarak 4,2 +/- 1,2 olup
hastalarin hicbirinin gebeligi olmamisti. B grubundaki hastalarin ortalama pariteleri 2,6+/-

1,3 idi.

Her iki grupta tiim mutasyonlarin varligi, MTHFR homozigot ve heterozigot
varligi, F5 homozigot ve heterozigot varlii, PTH2 homozigot ve heterozigot varligi

istatistiksel olarak degerlendirildi.

Tablo 3. U¢ mutasyondan herhangibirinin varhg

A grubu B grubu Toplam
(calisma grubu) | (kontrol grubu)
Ug mutasyondan herhangi birinin | 32 %61,5 23 % 46 55 %53,9
varligi
Ug mutasyondan herhangi birinin | 20 %38,5 27 % 54 47  %46,1
yoklugu
Toplam 52 %100 50 % 100 102 %100

Uc mutasyondan herhangibiri A grubundan 32 (%61,5) ve B grubunda 23 (%46)
kadinda izlendi. U¢ mutasyondan herhangibiri A grubundan 20 (%38,5) ve B grubundan
27 (%54) kadinin hicbirinde izlenmedi.

Gruplar arasinda tic mutasyondan herhangi birinin varlig istatistiksel olarak

anlamli degildi (p = 2.477).
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Tablo 4. Her iki grupta MTHFR Heterozigot varhgi

A grubu B grubu Toplam
(calisma grubu) (kontrol grubu)
MTHFR Heterozigot | 22 % 42,3 17 %34 39 %382
varlig
MTHFR Heterozigot | 30 % 57,7 33 %66 63 %618
yoklugu
Toplam 52 %100 50 %100 102 %100

MTHFR Heterozigot gen mutasyonu varligt A grubunda 22 (%42,3) ve B
grubunda 17 (%34)kadinda izlendi. Bu mutasyon A grubunda 30 (%57,7) ve B grubunda

33 (%66) kadinda izlenmedi.

Her iki grupta MTHFR Heterozigot gen mutasyonu varlig istatistiksel olarak
anlaml1 degildi (p=0.745).

Tablo S. Her iki grupta MTHFR Homozigot mutasyon varhgi

A grubu B grubu Toplam
(caligma grubu) (kontrol grubu)
MTHFR Homozigot 4 %7, 7 6 %12 10 %9.8
varlig
MTHFR Homozigot 48 %92,3 44 %88 92 %90,2
yoklugu
Toplam 52 %100 50 %100 | 102 %100

MTHFR Homozigot gen mutasyonu A grubunda 4 (%7,7) ve B grubunda 6 (%12)
kadinda izlendi. Bu mutasyon A grubunda 48 (%92,3) ve B grubunda 44 (%88) kadinda

izlenmedi.

Her iki grupda MTHFR Homozigot gen mutasyonu varligi istatistiksel olarak
anlaml degildi (p=0.535).
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Tablo 6. Her iki grupta F5 Leiden Heterozigot mutasyonu varhgi

A grubu B grubu Toplam
(calisma grubu) (kontrol grubu)
F5 Heterozigot varligi 10 %19,2 6 %12 16 %15,7
F5 Heterozigot yoklugu 42 %80,8 44 %88 86 %84,3
Toplam 52 %100 50 %100 102 %100

F5 Leiden Heterozigot mutasyonu A grubunda 10 (%19,2) ve B grubunda 6 (%12)
kadinda izlendi. Bu mutasyon A grubunda 42 (%80,8) ve B grubunda 44 (%88) kadinda

izlenmedi.

Gruplar arasinda F5 Leiden Heterozigot mutasyon varhigi istatistiksel olarak

anlaml1 degildi (p=1.008).

Tablo 7. Her iki grupta FS Leiden Homozigot mutasyon varhg

A grubu B grubu Toplam
(calisma grubu) (kontrol grubu)
F5 Homozigot varligi 1 9%1.,9 0 %0 1 %1
F5 Homozigot yoklugu | 51 %98,1 50 %100 | 101 %99
Toplam 52 %100 50 %100 | 102 %100

F5 Leiden Homozigot mutasyonu A grubunda 1 (%1,9) kadinda izlendi. Bu

mutasyon A grubunda 51 (%98,1) ve B grubunda 50 (%100) kadinda izlenmedi

Fisher’in kesin Ki-kare testine gore her iki grupta F5 Leiden Homozigot varlig

istatistiksel olarak anlamhi degildi (p= 0.244).

Kontrol Grubu ve calisma grubunda higbir hastada protrombin homozigot veya

heterozigot mutasyon varligi izlenmedi
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TARTISMA

Infertil ciftlerde tedaviye yaklasim ve basart yakin donemlerde gittikce
ilerlemektedir. Avrupada 2001 yil1 boyunca 235000 IVF-ET siklusu yapilmis ve yaklasik
olarak %29 gebelik elde edilmistir. Basarisizlik bir¢ok faktore baglanabilir. Bu faktorler
arasinda uygun olmayan ovaryan stimiilasyon protokolleri, suboptimal laboratuar kiiltiirleri
ve embryo transfer teknigindeki hatalar ilk akla gelenlerdir. Cok basarili merkezlerde dahi
tekrarlayan implantasyon basarisizliklar1 goriilmektedir (35). Selcuk Universitesi Meram
Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Yardimci Ureme Teknikleri ve

Tiip Bebek Unitemizde gebelik basaris1 yaklasik olarak %35 ler civarindadir.

Bir¢ok klinisyen tarafindan 4-10 tane yiiksek kalitedeki embryolarin transfer
edildigi 2-6 kez denenmis IVF siklusuna ragmen gebelik elde edilmemesi tekrarlayan IVF
basarisizligi olarak tanimlanmistir. Ancak giiniimiizde 1 veya 2 embryonun transfer egilimi
yiikksek oldugundan tanim netlesmemistir. Bu nedenle iyi kalitedeki embryolarin transfer
edildigi 3 siklustan sonra hala gebelik elde edilmediyse mutlaka daha ileri etyolojik
nedenler arastirilmalidir. Yardimci iireme teknikleri sirasinda gozlenen embryonik
kayiplari; azalmis endometrial reseptivite, embryonik defektler ve iliskili faktorler olarak 3

kategoride gruplandirilir (36).

Implantasyon basarisizligi  etyolojisinde, rekiirren diisiiklerdekine benzer
mekanizmalarla suclanan diger bir konuda immiinolojik sebepler ve trombofilidir. Yakin
donemde bu konu iizerinde sik¢a durulmaktadir. Embryo implantasyonu ve normal
plasental gelisim asamasinda altta yatan karmagsik mekanizmalarinda heniiz tam olarak
aciklanmadigi da belirtilmelidir. Literatiirde bu konuda da ortak varilmis goriisler cok fazla
degildir. Trombofiliye baglh hiperkoagiilabilite, gebelikte diisiikler, fetal oliimler,
preeklampsi ve intrauterin gelisme geriligi gibi gebelik komplikasyonlarina neden olur.
Altta yatan olast mekanizma plasental trombozdur. Kalitimsal trombofilide en sik sebep
olan iki nokta mutasyonu Faktor 5 Leiden ve Protrombin 2 gen mutasyonlaridir. Bu
mutasyonlar ge¢irilmis vendz tromboz Sykiisii olanlarin % 20 sinde ve genel populasyonun

%6 sinda izlenmektedir (37).

Baz1 bilgiler gostermektedir ki, trombofilik gen mutasyonlar1 tekrarlayan IVF
basarisizligi ile iliskili olabilir. Endometrial seviyedeki bazi molekiiler anormallikler ve
anormal embryo-endometrium iligkisi tekrarlayan implantasyon basarisizligindan sorumlu
olabilir. Implantasyonun erken dénemlerinde trofoblastik invazyon igin koagiilasyon ve

fibrinoliz dengesi hassas olup fibrin polimerizasyonu ve plasental bazal tabakanin
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stabilizasyonu ile villoz araliklarin ve plasental damarlarin sekillenmesi saglanmis olur.
Koagiilasyon ve fibrinoliz icin anahtar kelimeler serin proteaz ve trombindir. Trombin
proenzim olan protrombinden protrombinaz kompleksi etkisinde sekillenir ki, bu kompleks
biinyesinde faktor 5°i icerir. Bu aktiviteye karsi feedback inhibisyon yapan antikogiilan
sistem protein C dir ki, aktive protein C faktor 5’1 inhibe ederek trombin olusumunu azaltir.
Trombin bikere olustugunda hemen fibrin formasyonunu baglatir ve fibrin de sirasiyla
plazminojenin plazmine doniisiinii stimiille eder ve bu da fibrinolizi stimiile eder.
Implantasyon seviyesindeki bu hassas iliski kalitimsal trombofilik gen mutasyonlarindan

zarar gorebilir (38).

Bu bilgilerin 15181nda maternal hiperkoagiilabiliteye bagh etkilenmis uteroplasental
dolagimin embryo implantasyonunda rolii olabilecegi diisiiniilerek yapilan bir¢ok ¢alisma
vardir. Calismamizda tekrarlayan IVF basarisizligi ve implantasyon yetersizligi arasindaki
iliskiyi arastirmak iizere yardimci iireme tekniklerinden fayda gérmemis infertil kadinlar

secilmistir.

Kalitimsal trombofili ile tekrarlayan implantasyon basarisizlifi arasinda artmig
iliskiyi gosteren Grandone ve ark ile Azem ve ark ‘nin yaptigi 2 6nemli vaka-kontrol
caligmasi vardir (39,40). Ancak Martinelli ve ark, yaptiklari aragtirmada trombofili ile
tekrarlayan implantasyon basarisizigi arasinda bir iligki olmadigimi belirtilmistir
(37).Coulam ve ark.’nin yaptig1 calismada PAI-1(plazminojen aktivasyon inhibitor)
mutasyon prevelansi ve multiple trombofilik gen mutasyonlar prevelansinin implantasyon
basarisizligi olan hastalarda fertil grupla kiyaslandiginda belirgin olarak yiiksek oldugu
gosterilmistir (36). Biz ¢alismamizda tekrarlayan implantasyon basarisizligi ile trombofili
belirtecleri olan MTHFR enzim, Faktdr 5 Leiden ve protrombin 2 gen mutasyonlar

arasinda artmis bir iliski gormedik. Calismamizda PAI-1 mutasyonunu arastirmadik.

Martinelli’'nin yaptigi ¢alismada kalitimsal trombofili ile IVF/ICSI-ET’de
implantasyon basarisizlign arasinda artmis bir iliski olmadigi gosterilmistir. Uygulanan
yardimci tireme teknikleri, hasta yasi, uygulanan tedavi protokolii, infertilite sebebi goz

Oniine aliarak hastalar gruplandirildig: takdirde de bir iliski bulunmamistir (37)

Faftor 5 Leiden ve protrombin mutasyonuna bagli kazanilmig trombofili ve
antifosfolipid otoantikorlarina bagli edinilmis trombofiliden bagka Martinelli caligmasinda
homozigot MTHFR mutasyonu ile hafif hiperhomosisteinemi arasindaki iliskiyi
arastirmistir (37). Literatiirde bu mutasyonun tromboz patogenezindeki rolii hakkindaki

bilgilerde catismaktadir. Bu mutasyon erkek infertilitesi ile iligkilendirilmis olup
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homozigot mutasyon formunda kandaki folat seviyesi diismekte ve plasma homosistein
seviyeleri yiikselmektedir. Bu da sperm sayisint ve motilitesini etkilemektedir.
Calismasindaki diger sonuclarla benzer olarak Martinelli MTHFR mutasyonu prevelansini
kontrol ve calisma grubunda benzer bulmustur. Biz calismamizda MTHFR homozigot
mutasyonunu; 52 infertil kadin arasindan 4’iinde ve 50 multipar gebe arasindan 6’sinda

izledik.

Martinelli’nin yaptig1 calismada embryo implantasyon basarisizligi olan kadinlarda
faktor 5 leiden mutasyonu acisindan istatiksel anlamli sonu¢ alinamamistir (37).
Istatistiksel anlamlilig: giiclendirmek icin daha genis sayida hastada calisiimas1 gerektigi
elestiri almigtir. Ayrica caligmada erkek partner ve embryo trombofili agisindan test
edilmedigi icin embryonun kendinden de kaynaklanabilecek hiperkoagiilabilite
unutulmamalidir.  Yapilan c¢alisma sadece kadinlar  {izerindeki  arastirmayla
stmirlandirilmistir. Ucgiinciil olarak kontrol grubu calisma grubuna yakin tutulabilirdi yani
gebeligi spontan degil de yardimci tireme teknikleri sonrasinda elde edilen kadinlardan
secilebilirdi. Bizim calismamizda ¢alisma grubunda 52 infertil kadin, kontrol grubunda 50
gebe vardir ve bu gebelerde ve gebeliklerini spontan elde etmislerdir. Mutasyon belirtegleri

erkeklerde calisiimamstir.

Trombofilik genler damar biitiinliiglinii koruma, inflamasyon ve dokunun
sekillendirilmesinde gerekli olan proteinleri saglar. Bu genlerin mutasyonu ile plasental
damar biitiinligii de bozulup rekiirren kayiplara neden olabilir. Implantasyon sirasindaki
trofoblastik invazyon, matriks metalloproteinazlar tarafindan sekillendirilen ekstraselliiler
matriksin degradasyonuna baghdir. Implantasyon seviyesinde metalloproteinazlarin
ekspresyonu serin proteazlar ve plazmin ile stimiile edilmektedir. Boylece trofoblastik
implantasyon plazminojenden plazminin kontrollii iiretimine bagli olup plazminojen
aktivatorleri (PA) ve inhibitorleri(PAI) ile regiile edilmektedir. PAI-1 temel inhibitorii olup

fibrinolizi diizenler.

Artmis fibrinolizin ise implantasyon oranlarini arttiracagi umulmaktadir ki, bu da
trombinin artmis protrombinaz aktivitesi ile olmaktadir. Bu aktivite protein C aktivitesinin
azalmasi ile koreledir. Aktive protein C faktor 5°1 aktive ederken aktive protein C rezistansi
trombin {liretiminde artisa kalic1 protrombin aktivitesine neden olur. Aktive protein C
rezistanst ile iligkili en sik kaliimsal trombofili faktor 5 Leiden mutasyonudur. Bu
mutasyon heterozigot formda Kafkas halkinin %5-10’unda goézlenir. Artmis tromboz riski
ve ardi sira gebelik kaybi ile iligkilidir. Bu hasta grubunda Gopel ve ark.’min IVF-ET

basarist iizerine yaptiklar calismada ilging olarak faktdor 5 leiden mutasyonu tasiyan
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kadinlarin %90’ninda ilk embryo transferi basarili olmusken bu mutasyonu tasimayanlarda
%49 gibi diisiik bir basar izlenmistir. Bu aragtirmalar faktor 5 leiden mutasyonu olanlarda
implantasyon oranlarinin yiiksek olmasinin bu mutasyon i¢in genetik bir avantaj oldugunu

diistindiirmektedir (42).

Diger trombojenik gen mutasyonu MTHFR olup bir enzimdir ve homosisteinin
metionine remetilasyonunu katalize eder.B12 vitamini ve folik asid metabolizmasinda rol
alir. Bu gende C677T homozigot mutasyonu olanlarin mutasyonu olmayanlarinkine kiyasla
2,3 kat daha az ikiz gebelik sanslart vardir (43). Bu etki folik asidin embryonik ve
maternal hiicrelerin hizli boliinmeleri ve proliferasyonlart iizerine olan etkisinden
kaynaklanabilir ki, folik asidin suplementasyonu ile artmis dizigotik ikizlik oram

iliskilendirilmistir (38).

Kalitimsal trombofili ile gebeligin artan komplikasyonlar1 ki siklikla goriilenler,
ciddi preeklampsi, fetal gelisme geriligi, dekolman plasenta olup aradaki iligskiyi gosteren
cok calisma vardir. Maternal damarlarda tromboz ve intervilloz araliga giden kan akiminin
azalmasi bu komplikasyonlara neden olabilir. Maternal damarlarin sinsityotrofoblastlarca
invazyonu lokal mikrotrombozlardan etkilenebilir ve implantasyon basarisizligina neden
olabilir. Ancak su belirtilmelidir ki, intervilloz araligin gelismesi 11.-12. gebelik haftasinda
baslayacagindan embryo heniiz implantasyon asamasindayken trombozun implantasyon

basarisizligindaki roliinii aciklamak zordur (44).

Trombofililerin kalitimsal 06zelligi nedeniyle fetal trombofilininde IVF-ET
sonuclarini etkileyebilecegi diisiiniilebilinir. Fetal trombofilinin plasental infarktlara neden

oldugu bilinmekte ancak implantasyon iizerindeki etkisi ile ilgili net bilgi yoktur (45).
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SONUC

Yaptigimiz calismada tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan infertil kadinlar
ile gebeliklerini spontan elde etmis gebelerden olusturulan kontrol grubu arasinda MTHFR
enzimi, protrombin 2 geni ve faktdr 5 Leiden mutasyonlar1 agisindan anlamli bir
istatistiksel sonu¢ bulunmamustir. Tekrarlayan implantasyon basarisizligr ile trombofili
arasinda artmis bir iligki goriilmemistir. Fakat bu konuyla ilgili daha genis hasta grubuyla

yapilacak ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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OZET

GIRIS

Tekrarlayan in vitro fertilizasyon- embryo transfer basarisizliginda (IVF-ET)
embryo kalitesi ve endometrial reseptivite Onemli rol oynar. Kaliimsal trombofili
tromboembolizm, rekiirren gebelik kayiplar1 ve dekolman plasenta preeklampsi ve
intrauterin gelisme geriligi gibi gebelik komplikasyonlara neden olmaktadir. Altta yatan
olas1 mekanizmanin plasental tromboz oldugu diisiiniilmektedir. Yaptigimiz bu ¢alismada
tekrarlayan IVF-ET basarisizligi olan kadinlarda trombofilinin implantasyon ile olan

iliskisini arastirmay1 amacladik.
MATERYAL VE METOD

Calismamizda 2 grup olusturuldu. A grubu yaslar1 26-42 arasinda en az 3 kez
IVF/ICSI-ET siklusu denenmis, en az 3 tane grade 1-2 kalitede embryonun transfer
edildigi 52 infertil kadindan olusturuldu. Histerosalpingografide veya ultrasonografide
hidrosalpinks, submiikdz myom, endometrial polip, uterin sinesi gibi anormal uterin kavite
goriintiileri olan, yapilan probe kiiretajlarda endometrit ve endometrial hiperplazi izlenen
hastalar, anamnezlerinde gecirilmis tromboemboli Oykiisii olan, diabetes mellitus, tiroid
fonksiyon bozuklugu, cushing sendromu gibi sistemik hastaliklar1 olan kadinlar ¢alisma
grubuna alinmamustir. B Grubu ise en az 1 yasayan ¢ocugu olan, yaslar1 25-38 arasindaki
50 saglikli gebeden olusturuldu. Tibbi genetik laboratuvarinda trombofili mutasyon
belirtecleri olan F5 Leiden mutasyonu G1691A, Protrombin2 gen mutasyonu (PTH2)
G20210A ve metilentetrahidrofolat rediiktaz enzim mutasyonu (MTHFR) C677T
acisindan arastirildi. Calismamizda istatistiki analizde ki-kare testi ve fisher’in kesin ki

kare testi kullanildi.
BULGULAR

Her iki grupta tiim mutasyonlarin varligi, MTHFR homozigot ve heterozigot
varligi, FV homozigot ve heterozigot varligi acisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark
goriilmedi. Her iki gruptada PTH2 mutasyonu goriilmedi. A grubundaki hastalarin yas
ortalamalar1 33,3 +/- 7,6. B grubundaki hastalarin yas ortalamalar1 29,2 +/- 3,7 ( p=1,03).

SONUC

Yaptigimiz calismada tekrarlayan implantasyon basarisizligi ile trombofili arasinda

artan bir iligki gosterilmedi.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Repeated IVF-ET failures have been attributed to either embryo quality and
endometrial receptivity. Inherited thrombophilia has been associated with
thromboembolism, recurrent pregnancy loss, and pregnancy complications such as
abruptio placentae, preeclampsia, and intrauterine growth retardation, through placental
thrombosis as a possible underlying mechanism. The current case-control study was
conducted to investigate whether thrombophilia is more prevalent in women with repeated

IVF-ET failures
MATERIALS AND METHODS

Group A was comprised of 52 consecutive women treated in IVF unit, aged 20-42.
All the women in group A had a history of 3 or more failed IVF cycles in which at least
three good quality (grades 1-2) embryos were transferred. The indications for IVF-ET
were male factor, tubal factor and unexplained infertility. Group B was comprised of 50
consecutive apparently healthy women with at least one uneventful pregnancy naturally.
Blood samples were analysed for inherited causes of thrombophilia. The thrombopilic
markers were defined as Factor 5 leiden (G1691 A), Factor 2 Prothrombin (G20210A),
Methylen —tetrahydrofolat Reductase (C677T).

RESULTS

The prevalence of factor 5, prothrombin and methylene-tetrahydrofolat reductase
mutations was similar in 52 women who failed to achive pregnancy after IVF and in
control women. The thrombophilia rate ( at least in presence of one mutation ) in group A
was 61,5% and in group B was 46,0% . there was no statistically significant difference

between two groups for each parameters (p:0,116).
CONCLUSION

Our study shows that thrombophilia does not predispose to failure of embryo

implantation.
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