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OZET

Bu calismada erken folikller fazda kisa sureli oral estradiol kullanimi
ile klinik sonuglar etkilemeden GnRH antagonist sikluslarini programlamayi
amacladik.

Calismada retrospektif olarak estradiol kullanilarak siklus
programlanan 35 hasta yas ve daha onceki basarisiz siklus sayisi benzer
olan 35 hastayla birebir eslestirildi. Foliktler faz estradiol (FFE) grubunda
gunlik 6 mg estradiol oral yolla siklusun 2. glininden itibaren baslandi ve
planlanan gonadotropin stimllasyon glintiinden bir énceki gline kadar verildi.
Kontrol grubunda ise gonadotropin stimulasyonuna siklusun 2. ya da 3. gunu
baslandi. Her iki grupta gonadotropin releasing hormon (GnRH) antagonist
protokolu uygulandi.

FFE grubunda hastalar ortalama 5 gun estradiol aldi. FFE grubunda
stimulasyona baglanan gun endometrium kalinhigi kontrol grubuna gore
anlamli olarak daha kalindi (7.4 ve 3.0 mm, p < 0.01). Her iki grupta alinan
toplam gonadotropin dozu benzer olsa da, stimllasyon suresi FFE grubunda
1 gun daha uzundu ve bir fazla GnRH antagonist enjeksiyonu uygulandi.
Human chorinic gonadotropin (hCG) glni serum estradiol, progesteron ve
luteinizian hormon (LH) seviyeleri her iki grupta benzerdi, endometrium
kalinhgr FFE grubunda artmisti (12 ve 10 mm, p=0.01). Toplanan oosit
sayisi, metafaz 2 oosit sayisi ve transfer edilen embryo sayilari her iki grupta
benzerdi. Embryo implantasyon oranlari FFE ve kontrol grubunda sirasiyla
%44.8 ve %34.4 (p=0.30) ve klinik gebelik oranlari %48.6 ve %37.1 (p=0,33)
olarak sonuglandi. FFE grubundaki tim hastalarin oosit toplama (OPU) ve
embryo transferi (ET) tarihleri planlanan  glnlerde uygulandi.
Folikuler faz estradiol kullanimi ile GnRH sikluslarini programlamanin klinik
sonuglari etkilemedigi gdzlenmistir. Ote yandan implantasyon ve klinik
gebelik oranlarinda sirasiyla % 25 ve 31 oranlarinda iyilesme gozlenmisgtir.
Bu farklilik istatistiksel olarak anlamli olmasa da 6rneklem hacmi daha buyuk

randomize kontrolll galigmalarla anlam kazanabilir.



Anahtar Kelimeler: GnRH antagonist, yardimci ureme teknikleri, siklus

programlanmasi, in vitro fertilizasyon



SUMMARY

SCHEDULING GNRH ANTAGONIST CYCLES BY A SHORT COURSE OF
ORAL ESTRADIOL ADMINISTRATION DURING EARLY FOLLICULAR
PHASE

We aimed to schedule gonadotropin releasing hormone (GnRH)
antagonist cycles by a short course of oral estradiol administration during the
follicular phase without impairing treatment outcome.

Retrospective, proof of principle study including 35 women in the
estradiol-scheduling group and 35 controls who were individually matched
according to female age and the number of prior failed cycles. Estradiol
scheduling group was given 6 mg/day estradiol orally from cycle day 2 until
(including) one day before the scheduled start of gonadotropin stimulation.
Gonadotropins were started on cycle day 2 or 3 in the control group. Flexible
GnRH antagonist protocol was employed in both groups.

Women in the estradiol-scheduling group received estradiol for a
median of 5 days. Their endometriums were significantly thicker at the start
of stimulation (7.4 vs. 3.0 mm, p<0.01). Despite similar gonadotropin dosage,
stimulation took on average one day longer and one more GnRH antagonist
injection was required in the estradiol-scheduling group. While serum
estradiol, luteinising hormone and progesterone levels were similar on the
day of human chorionic gonadotropin injection, endometrial thickness was
increased in the estradiol scheduling group (12 vs. 10 mm, p=0.01). Number
of oocytes collected, metaphase Il oocytes and transferred embryos were
similar between the two groups. Embryo implantation rates were %44.8 vs.
%34.4 (p=0.3), and clinical pregnhancy rates were %48.6 vs. %37.1, (p=0.33)
in the estradiol scheduling and control groups, respectively. All women in the
estradiol scheduling group had oocyte retrieval and embryo transfer within

the desired period.



Apparently delaying commencement of stimulation by a short course
of estradiol administration in the follicular phase does not seem to impair
cycle outcome. To the contrary, there’s a trend towards improved
implantation and clinical pregnancy rates with relative increases of %25 and
%31, respectively. Although, these differences were short of statistical
significance, they can represent clinically significant improvement if

maintained in a large scale randomized controlled trial.

Key Words: GnRH antagonist, assisted reproduction, cycle scheduling, in

vitro fertilisation



GIRIS

insanlarda in vitro fertilizasyon (IVF) ile elde edilen ilk gebelik ve
canli dogum 1978'de Edwards ve Steptoe tarafindan gercgeklestirilmigtir.
Bilateral tubal obstriksiyon bulunan hastadan IVF icin oosit elde etmek
amaciyla hasta menstrual siklusun folikiler fazinda hospitalize edilmigtir.
Hastanin spontan siklusunda dominant folikilin preovulatuar asamaya
geldigi zamani tespit edebilmek icin her U¢ saatte bir idrarda luteinizan
hormon (LH) duzeyi olgulmis, LH artisi tespit edildikten sonra folikdl
laparoskopik olarak aspire edilmistir. Folikiler sividan izole edilen oosit,
partnerinin spermleriyle kiltire edildikten 2 gln sonra olusan embryo
endometriyal  kaviteye transfer edilerek gebelik  saglanmigtir.(1)

ilk IVF sikluslari bu sekilde dogal siklusun endokrinolojik
monitorizasyonuyla yapiimis olmakla beraber, kisa bir slire sonra
gonadotropin enjeksiyonlariyla multifolikliler gelisim saglanmasi ve birden
fazla oosit toplanmasinin gebelik elde etme olasihdini artirdid1 gozlenmigtir.
Ancak multifolikuler gelisim saglanan hastalarin 6nemli bir kisminda folikuller
maturasyona ulagsmadan endojen LH pikinin tetiklendigi ve folikullerin
aspirasyon yapilmadan once ruptiure olabildigi fark edilmistir. Bu sebeple
endojen LH salinimini énlemek igin gonadotropin releasing hormon (GnRH)
analoglarn  kullanilmaya baslanmistir.  GnRH analoglari  gonadotrop
hicrelerdeki GnRH reseptorleri Uzerine etki ederek endojen LH pikini
baskilamakta ve prematur ovulasyon bdylece énlenmektedir. Eksojen GNRH
analogu ve gonadotropin kullanilarak LH salinimi ve prematur ovulasyon
olmadan  multifolikiler  gelisim  saglanmasina  kontrolli  ovaryan
hiperstimilasyon (KOH) adi verilmigtir.

KOH igin ilk kullanilan GnRH analoglari agonist etkilidir. GnRH
agonisti gonadotrop hicrelerdeki GnRH reseptorine baglandiginda reseptor
aktive olmasina ragmen, surekli GnRH maruziyeti sonucu reseptorler
hicreye internalize edilmekte ve yeni reseptor Uretimi durmaktadir. Bu

sayede bir kac gln icerisinde gonadotrop hiicreler GnRH’ya duyarsiz hale



gelmekte ve boylece endojen LH piki gergeklesmemektedir. GnRH
agonistleri degisik sekillerde kullanildiktan sonra KOH’tan 6nceki siklusun
midluteal fazinda baslanan “uzun midluteal GnRH agonist® protokoll yillar
boyunca en yaygin kullanilan protokol olmustur. Uzun GnRH agonisti
protokolunde onceki siklusin midluteal fazinda GnRHa injeksiyonu baslanir
(Sekil 1). Yaklasik 10-14 glin boyunca gunlik GnRH agonist injeksiyonlari ile
hipofizer down regulasyon olustuktan sonra ekzojen folikll stimulan hormon
(FSH) ile follikilerin stimulasyonuna baslanir. Hipofiz down reglle
oldugundan eksojen gonadotropin stimulasyonuna baslamak igin menstriel
siklusun herhangi bir gunuini beklemek gerekli degildir. Hipofizer down
regulasyon saglandiktan sonra overlerde folliklil gelisimi durakladigindan ve
azalmis Ostrojen Uretimi nedeniyle endometrium erken proliferatif fazda
kaldigindan ekzojen gonadotropin stimtlasyonu herhangi bir glin baslanabilir.
Ozellikle yogun merkezlerde oosit toplama iglemlerinin hafta sonu giinlerine
denk gelmesini onlemek icin gonadotropin stimulasyonun Pergsembe -
Cumartesi gunleri arasinda baslanmasi tercih edilmektedir. Bu sekilde
yapildiginda gonadotropin stimilasyonu ortalama 10 - 12 gun kadar
surdigunden oosit toplama islemi ¢ogunlukla Pazartesi — Cuma gunleri
arasinda yapilabilmektedir. Uzun protokolde folikller gelisim saglandiktan
sonra oosit maturasyonunu saglamak igin insan koryonik gonadotropini
(hCG) verilme zamanini belirleyen kriterler de esnektir. Oosit toplama (OPU)
gununu ayarlamak icin gerekirse hCG kriterleri saglandiktan sonra bile
stimUlasyon bir veya iki gun uzatildiginda hastalarin gebelik elde etme sansi

azalmamaktadir.(2)

Sekil-1: Uzun GnRH (Gonadotropin releasing hormon) agonist protokol
uygulama semasi. SG: Siklus gilint, FSH: folikiil stimulan hormon, HCG:
human chorionic gonadotropin, OPU: oocyte pick up, ET: embryo transferi



2000’li yillarda GnRH antagonsitlerin Gretimi ile alternatif stimulasyon
protokolleri ortaya ¢ikmigtir. GnRH antagonistlerinin GnRH agonistlerinden
farki gonadotrop reseptoérlerine baglandigiklarinda reseptéri hi¢ aktive
etmeyerek akut inhibisyon saglamalaridir. Bodylece GnRH antagonisti
kullanilan bir KOH protokolinde endojen GnRH etkisini hemen 6nleme
kapasitesine sahiptirler. Bu hizli etkisi nedeniyle GnRH antagonisti kullanilan
KOH protokollerinde antagonist injeksiyonu beklenen spontan LH pikinden
Kisa bir stre dnce baslanir ki bu da genellikle KOH'un 6. gunu veya daha
sonra olmaktadir (Sekil 2). Antagonist kullanilan KOH protokolleri hastaya
yapilmasi gereken injeksiyon sayisini 6nemli dl¢gide azaltmakta oldugundan

“hasta dostu” protokoller diye anilirlar.
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Sekil-2 : GnRH antagonist protokol uygulama semasi. SG: siklus giind,
FSH: folikil stimulan hormon, HCG: human chorionic gonadotropin, OPU:
oocyte pick up, ET: embryo transferi

Antagonist kullanilan KOH protokolleri ile erken donem deneyimlerde
elde edilen gebelik oranlarinin uzun midluteal GnRH agonist protokoll ile
elde edilenden daha diglk oldugunun goézlenmesi antagonistlerin
kullaniminin yayginlagsmasina engel olmustur.(3) Ancak ilerleyen galismalar
ve antagonist protokol kullaniminda kazanilan deneyimler ile gebelik
oranlarin her ki protokolde farkli olmadigi goérulmastur.(4) GnRH

antagonistlerinin gonodatroplar Uzerinde hizl, kisa sureli ve geri déntsumli



supresyon yapmasi, tedavi surecinin kisa slrmesini saglayarak hasta ve
doktorlar arasinda populerlik kazanmasina neden olmustur.

Uzun GnRH agonisti protokolinde FSH enjeksiyonlarina hipofize
down regulasyonu saglandiktan sonra herhangi bir gunde baglanabilmesine
ragmen antagonist protokolde gunliuk FSH enjeksiyonlarina menstrual
siklusun ikinci veya Uguncu gununde, henuz endojen FSH seviyeleri
azalmaya bagsamadan once, baslanir. Folikuler gelisimden bagimsiz olarak
gonadotropin stimilasyonunun besinci veya altinci guninde GnRH
antagonisti eklendiginde buna “fixed antagonist protokol” denirken, siklus
gununden bagimsiz olarak en 6nde giden folikulin buyukligine gore GnRH
antagonisti baslama kararinin alindigi protokole ise “flexible antagonist”
protokol denir.

Antagonist protokollerde stimulasyonun baslanacagi ve dolayisiyla
bitecegi tarih hastanin menstrual siklusunun baslangicina bagimli
oldugundan oosit toplama ve/veya embryo transferi islemlerinin tarihlerini
ayarlamak mumkuin degildir. Ayrica antagonist protokollerde hCG kriteri de
uzun protokolde oldugu gibi esnek dedildir. En buyudk iki folikilin ¢api 17
mm’ye ulastiktan sonra hCG verilmesi ve oosit toplama iglemi bir ginden
fazla ertelendiginde gebelik elde etme olasihginin azaldigr gosterilmigtir.(5)

Artan infertil hasta sayisi, antagonist protokol kullanan merkezlerin
yayginhigi, IVF merkezlerindeki is yukl fazlaligi, uzun siren tedavilere
hastalarin kendi takvimleri nedeni ile uyum saglayamamasi ve antagonist
tedavinin menstruasyon gunune bagimli olmasi ginumuizde yardimci Ureme
teknikleri (YUT) tedavilerini zamansal acidan programlama ihtiyaci
dogurmustur. Bu nedenle c¢esitli galismalar yapimig ve antagonist
protokollerde KOH baglangi¢ gununlt ayarlayabilmek igin farkli ydontemler
denenmigtir. Boylece oosit toplama iglemlerinin haftanin galisma gunlerine
tercihen esit olarak ve giftin takvimine uygun bir sekilde olmasi
amaclanmistir.

Galismamizin amaci antagonist  sikluslarinin ~ zamansal olarak
planlanabilmesi igin folikller fazda 6strojen kullaniminin OPU isleminin

zamanlamasi ve klinik sonuglara etkisini incelemektir.



MATERYAL VE METOD

I- Etik Kurul

Calismamizin protokolli Uludag Universitesi Tip Faklltesi Klinik Aragtirmalar
Etik Kurulu tarafindan 27 Adustos 2013 tarihinde onaylanmis olup kayit numarasi 2013-
15/24 drr.

II- Hasta Segimi

IVF laboratuari elektronik kayitlari taranarak ¢alisma periyodunda
folikler estradiol kullanilan ve antagonist protokol uygulanan hastalar tespit
edildi. Bu hastalardan 6nceki basarisiz IVF siklus sayisi > 3 olan azospermi,
ileri derecede dustk over rezervi (serum anti Mdllerian hormon dizeyi < 0.01
ng/ml) olanlar ve yasi 40in Uzerinde olanlar dislanarak c¢alisma grubu
olusturuldu

Calisma grubundaki her hasta yas ve daha 6nceki uygulanan IVF
siklus sayisi benzer olan, ejekulat spermi kullanilan antagonist protokol
uygulanmig, kendisi ile en yakin tarihte IVF yapilan, bir hasta ile eslestirilerek
kontrol grubu olusturuldu. Kontrol grubuna hasta segilirken ayni diglama

kriterleri uygulandi.

I1l- Tedavi Siireci

[lI.A. Kontrollii Ovaryan Hiperstimulasyon Protokoli

Her iki gruptaki tim hastalara antagonist protokol uygulandi. Calisma
grubundaki hastalara siklusun 2. ya da 3. gunu yapilan transvaginal USG
(SIUI, EUP V12 6.0 MHz intrakaviter prob) sonrasinda, endometrial patoloji
ve 15 mm’den buyuk antral folikil olmadigi dogrulandiktan sonra glinde 6 mg

estradiol valerate oral vyolla U¢ doza bolunerek verildi. Estradiol valerate



kullanim suresi hedeflenen OPU tarihine gore KOH baglanmasi gereken gun
hesaplanarak belirlendi. Hastalar planlanan KOH basglangic gunu tekrar
transvaginal ultrasonografi ile muayene edilerek endometrium kalinhgi, antral
folikil sayisi ve boyutlari degerlendirildi. En blylk antral folikil ¢api 15
mm’nin Uzerinde olmadigi dogrulandiktan sonra estradiol valerat kesilerek
gonadotropin enjeksiyonlarina baslandi. Kontrol grubundaki hastalar spontan
sikluslarinin 2. veya 3. gunlinde transvaginal usg sonrasinda, endometrial
patoloji ve 15 mm’den buylk antral foliklil olmadi§i dogrulandiktan sonra
gonadotropin injeksiyonlari baglandi.

Gonadotropin dozu her iki grupta da; hastanin yasi, kilosu, bazal
estradiol (E2) ve FSH seviyelerine, over volimine ve varsa daha &énceki
ovulasyon induksiyonu cevabina bakilarak belirlendi.

Her iki gruptaki hastalarin stimilasyona yaniti stimilasyonun 6.
gununde folikal say! ve boyutlari, serum E2, progesteron ve LH dizeyleri ile
degerlendirilerek gonadotropin dozu dizenlendi. En buylk folikil ¢api > 14
mm veya serum E2 >300 pg oldugunda glnlik GnRH antagonisti
injeksiyonlarina baslandi. Seri ultrasonografi ve serum E2-LH kontrolleri 1 — 3
gun aralar ile tekrarlanarak en az 2 folikil 17 mm c¢apa ulastiginda
rekombinant hCG (Ovitrelle 250 pg) subkutan yolla uygulanarak final oosit
matirasyonu tetiklendi. Eger ¢api >11 mm folikll sayisi 15’in Uzerindeyse
veya serum estradiol dizeyi 4000 pg/ml Uzerindeyse ovaryan
hiperstimlilasyon sendromu gelismesini onlemek amaciyla final oosit
maturasyonu igin rhCG yerine 20 U leuprolide asetat kullanildi.

[11.B. Oosit Toplanmasi

Oosit toplama islemi rhCG injeksiyonundan 36 saat sonra yapildi.
Hasta dorsal litotomi pozisyonuna alinarak steril érttler ortaldi. Genel veya
lokal anestezi altinda steril spekulum uygulanarak vagina 37°sicakliktaki
serum fizyolojik ile yikandi. Prezervatif gegcirilen transvaginal prob (SIUIl, EUP
V12 6.0 MHz intravaginal prob) rehberliginde 17 G tek IUmenli oosit
aspirasyon ignesi (Gynetics Fas NS-CS1) kullanilarak tam follikiller aspire

edildi. Aspirasyon pompasi (Cook Vacuum Pump K-MAR 5200) basinci 120



mmHg olarak sabitlendi. islem sonunda kanama kontroliin(i takiben hastalar
en az 2 saat sureyle klinikte izlendikten sonra taburcu edildiler.
[1I.C. Embryoloji Laboratuari islemleri

Oosit aspirasyonu sonrasi elde edilen follikil sivilari embriyoloji
laboratuvarina alindi. Follikil sivisi ve beraberinde aspire edilen oosit-
kumulus kompleksleri laminar hava akim kabini igcerisinde stereomikroskop
altinda degerlendirildi. Oosit-kumulus kompleksleri (OCC) folliklil sivisindan
steril pipet yardimiyla ayrilarak Uzeri mineral yag ile kaplanmis Hepes
tamponlu dis ortam kultir medyumuna (G-MOPS, VITROLIFE) alindi. Oosit
aspirasyonu iglemi tamamlandiktan sonra, toplanan OCC’leri ayni medyum
icinde yikanarak Uzeri mineral yag ile kaplanmis fertilizasyon medyumuna
(G-IVF, VITROLIFE) gegirildi ve matlrasyonunu tamamlamak tzere 2-4 saat
sureyle oksijen (%5) ve karbondioksit (%6) kontrolli 37°C’de inkubatérde
bekletildi. Fertilizasyon medyumu igerisinde inkiibasyonun ardindan, OCC
HEPES tamponlu dig ortam medyumu ve 80 IU hyalUronidaz enzimi igceren
karisim icinde 5-6 s pipetlendi ve Uzeri mineral yad kaph dis ortam
medyumunda yikanarak, daralan caplarda steril pipetlerden gegirilerek
kumulus hdcrelerinin  oositten enzimatik ve mekanik yolla ayriimasi
(denudasyon) saglandi. Kumulus ve korona radiata hicrelerinden ayrilan
oositler ayni inkubatorde fertilizasyon medyumu iginde 1 saat inkiibasyona
birakildi.

Embriyoloji  laboratuvarinda  oosit  aspirasyonu ve  oosit
matlirasyonunun tamamlanmasi surecinde hastanin esinden alinan semen
orneginin androloji laboratuvarinda degerlendirilerek mikroenjeksiyon igin
hazirlanmasi sureci gergeklestirildi. Hasta esinden 2-3 gunluk cinsel perhiz
sonrasl, oosit aspirasyonunun gercgeklestirildigi gun alinan semen 0Ornegi
37°C’de karbondioksit kontrolli inkibatorde 30dk sureyle likefaksiyonun
gerceklesmesi amaciyla bekletildi. Ornekteki sperm konsantrasyonu ve
motilite oranina goére uygun sperm hazirlama teknigine karar verildi. 10
milyon/ml konsantrasyonun uzerinde %50 motiliteye sahip semen dérneklerine
swim-up (ylzdurme) teknigi uygulandi. Likefiye olmus semen érneg@i 10 ml'lik
konik tlp igerisinde bir kez 3 ml sperm ylkama medyumu, bir kez 3 ml



fertilizasyon medyumu ile yikanarak 300 G'de santrifuj edildi. Her yikama
sonrasi Ustte kalan supernatant atildi. Altta kalan pellet Gzerine taze medyum
eklendi. Son ylkama ve santrifijin ardindan olusan pelet Uzerine 0,5 ml
ylkama medyumu eklenerek, inkubator icersinde 45° acgiyla 45 dk-1 saat
bekletilerek, ileri progressif hareketli spermlerin medyumun Ust seviyesine
yuzmesi saglandi. Medyumun ustte kalan kismi pastor pipeti ile ¢ekilerek,
toplanan hucreler mikroenjeksiyonda kullanildi. 5 milyon/ml konsantrasyonun
altinda , %50 nin altinda motiliteye sahip semen 6rneklerine dansite-gradient
teknigi uygulandi. Konik santrifij tipt (10 ml) igerisine alta 1 ml %90, Gzerine
1 ml %40’k gradient solUsyonu birbirine karismayacak sekilde yavascga
konuldu. Gradient solusyonlarinin Gzerine 1 ml likefiye semen 6rnegdi yavasca
ilave edildi. Ardindan hazirladigimiz tip 500 G’de 15 dk sureyle santrif(j
edildi. Santrifij sonrasi, filtre fonksiyonu goéren farkli konsantrasyonlardaki
gradient solUsyonlarindan gecerek konik tlpin dip kisminda toplanan
hareketli ve canl spermleri iceren pelete dokunmadan, Ustte kalan gradient
solUsyonlari pipetle aspire edildi. Kalan pelet bir kez 3 ml yikama medyumu
ve bir kez 3 ml fertilizasyon medyumu ile yikanarak 300 G’'de santriftij edildi.
Santrifij sonrasi tlupun dibinde kalan pelet 0.5 ml medyum iginde
karistirilarak mikroenjeksiyonda kullaniimak tzere ayrildi.

Embriyoloji laboratuvarinda denudasyon ve oosit maturasyon
surecinin  tamamlanmasinin ardindan, toplanan oositlerin matitrasyon
asamalari inverted mikroskopta degerlendirildi. Degerlendirmede |. kutup
cisimcigi gorulen, I. mayoz bolinmesini tamamlamig, [l. mayozun metafaz I
asamasindaki sekonder oositlere fertilizasyonun gerceklesmesi amaciyla
intasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yapildi. Mikroenjeksiyon inverted
mikroskopta egliginde manuel mikromanuplator ile gergeklestirildi.
Mikroenjeksiyon (ICSI) kaplari oositlerin konulacagr dis ortam medyum
droplari, sperm drobu ve sperm motilitesini yavaslatici medyum drobunu
(PVP-polyvinlypyrrolidone) icerecek sekilde hazirlanarak, bitin droplarin
uzeri mineral yag ile kaplandi. Tutucu ve injeksiyon (ICSI) pipetleri takildiktan
sonra joy sticklerle uygun pozisyon almalari saglandi. Metafaz Il oosit kutup

cisimcigi saat 6 ya da 12 hizasinda olacak sekilde pozisyon verilerek, tutucu



pipet araciligi ile sabit hale getirildi. Mikroenjeksiyon pipeti araciligi ile sperm
drobundan alinan ileri progressif hareketli spermler, hareketini yavaglatmak
amaciyla PVP drobuna alindi. PVP drobunda motilitesi yavaslayan spermin
mikroenjeksiyon pipeti yardimiyla kuyruk kirma islemi gerceklestirildi.
Spermin ooplazma iginde hareket ederek dejenerasyona sebep olmasini
engellemek ve sperm hicre membrani harabiyetini olusturarak oositin
sitoplazmik aktivasyonunu gergeklestirmek amaciyla yapilan sperm kuyruk
kirma igleminin ardindan, sperm mikroenjeksiyon pipeti igine cekilerek,
sabitlenen oositin saat 3 seviyesinden mikroenjeksiyon islemi gergeklestirildi.
Mikroenjeksiyon isleminde sperm pipetin en ucuna kadar ilerletildi, oosit igine
girilerek bir miktar ooplazma aspire edildi. Ardindan aspire edilen ooplazma
ile birlikte sperm oosit igcine enjekte edildi. Mikroenjeksiyon sonrasi oositler
erken donem embriyo kultir medyumuna (Gl, VITROLIFE) alinarak
inkibatore alindi.  ICSI  sonrasi 16-18. saatlerde fertilizasyonun
degerlendiriimesi amaciyla oositleri igeren kultur kaplari inverted mikroskopta
incelendi. Disi ve erkek pronukleuslarinin gézlemlendigi zigotlar fertilizasyon
pozitif olarak kaydedildi. Fertilizasyon sonrasi embriyo gelisim sirecinde 8
blastomerli evreye kadar embriyolar erken donem kultir medyumunda inkibe
edildi. Blastokist transferi yapilacak olgularda embriyolar transfer ginine
kadar ge¢ déonem embriyo kultir medyumunda (Gll, VITROLIFE) bekletildi.
[11.D. Luteal Faz Destegi
Luteal faz destegi olarak mikronize progesteron OPU yapilan gundn
aksamindan basglanarak 200 mg 8 saatte bir vaginal yolla verilmisti. Luteal
faz destegi embryo transferinden sonraki 10 — 12. glinde yapilan gebelik
testine kadar devam edildi. Gebelik elde edilen hastalarda luteal faz destegi
gebeligin 6-8. haftasinda kadar fetal kardiyak aktivite tespit edilene kadar
devam edildi.
lIl.LE. Embriyo Transferi
Embryo transferi (ET) gelisen embryo sayl ve kalitesine gore intra
sitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) sonrasi 2., 3. veya 5. gun yapildi.
Transfer edilecek embryo sayisi ulkemizdeki yonetmeliklere uygun sekilde

belirlendi. Otuzbes yas altindaki hastalarin ilk iki embryo transferinde sadece



bir embryo, otuzbes yas Uzeri veya =3. denemesi olan hastalara ¢ogul
gebelik acisindan bagka bir kontrendikasyon yoksa 2 embryo transfer edildi.
Hastalar mesaneleri dolu olarak dorsolitotomi pozisyonunda hazirlandi ve
steril Ortulerle oOrtuldu. Uygun buyudklukteki bir spekulum vaginaya
yerlestirilerek serviks ortaya cikarildi. Daha sonra vajen 37° steril serum
fizyolojik ile yikandi ve gaz tampon ile temizlendi. Embryo transfer
kateterinin (Labotect) dis kilifi transabdominal ultrasonografi rehberliginde
internal osa kadar ilerletildikten sonra transfer edilecek embryolarin
yuklendigi i¢ kateter endometriyal kaviteye ilerletildi ve fundusa yaklasik 1 cm
mesafede embriyolar kaviteye birakildi. Kateter geri ¢ekilip embriyologa
teslim edilerek embriyo retansiyonu olup olmadigi kontrol edildi. Hastalar
transfer sonrasi hemen mobilize edildi.

[ll.F. Gebelik Testi

Embriyo transferinden 10-12 gin sonra serum 3-hCG bakildi.

IV. Degerlendirme Kriterleri

IV.A. Demografik ozellikler
e Yas
e Vicut kitle indeksi
e infertilite Etyolojisi
e Infertilite Stresi
e Gravida
e Bazal Hormon Duzeyleri ( FSH, LH, E2 ,AMH)
IV.B. Tedavi Siireci
e Estradiol valerate kullanilan dozu ve gun sayisi ( FFE Grubu )
e Estradiol tedavisi baglanan glin endometriyum kalinhdi ( FFE Grubu )
e Gonadotropin baglanan giin endometrium kalinligi
e Gonadotropin baslanan gun 2 - 10 mm ¢apl antral folikul sayisi.
e Gonadotropin gesidi ve dozu
e Antagonist tedavi suresi

e Hcg gunu endometrial kalinlk
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e Hcg gund hormon profili
IV.C. Embryoloji laboratuar parametreleri
e Toplanan kumulus-oosit kompleksi sayisi
e Mikroinjeksiyon yapilan metafaz Il oosit sayisi
e 2 pronukleus normal fertilizasyon orani
e Embryo transfer glinu
e Transfer edilen embriyo sayisi ve kalitesi
e Dondurulmus embryo sayisi
e Luteal faz destegi turu
IV.D. Gebelik Sureci
e [-hCG pozitifligi
(10-12. gun sonra, B-hCG degeri > 10 IU/L pozitif kabul edildi.)
o Gebelik kesesi ve fetal nod sayisi
o Fetal kalp atimi varligi

e 12 hafta Gzeri devam eden gebelik

V. istatistiksel Analiz

Calisma retrospektif bir pilot ¢calisma oldugundan a priori 6rneklem
hacmi hesaplamasi yapilmadi. Calisma periyodunda katilim kriterlerine uyan
tum hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Tum degiskenlerin dagilimi histogramlar yapilarak gorsel olarak
degerlendirildi. Surekli degiskenlerden normal dagilim gésterenler ortalama
ve standart sapma ile normal dagilim gostermeyenler medyan ve 25. — 75.
persantil degerleriyle tanimlandi. Kategorik degigkenler oransal olarak
tanimlandi.  Gruplar arasindaki karsilastirmalarda surekli degiskenler igin
dagilim o&zelliklerine gore bagdimsiz ornekler igin t — test (normal dagilim)
veya Mann Whitney U test (normal dagilim olmayanlar) yapildi. Kategorik
degiskenler igin ki-kare testi ve turevleri uygulandi. Cift yonlli p degeri <0.05
oldugunda gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calisma periyodu suresince estradiol priming yapilan ve dahil ediime
kriterlerine uyan 35 hasta vardi. Yas ve onceki IVF siklus sayisi birebir
35 kontrol

endikasyonlari ve over rezervi parametreleri agisindan iki grup arasinda

eslestirilen hastasi secildi. Demografik 06zellikler, IVF

anlamli fark yoktu. ( Tablo-1)

Tablo-1: Demografik Ozellikler

FFE* Grubu Kontrol Grubu P
Yas 31.0 (4.1) 31.4 (4.2) 0.69
Demografik 1y 24.6(3.1) 24.8 (4.0) 0.84
Veriler Gravida 00-1) 0(0-0) 0.23
Parite 0(0-0) 0(0-0) 0.55
Over FSH* (1U/dI) 5.8 (1.4) 5.4 (1.7) 0.23
Rezervi Estradiol** (1U/dI) 41 (32 - 58) 45 (33 - 63) 0.60
Antral Folikiil Sayis1 |12 (10 — 24) 12 (9 - 24) 0.81
infertilte Siiresi (yil) |5 (3-9) 6(3-28) 0,56
. . Ovulatuar 4 (11.4) 3(8.6)
Infertilite —
N Endometriozis 2 (.7 1(2.9)
Etyoloji _
Tubal Faktor 1(2.9 3 (8.6) 0,87
Erkek Faktorii 11 (31.4) 10 (28.6)
Aciklanamayan 17 (48.6) 18 (51.4)

*FFE: folikuler faz estradiol, FSH: foliklil stimulan hormon, VKI: viicut kitle indeksi
**E2 degerleri FFE grubunda 4, kontrol grubunda 3 hastada gézlenememistir.

FFE grubunda medyan (25. — 75. persantil) estradiol kullanma suresi 5
(4-7) gundu. Stimulasyona baslanan gun Odlgulen endometrium kalinligi
calisma grubunda kontrol grubundan anlamli dizeyde daha fazlaydi
(sirasiyla 7.4 (6.0 — 8.5) mm ve 3.0 (3.0 — 3.6) mm, p <0.01)(Tablo-2)
Hastalara stimulasyon igin rekombinant FSH (rFSH), highly purified FSH
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(hpFSH), human menopausal gonadotropin (HMG) olarak u¢ cesit
gonadotropin verilmis olup gruplar arasinda kullanilan gonadotropin ¢esidi
agisindan anlamh fark bulunmadi(Tablo-2). Baslangi¢c gonadotropin dozu her
iki grupta benzerdi. Stimulasyon suresi ¢alisma grubunda kontrol grubundan
anlamli duzeyde daha uzundu (sirasiyla 10.1 + 1.8 ve 9.2 £ 1.6 gln, p =
0.03) . Toplam gonadotropin dozu her iki grupta benzerdi. GnRH antagonist
tedavisinin baglandigi gun her iki grupta benzer olmasina karsin antagonist
kullanilan gln sayisi ¢alisma grubunda anlamli olarak daha fazlaydi.
Hastalara hCG uygulanan gun serum E2 ve progesteron dizeyleri her iki
grupta benzer, endometrial kalinlik ¢alisma grubunda kontrol grubundan
anlamli olarak daha ylUksekti (sirasiyla 11,6 £ 2.22 ve 10,2 £ 1,8 mm, p
<0,01). (Tablo-2)
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Tablo-2: Tedavi Parametreleri

FFE* Grubu Kontrol Grubu P
Estradiol kullanilan
i 5(4-7) - -
guin sayisi
_ rFESH* 18 (51.4) 21 (60.0)
Gonadotropin
L. hpFSH* | 10 (28.6) 4(11.4) 0.19
tiird (%)
HMG* 7 (20.0) 10 (28.6)
Gonadotropin baglangi¢
. 225 (150 — 225) 225 (150 — 300) 0.78
Dozu (IU/giin)
Stimiilasyon baslangici
endometrial kalinlik 7.4 (6.0-8.5) 3(3-3.6) <0.01
(mm)
Stimulasyon siiresi
. 10.1 (1.8) 9.2 (1.6) 0.03
(giin)
Total gonadotropin
2085.2 (631.9) 1976 (760.6) 0.52
Dozu (IU)
GnRH* antagonist
L 6(6-7) 6(5-7) 0.24
baslangi¢ giinii
GnRH antagonist
.. 4 (4-5) 4(3-4) 0.01
kullanilan giin sayisi
hCG* giinii Estradiol 952 (763 —1590) | 864 (472 —-1790) | 0.30
hCG giinii Progesteron | 0.4 (0.3-0.8) 0.41(0.3-0.7) 0.74
hCG giinii endometrial
11.6 (2.22) 10.2 (1.8) <0.01
kalinlik

*FFE: folikuler faz estradiol, rFSH: recombinant folikul stimulan hormon, hpFSH: highly
HMG: GnRH:

gonadotropin releasing hormon, hCG: human chorionic gonadotropin

pirufied folikul stimulan hormon, human menopausal gonadotropin,

Toplanan kumulus — oosit kompleksi sayilari, Mll oosit sayilari ve in
vivo maturasyon ve 2PN fertilizasyon oranlari her iki grupta benzerdi.
Embryo transferi yapilamayan hasta oranlari ve transfer edilen embryo sayisi
iki grupta benzerdi. Calisma grubunda daha c¢ok hastaya blastokist
asamasinda embryo transferi yapilabilmisti (sirasiyla %79,3 ve %51,6, p =

0,03). Embryoloji laboratuar verileri Tablo 3’te sunulumustur.
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Tablo-3: Embryoloji Laboratuvari Verileri

FFE* Grubu Kontrol Grubu P
Toplam Oosit Sayisi 10 (7 — 16) 10 (6 — 15) 0.72
MIl Oosit Sayisi 7 (4-10) 6(4-12) 0.82

In vivo maturasyon
0.71 (0.48-0.83) | 0.70 (0.55-0.80) | 0.89

orani
2PN /MII * 0.75(0.58-0.89) | 0.75(0.60 - 0.94) | 0.48
Transfer yapilmayan

6 (17.1) 4(11.4) 0.50
hasta sayisi
Embryo Transfer

1(1-2) 1(1-2) 0.45
Sayisi
Embryo 2-3 6 (20.7) 15 (48.4)
Transfer 0.03

. 5. 23 (79.3) 16 (51.6)

Gunii

*FFE: folikuler faz estradiol, PN:pronukleus, M: metafaz

Calisma grubunda 19 (%54,3) hastada, kontrol grubunda 18 (%51,4) hastada
gebelik testi pozitif sonuglanmis olup gruplar arasinda anlamli fark
g6zlenmemigtir. Klinik gebelik ve embryo implantasyon oranlari g¢alisma
grubunda daha yUksek olmakla beraber aradaki fark istatistiksel olarak

anlamli degildi. Gebelik sonuglari Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo -4: Gebelik Oranlari

Calisma Grubu Kontrol Grubu p
Pozitif B-hCG (%) 19/35 (54.3) 18/35 (51.4) 0.81
Klinik Gebelik (%) 17/35 (48.6) 13/35 (37.1) 0.33
implantasyon Orani** | 44.8 (43.0) 34.4 (44.8) 0.30

* B-hCG: B-human chorionic gonadotropin **rakamlar ortalama (standart sapma) olarak
sunulmustur.
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TARTISMA VE SONUG

Calismamizda; folikiler faz estradiol (FFE) grubunda kontrol
grubuna gore stimulasyon suresinin sadece bir gin uzun sdrmesine ve bir
fazla doz antagonist gereksinimi olmasina ragmen multifoliktler gelisim igin
gereken total gonadotropin miktari artmadi. Hcg uygulanan gin endometriyal
kalinhk FFE grubunda artti. Laboratuvar parametrelerinde bir degisiklik
olmadi ancak FFE grubunda daha fazla hastaya blastokist transferi
yapilabildi. Implantasyon ve klinik gebelik oranlari olumsuz etkilenmedigi gibi
FFE grubunda bu oranlar daha ylUksekti ancak aradaki fark anlamh degildi.
FFE grubundaki tim hastalara 6énceden planlanan tarinlerde OPU ve ET
yapilabildi.

GnRH antagonist sikluslarinin programlanabilmesi igin daha dnceden
kullanilan yontemler; gonadotropin baslangi¢ gunini ve/veya hcg uygulama
glnunu bir giin 6ne almak ya da bir gin ertelemek gibi basit modifikasyonlar,
stimulasyondan onceki siklusta oral kontraseptif kullanarak gonadotropin
baslangi¢c gununu belirlemek, stimulasyondan dnceki siklusun luteal fazindan
itibaren oral ostrojen kullanimi ve stimulasyon siklusunun basinda GnRH
antagonisti kullanarak stimulasyonun baslangi¢ tarihini ertelemektir. Bu
yontemlerin hasta acgisindan uygulama kolayhgi, tedavi maliyeti ve gebelik

oranina etkileri agilarindan avantaj ve dezavantajlari asagida tartisiimistir.

I. Basit Modifikasyonlar

Stimulasyona baglanan ya da hCG uygulanan gun bir gun 6telenerek
ya da geri c¢ekilerek, OPU tarihi maksimum iki gunlik bir periyotta
degistirilebilir, boylece hafta sonuna denk gelebilecek OPU iglemlerinden
kaginilabilece@i gibi hafta icerisinde de is yukinin dengeli bir sekilde
dagitiimasi saglanabilir. Gonadotropin stimulasyonuna siklusun 2. ya da 3.
gunu basglanabilir, yapilan c¢alismalarda stimulasyonun ikinci gin yerine

Uguncl gun baslanmasinin devam eden gebelik oranlarini etkilemedigi
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gOzlenmigtir.(6) Leader ve ark. yapmis oldugu randomize kontrolll prospektif
bir calismada 1428 hastaya rFSH veya collitropin-alfa ile stimulasyon
uygulanmig ve 696 hastaya siklusun 2. gununde, 732 hastaya siklusun 3.
glnunde stimulasyon baslanmistir. Siklusun 2. veya 3. ginu stimulasyona
baglanip rFSH kullanilan grupta devam eden gebelik oranlar sirasiyla
%35.1- %43.1 , collitropin-alfa kullanilan grupta ise %37.9 -%43.5 olarak
saptanmig ve sonuglar istatistiksel olarak benzer bulunmustur. Benzer
sekilde stimulasyonun sonunda hCG gunu bir giin éne veya ileri alindiginda
klinik sonugclari etkilemedigini duastinduren galismalar vardir. Tremellen ve
ark. yapmis oldugu GnRH antagonist protokol uygulanan 1642 hastanin
deg@erlendirildigi retrospektif bir calismada; literatirde kabul goérmuUs
folikulometride ayni anda 17 mm boyuta ulasan 3 folikil gézlendiginde hCG
uygulanmasi kriterinin aksine, hCG uygulanan gunun bir glin erkene alinmasi
(16 mm den buyuk 3 folikul) ya da bir gun ertelenmesinin klinik sonuclara
olumsuz etki olusturmadigi ve canh dogum oranlarinda azalmaya neden
olmadidi gosterilmistir.(5) Kyrou ve ark. Tarafindan yapilan prospektif bir
calismada antagonist protokol uygulanan 120 hastada Tremellen ve
arkadaslarinin g¢alismasina benzer olarak hCG bir gun erken ya da ge¢
uygulandiginda pozitif B-hCG oranlari erken ve ge¢ uygulanan grupta benzer
bulunmustur. (%46.2 vs. %50) (7)

iki strateji bir araya getirildiginde OPU ve ET islemlerinin bir veya iki
gun ileri ya da geri alinmasinin klinik sonuglari etkilemedigi dusunulebilir.
Hem doktor hem de hasta agisindan Kkolaylikla uygulanabilecek bu
yontemlerde toplam gonadotropin ve antagonist kullaniminin bir gunlik
intiyag kadar artacagi ve bu nedenle tedavi maliyetini onemli miktarda
degistirmeyece@i dusunulebilir fakat sadece iki gunlik bir esneklik
saglanabiliyor olmasi her kosulda yeterli olmayabilir. Ayrica bu yontemin bir
dezavantaji da yine menstrual kanamanin baslangi¢ tarihine bagimh olmasi
ve tedavinin ilerlideki bir menstrual siklusta yapilmasi planlandiginda olasi

OPU-ET tarihlerinin dngdrulememesidir.
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Il- Oral Kontraseptif ilaglar

Stimulasyon baslangi¢ tarihini ayarlayabilmek igin dnceki siklusta oral
kontraseptif hap kullanimi alternatif bir ydontem olarak degerlendirilmigstir. Bu
yontemde stimulasyondan onceki siklusun bagindan itibaren hastaya 14-28
gun sureyle kombine oral kontraseptif hap verilerek son hap kullanimindan 2-
5 gln sonra gonadotropin enjeksiyonlari baglatiimaktadir. Oral kontraseptif
kullaniminin amaci endojen gonadotropin dlzeyini baskilayarak folikuler
gelismi duraklatmak ve istenilen tarihte stimulasyona baglanmasini
saglamaktir. Oral kontraseptif kullanilan gun sayisi planlanan stimulasyon
tarihine gore belirlenmektedir. Bu sekilde stimulasyon baslanacagi tarih 6n
gérulebilir. Literatude bu yontemin etkinligini degerlendiren 6 randomize
kontrolli g¢alisma mevcuttur. Bu galismalarda 0.03 mg ethinyl estradiol ve
0.15 mg levonorgestrel/desogestrel igceren monofazik kombine oral
kontraseptif haplar kullaniimistir. Son hap kullanimi ile stimulasyon
baglangici arasindaki sure 2-5 gun arasinda degismistir. Tum g¢alismalarda
stimulasyon i¢in sadece rFSH kullaniimigtir. Toplam 1343 hastanin
degerlendirildigi bu 6 c¢alismayl biraraya getiren metaanalizde oral
kontraseptif hap ile programlanan sikluslarda stimulasyon suresinin yaklasik
1.3 glin uzamasina ve toplam gonadotropin ihtiyacinin yaklasik 360 U
artmasina ragmen devam eden gebelik elde etme olasiligi icin rolatif risk
(RR) 0.78 ( 0.66-0.97, p=0.02 ) oldugu hesaplanmistir. Yani tedavi suresinin
ve maliyetinin artmasina ragmen gebelik elde etme olasiligi anlamli olarak
azalmaktadir.(8) (Sekil — 3) .

Oral kontraseptif hap ile programlama sonrasi devam eden gebelik
oranindaki azalmanin olasi sebeplerinin (i) endojen LH duzeyindeki
azalmanin oosit kalitesini ve/veya (ii) oral kontraseptif ilacin igerisindeki
progestinin endometrial reseptiviteyi olumsuz yonde etkilemesi oldugu
dusunulmektedir.(9) Son tablet ile stimulasyon baslangici arasindaki
periyodun minimum 5 gun olacak sekilde uzatimasinin veya farkl bir
progestin iceren oral kontraseptif hap kullanilmasinin bu olumsuzluklari

giderip gideremeyecegini gormek icin yeni g¢alismalara ihtiyag vardir. Ayrica
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baskilanan LH seviyelerinin olumsuz etkilerini engellemek amaciyla
stimulasyon sirasinda HMG veya rLH formlarinda LH aktivitesinin de
eklenmesinin etkisi de degerlendiriimelidir. Hali hazirda bu yontem kullanim
kolayhgi ve onemli bir maliyet getirmemesine karsin gebelik oranini azalttigi

icin tercih edilmemektedir.

A ocP no OCP Risk Ratio Risk Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI Year M-H, Fixed, 95% CI
Huime 4 32 8 32 4.5% 0.50 [0.17, 1.50] 2006 _'_‘_
Rombauts 20 117 26 117 147% 0.77 [0.46, 1.30] 2006 s B
Kolibianakis 51 250 60 254 33.7% 0.86 [0.62, 1.20] 2006 -
Cedrin 3 21 7 24 3.7% 0.49 [0.14, 1.68] 2007
Kim 8 27 5 27 2.8% 1.60 [0.60, 4.27] 2009 = -
Tavmergen 55 223 71 219 405% 0.76 [0.56, 1.03] 2009 -
Total (95% CI) 670 673 100.0% 0.80 [0.66, 0.97) L 2
Total events 141 177
Heterogeneity: Chi* = 3.58, df = 5 (P = 0.61); I = 0% + + ' + +
Test for overall effect: Z = 2.28 (P = 0.02) 9 nBsetlcrnnzo OCP1 Better gCP 0

Sekil-3: OCP ile programlanan sikluslarda devam eden gebelik oranlari.
OCP: Oral Contraseptive Pills ( Cl : %95 ) (Fertil Steril 2010;94:2382-4.)

lll. Luteal Faz Estradiol (LFE) Kullanimiii

Antagonist sikluslarini programlamak i¢in bir diger alternatif yontem
stimulasyondan dnceki siklusun luteal fazindan itibaren estradiol vererek
stimulasyon baslangic¢ tarihini planlamaktir. Bu yontemde &énceki siklusun
midluteal fazinda hastalara guinlik 4 mg oral estradiol valerate glinde iki doza
bolinerek baslanmaktadir. (Sekil-4) Menstruasyon tarihi géz ©Onlne
alinmaksizin estradiol uygulanmasi devam edilerek planlanan gun
gonadotropin baslanmaktadir.(10) Estradiol uygulanmasina midluteal fazda
baslanmasinin amaci luteofolikiler gegisteki endojen FSH artisini
baskilamak ve FSH’ya duyarli antral folikUllerin geligsimini foliktller henuz
FSH’ya bagimli asamaya gelmeden duraklatmaktir. Boylece gonadotropin ile
stimulasyona  baslayana  kadar folikiler atrezinin  engellenmesi
amaclanmaktadir. Bu yontemin hafta sonu OPU iglemlerini azaltmaktaki
etklinligi iki randomize kontrolli c¢alismada degerlendirilmigstir.(11,12)
Blockeel ve arkadaslari 86 kadina dnceki siklusun 25. glninden itibaren
menstruasyondan bagimsiz olarak 6-10 gun sureyle gunlik 4 mg estradiol

valerate tableti iki dozda oral vererek stimulasyonun ilk gununt Cuma- Pazar
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gunleri arasina denk gelecek sekilde ayarlamiglardir. Kontrol grubunda ise
stimulasyona siklusun 2. gunit baslanmistir. Calisma ve kontrol gruplarina
fixed antagonist tedavi uygulanmistir. LFE grubunda %?2.7 hastada, kontrol
grubunda %20.5 hastada islemler hafta sonuna denk gelmistir. LFE
grubunda stimulasyon suresi ve kullanilan gonadotropin dozu anlamh olarak
artis gostermistir. Cedrin ve arkadaslarinin galismasinda ise 472 kadin
randomize edilmis ve LFE grubunda beklenen mensturasyondan 7 giin énce
gunlik 4 mg estradiol valerate oral yolla gunlik 2 doza bdlunerek
baslanmigtir. Estradiol kullanimi menstruasyon basladiktan sonraki ilk
persembe gunune (Persembe gunu de dahil) kadar devam edilmistir. LFE
grubunda gonadotropin stimulasyonu cuma guni baslanirken kontrol
grubunda stimulasyona siklusun 2. ginu baslanmistir.  Her iki grupta da
fixed antagonist protokol uygulanmistir. LFE grubunda kullanilan
gonadotropin miktari ve stimulasyon sudresi artis gostermis ancak Kklinik
sonuglarda anlamh farkliik gézlenmemigtir. LFE grubundaki hastalarin %4
unde OPU ve ET iglemleri haftasonuna denk gelmistir. Bu iki ¢alismanin
sonuglari bir araya getirildiginde LFE grubunda stimulasyon suresi yaklasik 1
gun (%95 CI: 0.58 — 1.09, p <0.01) ve total gonadotropin dozu ortalama 174
IU (%95 CI: 113.5 — 235.3, p <0.01) artmasina ragmen klinik gebelik orani
degismemistir (RR: 0.95, %95 Cl: 0.75 — 1.19, p=0.64). Onceki siklusta oral
kontraseptif kullanimindan farkh olarak gebelik oranlarini azaltmayan bu
yontem ile total gonadotropin ihtiyaci anlamli olarak artmis olmasina ragmen
ortalama 160 IU olan bu artig klinik olarak 6nemli sayilmayabilir ve 6nemli bir
maliyet artigi getirmemektedir. Ancak bu calismalara sadece iyi prognozlu,
normal over yanitli hastalarin katilmis olmasi sonuglarin genellenebilirligini
sinirlamaktadir. Ek olarak estradiol kullanimina midluteal fazda baslanmasi

oligomenoreik hastalarda zor olabilir.
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Sekil-4: Luteal faz estradiol kullanimi semasi. SG: Siklus giind, FSH: folikdl
stimulan hormon, HMG: human menopausal gonadotropin, HCG: human
chorionic gonadotropin, OPU: oocyte pick up, ET: embryo transferi

IV. Erken Folikuler Faz Antagonist (FFA) Kullanimi

Erken folikuler fazda GnRH antagonisti kullanarak folikul gelisiminin
planlanan stimulasyon tarihine kadar duraklatiimasi bir diger alternatiftir.
Younis ve arkadaslari randomize kontrolli bir ¢alismada spontan siklusln
basindan itibaren U¢ glin slreyle sadece GnRH antagonisti uygulayarak
stimulasyona 4.gunde baglamanin Klinik sonuglara etkisini
degerlendirmiglerdir. Kontrol grubundaki hastalarda stimlasyona siklusun 2.
gund baglanmis her iki grupta da flexbile GnRH antagonist protokol
uygulanmigtir. (Sekil-5) Her iki grupta 25’er hasta igceren bu kiguk 6lgekli
randomize kontrolli calismada FFA grubunda stimilasyon slresi ve total
gonadotropin dozu anlamli olarak artmig, in vivo oosit maturasyonu ve
fertilizasyon oranlari da anlamh olarak yuksek bulunmasina ragmen klinik
gebelik oranlarinda gozlenen artig istatistiksel olarak anlamh duzeye
ulasmamistir. (%23 ve % 17) . Arastirmacilar artan in vivo matirasyon ve
fertilizasyon oranlarini FFA kullanimi ile folikuler kohortun senkronize
olmasina ve oosit kalitesinin artmasina bagl olabilecegini 6ne sirmuglerdir.
Primer amaci OPU tarihin planlamak olmayan bu g¢alismanin sonuglari
folikuler fazda endojen FSH’nin baskilanarak stimilasyon baslangi¢ tarihinin
ertelenmesinin klinik sonuglari olumsuz etkilemedigini distnduren bir kanit

olarak degerlendirilebilir.(13)
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Sekil-5: Erken folikuler faz antagonist kullanim semasi SG: Siklus
gunu, FSH: folikdl stimulan hormon, HMG: human menopausal

gonadotropin, HCG: human chorionic gonadotropin, OPU: oocyte
pick up, ET: embryo transferi

Benzer bir yontem Reichman ve ark. tarafindan kullaniimigtir.(14)
Merkezlerine basvuran ortodoks Musevi hastalar cinsel birlesme ve
ejakulasyonun dinen yasak oldugu “Niddah” periyodu bitene kadar OPU
olmasini istemediginden, OPU belirli bir glinden sonra olacak sekilde
planlama yapilmasi ihtiyaci dogmustur. Niddah menstrual kanama ile
baslamakta ve kanamanin son gununden 7 gun sonra bitmekte ve “Mikveh”
adi verilen bir banyo ritleli sonrasi cinsel aktiviteye izin verilmektedir.
Menstruel kanama ortalama 3 — 5 gun surdugunden OPU’nun siklusun 13.
gununden sonra olmasi istenmektedir. Bu ihtiyaci karsilamak i¢in Reichman
ve ark. Siklusun 2.-4. gunlerinde 0.25 mg/gun GnRH antagonisti ve siklusun
2 — 4 ve 6. gunlerinde 0.1 mg/gun estradiol salinimh bant kullanarak
stimulasyon baglangicini siklusun 5. gunune ertelemiglerdir. Hastalarin bir
kismi onceki siklusta OKS veya LFE alirken bir kismi 6nceki siklusta
herhangi bir ila¢ kullanmamigtir. Gonadotropin stimulasyonu baslandiktan
sonra flexible GnRH antagonist protokoll uygulanmigtir. (Sekil-6) “Mikveh”
protokoll adi verilen bu yontem ile tedavi edilen 42 hasta retrospektif olarak
herhangi bir modifikasyon kullaniimayan flexible antagonist tedavi uygulanan
42 hastayla karsilastinimistir. Hastalar yas, 6nceki siklus sayisi, maksimum

estradiol duzeyleri, toplanan oosit sayisl, transfer edilen embryo sayisi ve
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Sekil-6: Mikveh Antagonist Protokol. E2: estradiol, hCG: human choironic
gonadotropin

transfer gunad icin eslestiriimistir. Mikveh protokoli grubunda endometrial
kalinhk (12.2 ve 11.2 mm, p = 0.03) , total gonadotropin dozu (2445 vs 1971
IU, p=0.05) ve stimulasyon suresi artis gdstermis olup klinik sonuglar benzer
bulunmustur.

Bu calismada Mikveh protokol grubundaki hastalara énceki siklusta
uygulanan ilaglar hakkinda detayl bilgi veriimemesi ve daha 6nemlisi Mikveh
protokoli ve kontrol grubundaki hastalarin maksimum o&strojen dozu,
toplanan oosit sayisi ve transfer edilen embryo sayisi igin birebir eglestirilmis
olmasi klinik sonuclarin gecerliligini sorgulanir kilmasina ragmen Younis ve
arkadaslarinin galismasi gibi erken folikuler faz FSH supresyonunun Kklinik
sonuglari olumsuz etkilemedigini disundurebili.  Ancak hem FFA igin
kullanilan antagonist injeksiyonlari hem de total gonadotropin dozunun
yaklasik 500 IU civarinda artmasi nedeniyle tedavi maliyetini 6nemli oranda
yukseltmesi Mikveh protokolunun en Dbelirgin  dezavantaji  olarak
gorinmektedir. Ayrica artan injeksiyon sayisi hasta konforunu azaltan bir
faktor olacaktir.

Yukarida anlatilan tim ydntemler ele alindiginda OPU isleminin
istenilen gunde yapilabilmesi igin uygulanacak ideal yontem; stimulasyon ile
ayni siklusta baslanmali, hasta konforunu bozmadan kolaylikla

uygulanabilmeli, laboratuar sonuglarini ve gebelik oranlarini etkilememeli,
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tedavi maliyetini artirmamalhdir. Biz bu nedenle calismamizda kullanimi
kolay olan, tedavi maliyetini artirmayan, stimulasyon ile ayni siklusta
uygulanan, ovaryan yaniti ve gebelik oranlarini degdistirmeyen bir yontem
olarak hastalara erken folikuler fazda estradiol verdik ve OPU islemlerini
uygun tarihlerde yapabilmeyi planladik. Younis ve Reichman’in (13,14)
yaptigi calismalardaki gibi erken folikuler fazda FSH supresyonu uygulayarak
FSH duyarli ancak FSH badimli olmayan folikillerin maturasyonunu
durdurarak gonadotropin stimulasyonunu istedigimiz gun baslayabilmeyi
planladik. Yapilan c¢alismalarda istirahat halinde primordial folikul
havuzundan antral folikul havuzuna gegigin surekli ve FSH’dan bagimsiz
oldugu gdsterilmistir.(15,16) Bu sebeple c¢alismamizda folikuler fazda
estradiol kullanarak hentz FSH’ya duyarli olmayan ancak gelismekte olan
diger folikulleri etkilemeyerek sadece FSH duyarli folikulleri baskilamis olduk.
Bu sayede gonadotropin baslandijinda yanit verebilecek antral folikuller
kohortun bayUkligine olumsuz etkide bulunmayacagimizi dastnduk. Verilen
estradiol nedeniyle luteofolikiler gegis sirasinda FSH’ya bagimh hale gelmis
folikuller atreziye gitmis olsalar bile istirahat halindeki primordial havuzdan
antral folikul havuzuna surekli folikuler gecis olacagindan stimulasyon
sirasinda folikll yanitinda bir degisiklik olmayacagini dusunduk. (Sekil- 8)
Bizim c¢alismamizda diger yontemlere kiyasla; oOnceki siklusta oral
kontraseptif kullaniminin aksine progestin maruziyeti olmadigi igin
endometrial reseptivite etkilenmemektedir. Ayrica Remohi ve ark. yapmis
oldugu calismada oosit donasyon sikluslarinda alicilara embryo transferine
kadar 6 hafta estradiol verilmis implantasyonu olumsuz etkilenmedidi ve
gebelik sonuglarinda degisiklik olmadigi gdsterilmistir.(17) Onceki siklusta
oral kontraseptif kullanilan ydnteme goére hap alinan gin sayisi LFE
grubunda daha kisadir. LFE grubunda kisa sureli FSH supresyonu
stimilasyon sirasinda yeterli folikuler gelisim igin oral konraseptif kullanilan
yonteme gore daha az gonadotropin tluketimi saglamaktadir ve bu da tedavi

maliyetini olumlu ydonde etkilemektedir.
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Sekil-7: FFE (folikuler faz estradiol) etkisi altinda FSH ve oosit
seyri. FSH: foliul stimulan hormon, E2: estradiol, GT: gonadotropin

Calismamizin retrospektif olmasi sonuglar agisindan kisitlilik yaratsa
da, hastalarin belirli yas araliginda segilmis, dusuk over rezervi ve siddetli
OAT tanil hastalarin diglanmis, yapilan tim islemlerin ayni ekipmanlarla ve
ayni ekip tarafindan uygulanmis olmasi sonuglarin  gtvenilirligini
artirmaktadir. Orneklem hacminin kiiglk olmasi calismamizin glclni
azaltmistir.  Retrospektif bir istatistiksel gu¢ analizi yapildiginda
orneklemimizin FFE grubu ve kontrol grubunda %48.6 ve %37.1 devam eden
gebelik oranlari arasindaki fark %5 dlzeyde istatistiksel olarak anlamli
gOsterebilme olasihdi %16 olarak hesaplanmistir. (P: %16) Daha buyuk
orneklemlerde bu mutlak farkin kapanmasi halinde istatistiksel anlamlihda
ulasilabilecegi gibi fark daha da buyuyebilir.

Calisma grubunda gebelik oranlarinin yiksek gbézlenmesinin
muhtemel nedeni transfer edilen embriyolarin bluyik ¢ogunlugunun blastokist
asamasinda olmasi olarak kabul edilebilir. Segilen embryolar her iki grupta
da ayni kriterlere gore belirlenmis olup gruplar arasinda embryo sayisi ve
kalitesi agisindan deg@erlendirilerek karar verilmistir. FFE grubunda daha fazla
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blastokist transferi yapilmasinin FFE protokolinun olumlu bir etkisi olabilir,
ornegin Younis ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismadaki gibi erken
folikuler fazda FSH supresyonu belki de oosit kalitesini artirarak calisma
grubumuzdaki gebelik oranlarinin artmasina neden olmus olabilir.

Sonug olarak bu pilot calismada hastalara folikuler fazda oral estradiol
vererek kolaylikla O.P.U. ve E.T takviminin belirli zaman araliginda Klinik
sonuglari etkilemeden, tedavi maliyetini ve suresini artirmadan ayarlamanin
mumkun olabilece@i gosterilmigtir. Bu sonucun daha buyuk kapsaml

prospektif calismalarla degerlendiriimesi uygun olacaktir.
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