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ÖZET

1978'de insanlarda yap›lm›fl olan ilk baflar›l› in vitro fertilizasyon (IVF) uygulamas›ndan beri, IVF'nin etkinli¤ini ve

güvenli¤ini gelifltirme çabalar› uzmanlar taraf›ndan sürdürülmektedir. Teknolojideki geliflmeler ve insan üremesi hakk›nda

artan bilgiler ›fl›¤›nda, IVF baflar› oranlar› artarken, çoklu gebelik (üçüz, dördüz ve üstü) oranlar› düflmüfltür. Ço¤u çift

'aç›klanamayan infertilite' yaflarken, IVF'e ba¤l› ikiz gebelik oranlar› halen yüksek oldu¤u için kat edilecek çok mesafe

vard›r. Ancak son dönemdeki teknolojik ve bilimsel geliflmeler, IVF'te ciddi iyileflme ihtimali vaat etmektedir.

Bu derlemenin amac›, proteomikler, sekretomikler, metabolomikler ve oosit kültürü ile ilgili son geliflmeleri irdelemek,

embriyo seçimi ve in vitro maturasyon (IVM) üzerindeki klinik yans›malar›na ›fl›k tutmakt›r. Ayr›ca yak›n gelecekte,

bu geliflmelerin IVF'in etkinli¤ini ve güvenli¤ini nas›l etkileyebilece¤i de tart›fl›lacakt›r.
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RECENT ADVANCES IN IN VITRO FERTILIZATION:

PROTEOMICS, SECRETOMICS, METABOLOMICS AND IN VITRO MATURATION

SUMMARY

Since its first successful result in 1978, clinicians and researchers have been working on increasing the efficiency

and safety of in vitro fertilization (IVF). As a result of advances in technology and understanding of human reproduction,

IVF success rates have increased while high-order multiple pregnancy (triplets and more) rates have decreased. On

the other hand, there is still opportunity for further improvement as many couples face 'unexplained infertility' and

high rates of twin pregnancies. Latest technologic and scientific improvements in IVF are promising.

The aim of this review is to present the latest advances in the fields of proteomics, secretomics, metabolomics and

oocyte culture, how they can potentially improve embryo selection and in vitro maturation (IVM) and subsequently

their possible impact on the safety and efficacy of IVF.
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G‹R‹fi

‹nfertilite insidans› tüm dünyada artt›kça, bu hasta

popülasyonunun ihtiyaçlar›n› karfl›lamak ad›na yard›mc›

üreme teknikleri (YÜT) gündeme gelmifltir. Öte yandan,

35 yafl alt› kad›nlarda canl› do¤um oran› halen %40

civarlar›ndad›r(1). Düflük oranlara sebep, baflar›l›

embriyo geliflimi ve implantasyonu hakk›ndaki k›s›tl›

bilgilerimizdir. Gene de, son dönemdeki teknolojik ve

bilimsel geliflmeler, IVF'te ciddi iyileflme sa¤lam›flt›r.

YÜT dal›ndaki geliflimler iki ana kategoridedir:

etkinli¤i artt›rmaya yönelik olanlar ve güvenli¤i

artt›rmaya yönelik olanlar. Son y›llardaki geliflmelerin

ço¤u özetle embriyo geliflimindeki mekanizmalar› ve

infertilitenin patofizyolojisini anlamam›za katk›

sa¤lam›flt›r. ‹mplantasyon öncesi genetik tan› alan›ndaki

geliflmeler embriyoda genetik bozukluk taramas›nda

(bu derlemenin kapsam› d›fl›ndad›r), proteomikler

alan›ndaki geliflmeler ise normal embriyoya karfl›n

anormal embriyonun büyüme ortam› ve salg›lar›

hakk›nda bilgilerimizi derinlefltirmifltir. Bu çal›flmalardan

elde edilen sonuçlar, transfer için 'en iyi' embriyonun

seçiminde fayda sa¤larken, IVF baflar› oran›n› artt›raca¤›

düflünülmektedir. Embriyo seçiminde hassasiyetin

artmas›, daha az say›da ama implantasyon potansiyeli

yüksek embriyo transferi ile sonuçlanaca¤› için hem

maternal hem fetal tedavi güvenli¤i yükselecektir.

Güncel bir teknik olarak say›labilecek olan oositlerin

fertilizasyon öncesi IVM'u sayesinde hiperstimülasyon

riski olan hastalarda over stimulasyonu ortadan kalkabilir.

Bu tekni¤in yayg›nlaflmas›yla, gelecekte benzer hastalarda

(örnek: (PKO) polikistik over sendromlu hastalar) IVF

baflar› oran› artaca¤› öngörülmektedir. Son olarak, oosit

kriyoprezervasyonundaki geliflmeler, fertilite

prezervasyonunun daha yayg›n hale gelmesinde önemli

rol oynayacakt›r. Bu derlemenin amac› yukarda bahsi

geçen geliflmelerin IVF'e nas›l katk› sa¤layaca¤›n›

irdelemektir.

PROTEOM‹KLER, SEKRETOM‹KLER VE

METABOLOM‹KLER

‹mplantasyon öncesi genetik tan› testleri embriyonun

genetik yap›s› hakk›nda bilgi sunsa da, embriyonun

geliflimi ve implantasyon potansiyeli ile ilgili k›s›tl› fayda

sa¤lar. Hangi embriyonun transfer edilece¤i konusunda

uzmanlar halen embriyo kalitesini morfolojik kriterlerle

s›n›fland›rma yoluna gitmektedirler. Ancak, morfoloji

tek bafl›na implantasyon oran›n› tahminde yeterli bir

parametre de¤ildir(2). Embriyo geliflim potansiyelini

de¤erlendirecek güvenilir, etkin ve noninvazif bir metot,

sadece IVF baflar› oranlar›n› artt›rmakla kalmaz, tek

embriyo transferini optimize ederek, çoklu gebelik

insidans›n› da düflürür.

Embriyo hücre fonksiyonunu daha iyi anlamak

ad›na araflt›rmac›lar proteomikler üzerine çal›flmalara

a¤›rl›k vermifllerdir. Proteomik araflt›rmalar,

embriyonun protein içeri¤inin ve protein profilinin

analizini kapsar. De¤iflik embriyolar›n protein profilleri

IVF ya da kriyoprezervasyon v.b. uygulanan

yöntemlerin etkileri hakk›nda bilgi verebilir. Proteomik

analizi hücre lizisi gerektirdi¤inden, transfer öncesi

embriyoda uygulamak mümkün de¤ildir. Bu sebeple,

IVF kültür medyas›na salg›lanan proteinler

(sekretomikler) incelenmeye bafllanm›flt›r. Böylelikle

herhangi bir embriyonun salg› profili reprodüktif baflar›

oran›yla korele edilebilir. Mesela, baflar›l› implante

olan veya olamayan embriyolar›n profilleri incelenerek,

transfer edilecek optimum embriyo için biomarkerlar

bulunabilir.  Hatta transfer edilecek embryolar›n genetik

profilleri non-invaziv yollarla incelenebilir.

McReynolds ve arkadafllar›n›n çal›flmalar›nda göstermifl

oldu¤u gibi lipocalin-1 blastokistlerin bir sekretomudur

ve anöploidilerle iliflkilidir(3).

Son dönemde kültür medyas›nda proteinlerin yan›

s›ra metabolitler de incelenmektedir (metabolomikler).

Metabolitler, embriyonun fizyolojik ve metabolik

durumunu yans›t›r. Sekretomiklerde oldu¤u gibi,

implante olan ve olamayan embriyo profilleri

karfl›laflt›r›larak, reprodüktif potansiyeli iyilefltirmeye

yönelik markerlar bulunabilir. Bu sayede, IVF

sikluslar›nda hangi embriyonun transfer edilece¤i

konusunda daha kesin metotlar gelifltirilebilir. Yine

sekretomiklerde oldu¤u gibi; anöploid embryolar

hakk›nda yard›mc› olabilir. Anöploid embryolar genetik

olarak normal olan embryolara göre in vitro de¤iflik

amino asit turn over› gösterdikleri için amino asit

profilleme embriyonun genetik sa¤l›¤› hakk›nda fikir

verebilir(4).

Proteomikler ve sekretomiklerde analiz teknikleri
‹lk çal›flmalarda protein tan›mlamak için fare

embriyolar›nda iki boyutlu jel elektroforezi(5), Western

blot(6) ya da eliza testi(7) yaklafl›mlar› kullan›lm›flt›r.

Ancak bu tekniklerde, çok fazla miktarda örnek
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materyal gerekirken, ya duyarl›l›k limitasyonu

(elektroforezi) ya da tek seferde tan›mlanabilecek

protein say› limitasyonu (Western blot, eliza testi)

mevcuttu.

Ancak son zamanlarda embriyo proteomikleri

araflt›rmalar›nda mass spektrometri, çal›flmalara büyük

ivme kazand›rm›flt›r. Mass spektrometri sayesinde

birçok protein ayn› anda tan›mlanabilmektedir. En s›k

kullan›lan yüzey destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon

tekni¤i (SELDI surface-enhanced laser desorption/

ionization) sayesinde ('time-of-flight' (TOF) analiziyle

beraber),  ba¤l› proteinler lazerle iyonize olmaktad›r.

Ortaya ç›kan gaz iyonlar› vakumlu TOF tüpünden

geçerek, detektör plakaya ulafl›r. ‹yonlar›n ebatlar›

farkl› oldu¤undan tabakaya ulaflma h›zlar› da farkl›d›r.

Bu sayede, iyonlar kitle-flarj oranlar›na göre ayr›l›rlar

ve profilleri incelenebilir. Bu metotla Katz-Jaffe ve

arkadafllar›, geliflen ve dejenere olan embriyolar›n

protein profillerini karfl›laflt›rm›flt›r(8). Ayn› araflt›rma-

c›lar, benzer morfolojiye sahip embriyolar›n protein

farkl›l›klar›n› da ortaya koyarak, embriyo seçiminde

morfolojik de¤erlendirmenin yetersizli¤ini

göstermifllerdir. Baz› proteinler embriyoyu saran

etraf›ndaki medyaya da sal›nd›¤›ndan, araflt›rmac›lar

embriyo sekretom profili oluflturmak için embriyo

kültür medyas›nda da protein incelemifllerdir. Yüzey

destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon tekni¤i (TOF

analiziyle beraber) ile araflt›rmalar yapan Katz-Jaffe

ve arkadafllar› embriyonun de¤iflik geliflim evrelerinde

farkl› sekretomik profiller tan›mlam›fllar ve blastosist

geliflimi ile ilintili ubikuitini protein biomarker› olarak

bulmufllard›r(9). Ubikuitin; proteinleri degredasyon

için yönlendiren ubikuitin ba¤›ml› bir proteozom

sisteminin parças›d›r. Bu sistem proliferasyon ve

apoptozu içeren bir dizi ifllemler içerisinde rol oynar.

Protein y›k›m›n›n artm›fl oldu¤u çeflitli hastal›k

durumlar›nda vücut s›v›lar›nda artt›¤› gösterilmifltir
(10). Ayr›ca implantasyon sürecinde anahtar sinyal

moleküllerin aktiviteleri ve y›k›mlar› aflamas›nda kritik

bir oynamaktad›r(11).

Protein mikrodizi teknolojisi son zamanlarda

implante olmufl blastosistlerle olamam›fl blastosistlerin

kültür medyalar›ndaki sekretomik profillerini

karfl›laflt›rmak için kullan›lm›flt›r. Bulgular baflar›l›

implante olmufl embriyolarda granulocyte-macrophage

colony-stimulating factor (GM-CSF) ve kemokin (C-

X-C motif) ligand 13 (CXCL13) seviyelerinin artt›¤›

yönündedir(12). Mass spektrometrede bilinmeyen

proteinler önce analiz edilip sonra tan›mlan›rken,

mikrodizi teknolojisinde incelenecek spesifik proteinin

antikorlar›n›n kullan›lmas› gerekmektedir. Bu sebeple,

mikrodizi teknolojisi, protein profili ortaya ç›karmak

yerine bireysel markerlar tan›mlamada daha faydal›

olabilir.

Metabolomiklerde analiz teknikleri
IVF esnas›nda ortaya ç›kan at›k kültür medyas›

de¤iflik metotlarla incelenebildi¤i gibi, metabolitlerle

de incelenebilir. Bu sayede, embriyonun metabolik

durumu hakk›nda bilgi edinilebilir. Örnekleri

karfl›laflt›rmak ve tan›mlamak için birçok spektroskopik

teknik kullan›lmaktad›r.

Yak›n k›z›lötesi ve Raman spektroskopilerinin

her ikisi de vibrasyonal spektroskopik tekniklerdir.

Örnekteki moleküllerin vibrasyonal karakteristikleri

sayesinde metabolit profili ç›kar›rlar. Üretilen sinyalin

yo¤unlu¤u  ve spesifik örnek komponentlerini

tan›mlama aç›s›ndan iki tekni¤in de avantajlar› ve

dezavantajlar› mevcuttur. Seli ve arkadafllar›, her iki

tekni¤i de kullanarak, implante olmufl ve olmam›fl

embriyolar›n metabolit profillerindeki farklar›

tan›mlam›fllard›r(13). Sonras›nda elde edilen bilgileri,

di¤er embriyolar›n reprodüktif potansiyelini ölçmede

faydal› viyabilite indeksleri oluflturmak için

kullanm›fllard›r. Retrospektif olsa da, her iki teknikte

de embriyo viyabilitesini baflar›l› flekilde de¤erlendire-

bilmifltir.

Manyetik alanda moleküler davran›fla göre

metabolitleri tan›mlamak amaçl› manyetik rezonans

spektroskopisi de kullan›lm›flt›r. Bu sayede, de¤iflik

reprodüktif potansiyeli olan embriyolar›n metabolit

profillerindeki farklar tan›mlanmaya çal›fl›lm›flt›r. Seli

ve arkadafllar›n›n manyetik rezonans spektroskopisi

ile yapt›¤› bir çal›flmada, implante olan embriyolar›n

implante olmayan embriyolara göre kültür medyalar›nda

daha yüksek glutamat konsantrasyonlar›na sahip oldu¤u

bulunmufltur(14). Ayr›ca, istatistiki olarak anlaml›

olmasa da, implante olan embriyonun medyas›nda

daha düflük oranda alanin, piruvat ve glukoza

rastlanm›flt›r. Araflt›rmac›lar, bu sonuçlar›n ›fl›¤›nda

reprodüktif baflar›y› tahmin edebilecek viyabilite indeksi

oluflturmufllard›r (hassasiyeti %88,2'dir). Manyetik

rezonans spektroskopi sonuçlar› Raman spektroskopiye

efl de¤er de olsa, manyetik rezonans spektroskopisi

klinik uygulamada veri toplama ve analizi aç›s›ndan

daha pahal› ve zaman al›c› bir yöntemdir(15). Klinik

In vitro fertilizasyon’da güncel yaklafl›mlar: proteomikler, sekretomikler, metabolomikler ve in vitro maturasyon
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uygulamada, embriyo kültür medyas›n›n metabolomik

profillemesi için ideal analitik teknik henüz

bulunmam›flt›r. Birden fazla testin kombinasyonu,

baflar›l› tahmin de¤erini vermek için gerekli olabilir.

Ayr›ca, bugüne kadarki araflt›rmalarda kültür medya

örnekleri dondurularak, baflka bir laboratuvara analiz

için tafl›nm›flt›r. Bu sebeple, metabolomik profillemenin

IVF merkezlerinde birebir yap›ld›¤›nda ne kadar hassas

ve baflar›l› sonuçlar verece¤i halen belirsizdir. Ek

olarak, çeflitli IVF merkezlerinde de¤iflik tip kültür

medyalar› kullan›lmakta ve transferler implantasyon

öncesi geliflimin de¤iflik evrelerinde yap›lmaktad›r.

Metabolik profilleme, normalizasyon sonras›, bu

faktörlerden ba¤›ms›z sonuç verme yetisine sahip

görünmesine karfl›n, ilgili faktörlerin profilleme

hassasiyetini ne kadar etkiledi¤ine dair daha kapsaml›

çal›flmalara halen ihtiyaç vard›r. Son olarak, anöploitlik

(aneuploidy), IVF tedavisinde görülen embriyo

kay›plar›nda büyük rol oynad›¤›ndan, metabolomik

profillemenin baflar›s› belli ölçüde anöploid embriyolar›

belirleyebilmesine de ba¤l› olacakt›r.

Klinik Uygulamalar
Kültür medyas›n›n sekretomik analizi embriyo

aç›s›ndan invazif olmad›¤›ndan, klinik uygulamalarda

yerini flimdiden almaya bafllam›flt›r. 2002'de Fuzzi ve

arkadafllar›, IVF kültür medyas›ndaki eriyebilir human

lökosit antijeni G (HLA-G) ile baflar›l› embriyo

implantasyonu aras›nda korelasyon bulmufllard›r(16).

Bu veriler ›fl›¤›nda, Sher ve arkadafllar› transfer için

embriyo seçimini HLA-G durumuna göre yapm›fllard›r
(17). HLA-G pozitif olan embriyolar›n implantasyon

ve sonras›nda gebelik oranlar›, HLA-G negatif

embriyolara göre anlaml› seviyede yüksek ç›km›flt›r.

Bu nedenle, embriyo seçiminde HLA-G tahmin de¤eri

yüksek bir biomarker olabilir.

Transfer için embriyo seçiminde, metabolomik-

lerin henüz prospektif kullan›m› olmam›flt›r. Yak›n

zamanl› araflt›rmalar potansiyel klinik uygulamalar›

ad›na umut vermektedir. Scott ve arkadafllar›

hesaplanm›fl bir viyabilite indeksini baz alarak, 3. gün

ve 5. gün embriyolar›n›n reprodüktif potansiyelini

prospektif olarak Raman spektroskopi ile tahmin

edebilmifllerdir(18). Araflt›rmac›lar baflar›l› gebelik

sonucunu veya baflar›s›z implantasyonu %80,5 tan›

hassasiyetiyle bulmufllard›r. Bu teknikle, kültür

medyada bulunan metabolitler h›zl› de¤erlendirilebil-

di¤inden, transfer öncesi embriyo seçiminde potansiyel

kullan›ma sahiptir.

Tek embriyo transferinde geleneksel morfolojik

s›n›fland›rman›n yan› s›ra embriyo kalitesinin

metabolomik de¤erlendirmesi iki araflt›rman›n konusu

olmufltur(19,20). Her iki araflt›rma grubu da metabolomik

profillemenin tahmin de¤erini gösterirken, 2. gün veya

3. gün embriyolar›n›n metabolomik viyabilite indeksleri

ile morfolojik s›n›fland›rmalar› aras›nda korelasyon

bulamam›fllard›r. Araflt›rmalar retrospektif olmas›na

ra¤men, Seli ve arkadafllar› gebelik sonuçlar›n›

görmeden embriyonun reprodüktif potansiyelini tahmin

edebildiklerini göstermifllerdir(20). Tüm bu veriler

embriyo seçim sürecine metabolomik de¤erlendirmeyi

katman›n potansiyel faydalar›n› ortaya koymaktad›r.

Araflt›rmac›lar›n da belirtti¤i üzere, özellikle tek embriyo

transferinde, morfolojik s›n›f› ayn› olan iki embriyo

aras›nda, reprodüktif potansiyeli daha fazla olan›

tahminde bu metot uygulanabilir.

IN V‹TRO MATURASYON (IVM)

Oositlerin toplanmas›, fertilizasyonu ve oluflan

embriyonun rahim bofllu¤una yerleflmesiyle IVF süreci

tamamlan›r. Klasik yöntemde eksojen gonadotropinler

hastaya uygulanarak, çok say›da oosit geliflimi stimüle

edilir ve sonras›nda bu oositler transvajinal yolla aspire

edilir. Follicle-stiumating hormone (FSH) sayesinde

ortaya ç›kan antral folliküller, toplama ifllemi öncesi

Graafian evreye kadar olgunlafl›r. Bu metodun en büyük

faydas›, foliküllerin normal in vivo geliflimini taklit

etmesidir (suprafizyolojik ortamda olmas›na ra¤men).

Gene de, kontrollü over stimulasyon sürecinin birçok

negatif yan› da mevcuttur. ‹laçlar›n yüksek maliyeti

ve risk alt›ndaki popülasyonun yaklafl›k %10'nunda

görülebilen over hiperstimülasyon sendromu(21). bu

negatif yanlardan sadece birkaç›d›r.

Alternatif bir yöntem olan IVM'de, stimüle

olmam›fl antral foliküller kullan›ld›¤›ndan gonadotropin

tedavisine ihtiyaç kalmaz. Antral folikülleri içeren

oositler profaz›n mayoz I evresinde yakalanarak,

metafaz›n mayoz II evresine kadar 24-48 saat boyunca

in vitro kültürde tutulur. Bu süre sonunda olgunlaflan

oositler ya standart inseminasyon ya da daha s›kl›kla

intrasitoplazmik sperm enjeksiyon yöntemiyle fertilize

olur(22,23).

IVM ile do¤an ilk canl› bebek Cha ve arkadafllar›

taraf›ndan 1991'de bildirilmifltir(24). 90'lar›n bafl›ndan
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günümüze kadar olan süreçte, folikülogenez sürecini

daha iyi anlad›kça, IVM tekni¤inde ilerlemeler

kaydedilmifltir. Bunlara örnek, kültür ortamlar› ve oosit

toplama (öncesinde FSH veya hCG ile haz›rlama gibi)

verilebilir. Günümüzde araflt›rmac›lar over dokusundan

in vitro foliküler büyümeyi (IVM) ve beraberinde IVF

öncesi gelifltirme üzerine çal›flmaktad›rlar. Öte yandan,

bugüne kadar yay›mlanm›fl IVM ile ilgili literatürün

ço¤u olgu sunumu olup, genelde az say›da hasta

içermektedir. Bu sebeple, elde edilmifl data halen

yetersizdir. Daha kapsaml› çal›flmalar sonras› optimize

edilmesi halinde IVM, hem infertil hastalarda hem

fertilite prezervasyonunda, over stimülasyonuna göre

daha hasta-dostu bir alternatif sunabilir.

Kültür Medyas›
IVM s›ras›nda oositlerin kültür ortamlar›,

geliflimlerinde büyük rol oynar.  Oositlerin maturasyonu

için gereken birçok kültür medyas› bugüne kadar

karfl›laflt›r›lm›fl(25), ancak uzmanlar aras›nda fikir birli¤i

halen oluflmam›flt›r. Öte yandan, seçilen medyan›n

oosit maturasyon oran› ve enerji tüketimi üzerinde

etkili oldu¤u ortadad›r(26).

Araflt›rma sonuçlar› IVM esnas›nda oositlerin

enerji kayna¤›n›n piruvat oldu¤unu göstermifltir(26).

Oositlerin IVM'da gonadotropinlerin rolünden dolay›,

IVM kültür medyas›na genelde rekombinant FSH ve

luteining hormone (LH) veya hCG eklenir. Bu

yaklafl›mla ilgili yap›lm›fl araflt›rmalar k›s›tl› olmakla

beraber(27,28), oosit IVM'u sürecinde gonadotropinlerin

rolü üzerine ileri düzey çal›flmalara halen ihtiyaç

duyulmaktad›r.

Kültür medyada genelde bulunan serum, albumin

kayna¤› ve steroid öncüsüdür. Hem de hücreler için

büyüme faktörüdür. Medyada serum yoksa, ek albumin

deste¤i önemlidir(22).

Maturasyon sürecinde, oositlerde epigenetik

modifikasyonlar yafland›¤›ndan, kültür koflullar› ve

IVM'in gen imprinting üzerindeki potansiyel etkileri

önemlidir(22,29). IVM'in epigenetik modifikasyona

etkisini net ortaya ç›karacak daha fazla çal›flmaya

ihtiyaç vard›r. Gelecekte fertilizasyon ve transfer öncesi

oositlerin epigenetik profillemesi gerekli olabilir.

Oosit Toplama
IVM'deki oosit toplama tekni¤i IVF'e oldukça

benzerdir. Ancak, toplama öncesi tedavideki

iyilefltirmeler baflar› oran›n› artt›rm›flt›r. Birçok çal›flma

sonucu, oosit toplama öncesi in vivo hCG

uygulamas›n›n oositlerin IVM oran›n› artt›rd›¤›n›

göstermifltir(30-32). Bu yaklafl›m günümüzde hastalarda

PKO olsun olmas›n uygulanmaktad›r(33,34).

Oosit maturasyonu öncesi in vivo FSH tedavisinin,

gebelik oranlar›na yans›mas›n› gösteren bulgular

tutars›zd›r. Birçok araflt›rmac›, FSH tedavisinin,

toplanan oosit say›s›n› ve bu oositlerin maturasyon

potansiyelini hem sa¤l›kl› kad›nlarda(35), hem PKO

hastalar›nda(36) artt›rd›¤›n› göstermifltir. Ancak, baflka

çal›flmalar bu iki grupta FSH tedavisinin maturasyonu,

fertilizasyonu veya gebelik oran›n› artt›rmad›¤›n› ortaya

koymufltur(37,38). Yak›n zamanda Fadini ve arkadafllar›,

oosit toplama ifllemi öncesi de¤iflik gonadotropinleri

prospektif olarak uygulam›fllard›r(32). Çal›flmada hiçbir

gonadotropinin uygulanmad›¤› kontrol grubunun yan›

s›ra, bir gruba sadece FSH, bir gruba sadece hCG ve

bir gruba FSH ve hCG verilmifltir. Hem sadece hCG

verilen grupta hem hCG ve FSH verilen grupta, oosit

maturasyon oranlar› daha yüksek bulunmufltur. Klinik

olarak en de¤erli bulgu ise, FSH ve hCG verilen grubun

en yüksek klinik gebelik oran›na (%29,9) sahip

olmas›d›r. Bu çal›flma sonucundan, gonadotropinlerin

kombine kullan›mlar›ndan fayda sa¤lanabilece¤i

ç›kar›m› yap›labilir.

IVM baflar›s› için oosit toplaman›n zamanlamas›

da çok önemlidir. Son ve arkadafllar› PKO hastalar›nda,

dominant folikülün ebad›n›n toplama an›ndaki ölçüsüyle

IVM sonuçlar›n› karfl›laflt›rm›flt›r(39). Araflt›rma sonucu,

14mm'den küçük foliküllerin 14mm'den büyük

foliküllere göre daha yüksek implantasyon ve klinik

gebelik oran›na sahip oldu¤unu göstermifltir. Bu

sonuçlar›n, ek prospektif çal›flmalarla teyit edilmesi

gerekse de, IVM protokollerini iyilefltirmek için önemli

bir yaklafl›m olarak gözükmektedir.

Klinik Uygulamalar
Over hiperstimülasyon sendromu riski olan

hastalarda, in vitro oosit maturasyonu kapsaml›

gonadotropin stimülasyonu gerektirmedi¤inden büyük

avantaj sa¤lar. Bu sebeple, IVM'in klinik uygulamas›yla

ilgili birçok çal›flma PKO gibi over hiperstimülasyon

sendrom riski yüksek hasta gruplar›nda yap›lm›flt›r.

Çal›flma sonuçlar›, fertilizasyon oran›n› %73,3(34),

implantasyon oran›n› %21,6 (36), klinik gebelik oran›n›

%40,3(39) ve canl› do¤um oran›n› %15,9(40) olarak

ortaya koymufltur.

Over stimülasyonuna zay›f cevap veren hastalarda
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da IVM baflar›yla uygulanmaktad›r(39). Genelde yeterli

oosit büyümesi olmad›¤›nda veya eksojen

gonadotropinlere cevap veren oosit say›s›n›n yetersizli¤i

sebebiyle siklus iptal olabilmektedir. Ancak Liu ve

arkadafllar› bu tip hastalarda olgunlaflmam›fl oositlerin

(çap› ≤14mm) aspire edilip, in vitro olgunlaflabilece¤ini

göstermifllerdir(41). Bu çal›flman›n sonucunda,

fertilizasyon oran› %78,8, implantasyon oran› %20 ve

toplam 8 siklusta 2 canl› do¤um (1 devam eden gebelik)

verileri ortaya ç›km›flt›r. Tüm bu nedenlerle IVM, hiper

cevap verenler kadar, zay›f cevap verenler için de

ilginç bir seçenek olabilir.

In Vitro Foliküler Geliflim
Hiperstimülasyon riski olanlar veya gonadotropin-

lere zay›f cevap verenler için oostilerin IVM'u heyecan

verici bir seçenek sunsa da, foliküllerin antral evrede

olmas› gerekmektedir. Öte yandan, in vitro geliflimde

foliküller, primordial veya preantral evrelerde toplan›r.

Bu tekni¤in ana amac› foliküllerin antral evreye kadar

geliflimini sa¤lamakt›r. Kemoterapi ya da radyasyon

tedavisi gören hastalarda fertilite prezervasyonu için

in vitro geliflim sonras› IVM'de baflar› sa¤lanmas› ç›¤›r

aç›c› bir geliflme olur. Henüz baflar›l› bir gebelik

bildirilmemifl olmas›na ra¤men, araflt›rmac›lar hem

insanlar hem hayvanlar üzerinde çal›flmalar›na devam

etmektedir.

Bu ifllem için öncelikle over kortikal dokunun

biyopsisi gerekir. ‹nsanlar üzerindeki çal›flmalarda

biyopsi genelde jinekolojik ameliyat ya da sezaryan

esnas›nda yap›lm›flt›r(42-44). Kültüre konmadan önce,

foliküller ya mekanik olarak(45) ya da etraf over

stromas›n›n enzimatik eritilmesiyle(42) izole edilir.

Genelde yeterli say›da folikül izole edilse de, büyük

ihtimalle over stroma deste¤inden uzak kald›¤›ndan

foliküller kültürde birkaç gün içinde atreziye u¤rarlar.

Bu sebeple araflt›rmac›lar primordial foliküllerin in

situ kald›¤› over korteks fleritlerini kültürde saklamaya

bafllam›fllard›r(43,44). Bu metodun uyguland›¤› bir

çal›flmada, over korteksindeki foliküllerin %66's›

kültürde 4 hafta bozulmadan kalm›fl ve ço¤u primer

veya sekonder geliflim evrelerine girmifltir(44). Bu

metotla elde edilen oositlerin, yeterli maturasyonu

sa¤lay›p, baflar›yla fertilize olma oran› hakk›nda daha

fazla çal›flma gerekmektedir.

‹ki basamakl› kültür sistemiyle, Telfer ve

arkadafllar› in vitro olarak primordiyal/primer folikülleri

antral evreye kadar olgunlaflt›rm›fllard›r(43). Serum

içermeyen medyada over kortikal doku biyopsileri 6

gün kültüre edilmifl ve sonras›nda preantral folikülleri

izole edilip, activin A ile tekrar kültüre edilmifltir.

Antral formasyona sadece %30 oosit ulaflabilmifl olsa

da, bu teknik IVM öncesi foliküllerin in vitro geliflimi

için bir alternatif oluflturabilir.

IVM öncesi in vitro geliflim için kullan›lan

teknikten ba¤›ms›z, oositler enerji kayna¤› olarak

piruvat kullan›rken, somatik hücreler (folikül içinde

oositi çevreleyen granuloza ve teka hücreler gibi)

glukoza ihtiyaç duymaktad›r. Bu sebeple, medyaya

eklenecek maddeler do¤ru geliflim ortam›n› yaratmak

için özenle seçilip, ayarlanmal›d›r.

Sonuç

Yukar›da bahsi geçen geliflmelerin farkl›l›klar›na

ra¤men, ortak amaç ayn› olup; baflar› oran›n› artt›r›rken,

hasta güvenli¤ini de iyilefltirmektir. YÜT'de çoklu

gebelik önemli bir konu iken, tek embriyo transferi

ikiz veya çoklu gebelik insidans›n› düflürmek için tek

çözümdür. Ancak, tek embriyo transferi, çoklu embriyo

transferine efl de¤er sonuçlar sa¤lamad›¤› sürece,

kullan›m› bizdeki gibi ancak konuyla ilgili zorunlu

yasalar koyan devletlerle s›n›rl› olacakt›r. Sekretomikler

ve metabolomikler sayesinde en yüksek reprodüktif

potansiyeli olan, genetik olarak da sa¤l›kl› embriyolar›

seçebilme yetimiz artarsa, tek embriyo transferi optimize

hale gelebilir. IVM tekni¤i ise over hiperstimülasyon

sendromu riskini azaltarak, hasta güvenli¤ini artt›rabilir.

Ayr›ca IVM, zay›f cevap veren veya fertilite

prezervasyonuna ihtiyaç duyan hastalarda ilginç bir

alternatif olabilir. Rutin klinik uygulamalara geçmeden

önce kapsaml› araflt›rmalara gerek olsa da, yukar›da

bahsi geçen yak›n dönemli geliflmeler YÜT sonuçlar›n›

iyilefltirmede büyük umut vaat etmektedir.
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