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IN VITRO FERTILIiZASYON’DA GUNCEL YAKLASIMLAR: PROTEOMIKLER,
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(VET

1978'de insanlarda yapilmis olan ilk basarili in vitro fertilizasyon (IVF) uygulamasindan beri, IVF 'nin etkinligini ve
giivenligini gelistirme ¢ abalart uzmanlar tarafindan siirdiiriilmektedir. Teknolojideki gelismeler ve insan iiremesi haklinda
artan bilgiler 1s518inda, IVF basari oranlar: artarken, ¢ oklu gebelik (ii¢iiz, dordiiz ve iistii) oranlar diismiistiir. Cogu ¢ift
‘agiklanamayan infertilite' yasarken, IVF'e bagh ikiz gebelik oranlart halen yiiksek oldugu i¢in kat edilecek ¢ ok mesafe
vardir. Ancak son donemdeki teknolojik ve bilimsel gelismeler, IVF'te ciddi iyilesme ihtimali vaat etmektedir.

Bu derlemenin amaci, proteomikler, sekretomikler, metabolomikler ve oosit kiiltiirii ile ilgili son gelismeleri irdelemek,
embriyo se¢imi ve in vitro maturasyon (IVM) iizerindeki klinik yansimalarina i1k tutmaktir. Ayrica yakin gelecekte,

bu gelismelerin IVF'in etkinligini ve giivenligini nasil etkileyebilecegi de tartisilacaktir.
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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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GiRiS

Infertilite insidanst tiim diinyada arttik¢a, bu hasta
popiilasyonunun ihtiyaglarini karsilamak adina yardimer
tireme teknikleri (YUT) giindeme gelmistir. Ote yandan,
35 yas alt1 kadinlarda canli dogum orani halen %40
civarlarindadir(D). Diisiik oranlara sebep, basarili
embriyo gelisimi ve implantasyonu hakkindaki kisith
bilgilerimizdir. Gene de, son donemdeki teknolojik ve
bilimsel gelismeler, IVF'te ciddi iyilesme saglamistir.

YUT dalindaki gelisimler iki ana kategoridedir:
etkinligi arttirmaya yonelik olanlar ve gilivenligi
arttirmaya yonelik olanlar. Son yillardaki gelismelerin
¢ogu dzetle embriyo gelisimindeki mekanizmalari ve
infertilitenin patofizyolojisini anlamamiza katki
saglamustir. Implantasyon 6ncesi genetik tan1 alanmdaki
gelismeler embriyoda genetik bozukluk taramasinda
(bu derlemenin kapsami disindadir), proteomikler
alanindaki gelismeler ise normal embriyoya karsin
anormal embriyonun biiylime ortami ve salgilari
hakkinda bilgilerimizi derinlestirmistir. Bu galigmalardan
elde edilen sonuglar, transfer i¢in 'en iyi' embriyonun
se¢iminde fayda saglarken, IVF basart oramni arttiracagt
diistiniilmektedir. Embriyo seg¢iminde hassasiyetin
artmasi, daha az sayida ama implantasyon potansiyeli
yiiksek embriyo transferi ile sonuglanacagi i¢in hem
maternal hem fetal tedavi giivenligi yiikselecektir.

Gilincel bir teknik olarak sayilabilecek olan oositlerin
fertilizasyon oncesi [IVM'u sayesinde hiperstimiilasyon
riski olan hastalarda over stimulasyonu ortadan kalkabilir.
Bu teknigin yayginlagsmastyla, gelecekte benzer hastalarda
(6rmek: (PKO) polikistik over sendromlu hastalar) IVF
basar1 orani artacag 6ngoriilmektedir. Son olarak, oosit
kriyoprezervasyonundaki gelismeler, fertilite
prezervasyonunun daha yaygin hale gelmesinde 6nemli
rol oynayacaktir. Bu derlemenin amaci yukarda bahsi
gegen gelismelerin IVF'e nasil katk: saglayacagin

irdelemektir.

PROTEOMIKLER, SEKRETOMIKLER VE
METABOLOMIKLER

Implantasyon &ncesi genetik tan1 testleri embriyonun
genetik yapisi hakkinda bilgi sunsa da, embriyonun
gelisimi ve implantasyon potansiyeli ile ilgili kisith fayda
saglar. Hangi embriyonun transfer edilecegi konusunda

uzmanlar halen embriyo kalitesini morfolojik kriterlerle
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siiflandirma yoluna gitmektedirler. Ancak, morfoloji
tek basina implantasyon oranini tahminde yeterli bir
parametre degildir®). Embriyo gelisim potansiyelini
degerlendirecek giivenilir, etkin ve noninvazif bir metot,
sadece IVF basari oranlarini arttirmakla kalmaz, tek
embriyo transferini optimize ederek, coklu gebelik
insidansini da diisiirtir.

Embriyo hiicre fonksiyonunu daha iyi anlamak
adina arastirmacilar proteomikler ilizerine ¢aligmalara
agirlik vermislerdir. Proteomik arastirmalar,
embriyonun protein igeriginin ve protein profilinin
analizini kapsar. Degisik embriyolarin protein profilleri
IVF ya da kriyoprezervasyon v.b. uygulanan
yontemlerin etkileri hakkinda bilgi verebilir. Proteomik
analizi hiicre lizisi gerektirdiginden, transfer 6ncesi
embriyoda uygulamak miimkiin degildir. Bu sebeple,
IVF kiiltir medyasina salgilanan proteinler
(sekretomikler) incelenmeye baglanmistir. Boylelikle
herhangi bir embriyonun salgi profili reprodiiktif basar1
orantyla korele edilebilir. Mesela, basarili implante
olan veya olamayan embriyolarin profilleri incelenerek,
transfer edilecek optimum embriyo igin biomarkerlar
bulunabilir. Hatta transfer edilecek embryolarin genetik
profilleri non-invaziv yollarla incelenebilir.
McReynolds ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda gostermis
oldugu gibi lipocalin-1 blastokistlerin bir sekretomudur
ve anoploidilerle iliskilidir().

Son dénemde kiiltiir medyasinda proteinlerin yani
sira metabolitler de incelenmektedir (metabolomikler).
Metabolitler, embriyonun fizyolojik ve metabolik
durumunu yansitir. Sekretomiklerde oldugu gibi,
implante olan ve olamayan embriyo profilleri
karsilastirilarak, reprodiiktif potansiyeli iyilestirmeye
yonelik markerlar bulunabilir. Bu sayede, IVF
sikluslarinda hangi embriyonun transfer edilecegi
konusunda daha kesin metotlar gelistirilebilir. Yine
sekretomiklerde oldugu gibi; andploid embryolar
hakkinda yardimer olabilir. Andploid embryolar genetik
olarak normal olan embryolara gore in vitro degisik
amino asit turn over: gosterdikleri i¢cin amino asit
profilleme embriyonun genetik saglig1 hakkinda fikir
verebilir®,

Proteomikler ve sekretomiklerde analiz teknikleri
Ilk galigmalarda protein tanimlamak igin fare
embriyolarinda iki boyutlu jel elektroforezi(), Western
blot(®) ya da eliza testi(7) yaklasimlar1 kullanilmustir.
Ancak bu tekniklerde, ¢ok fazla miktarda ornek
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materyal gerekirken, ya duyarlilik limitasyonu
(elektroforezi) ya da tek seferde tanimlanabilecek
protein say1 limitasyonu (Western blot, eliza testi)
mevcuttu.

Ancak son zamanlarda embriyo proteomikleri
arastirmalarinda mass spektrometri, ¢aligmalara biiytik
ivme kazandirmistir. Mass spektrometri sayesinde
birgok protein ayni anda tanimlanabilmektedir. En sik
kullanilan yiizey destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon
teknigi (SELDI surface-enhanced laser desorption/
ionization) sayesinde (‘time-of-flight' (TOF) analiziyle
beraber), bagli proteinler lazerle iyonize olmaktadir.
Ortaya ¢ikan gaz iyonlar1 vakumlu TOF tiipiinden
gegerek, detektdr plakaya ulagir. Iyonlarm ebatlar
farkli oldugundan tabakaya ulasma hizlar1 da farklidr.
Bu sayede, iyonlar kitle-sarj oranlarina gore ayrilirlar
ve profilleri incelenebilir. Bu metotla Katz-Jaffe ve
arkadaslari, gelisen ve dejenere olan embriyolarin
protein profillerini karsilastirmistir®). Aym arastirma-
cilar, benzer morfolojiye sahip embriyolarin protein
farkliliklarini da ortaya koyarak, embriyo seciminde
morfolojik degerlendirmenin yetersizligini
gostermislerdir. Bazi proteinler embriyoyu saran
etrafindaki medyaya da salindigindan, arastirmacilar
embriyo sekretom profili olusturmak i¢in embriyo
kiiltiir medyasinda da protein incelemislerdir. Yiizey
destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon teknigi (TOF
analiziyle beraber) ile arastirmalar yapan Katz-Jaffe
ve arkadaslar1 embriyonun degisik gelisim evrelerinde
farkl sekretomik profiller tanimlamislar ve blastosist
gelisimi ile ilintili ubikuitini protein biomarker: olarak
bulmuslardir®. Ubikuitin; proteinleri degredasyon
i¢in yonlendiren ubikuitin bagimli bir proteozom
sisteminin pargasidir. Bu sistem proliferasyon ve
apoptozu i¢eren bir dizi iglemler igerisinde rol oynar.
Protein yikiminin artmis oldugu ¢esitli hastalik
durumlarinda viicut sivilarinda arttigi gosterilmistir
(10) Ayrica implantasyon siirecinde anahtar sinyal
molekiillerin aktiviteleri ve yikimlart asamasinda kritik
bir oynamaktadir(!D.

Protein mikrodizi teknolojisi son zamanlarda
implante olmus blastosistlerle olamamig blastosistlerin
kiiltir medyalarindaki sekretomik profillerini
karsilagtirmak i¢in kullanilmistir. Bulgular basarili
implante olmus embriyolarda granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF) ve kemokin (C-
X-C motif) ligand 13 (CXCL13) seviyelerinin arttig1

yoniindedir(12), Mass spektrometrede bilinmeyen

proteinler 6nce analiz edilip sonra tanimlanirken,
mikrodizi teknolojisinde incelenecek spesifik proteinin
antikorlarinin kullanilmasi gerekmektedir. Bu sebeple,
mikrodizi teknolojisi, protein profili ortaya ¢ikarmak
yerine bireysel markerlar tanimlamada daha faydal

olabilir.

Metabolomiklerde analiz teknikleri

IVF esnasinda ortaya ¢ikan atik kiiltiir medyasi
degisik metotlarla incelenebildigi gibi, metabolitlerle
de incelenebilir. Bu sayede, embriyonun metabolik
durumu hakkinda bilgi edinilebilir. Ornekleri
karsilastirmak ve tanimlamak igin bir¢ok spektroskopik
teknik kullanilmaktadir.

Yakin kizilotesi ve Raman spektroskopilerinin
her ikisi de vibrasyonal spektroskopik tekniklerdir.
Ornekteki molekiillerin vibrasyonal karakteristikleri
sayesinde metabolit profili ¢ikarirlar. Uretilen sinyalin
yogunlugu ve spesifik 6rnek komponentlerini
tanimlama agisindan iki teknigin de avantajlar1 ve
dezavantajlar1 mevcuttur. Seli ve arkadaslari, her iki
teknigi de kullanarak, implante olmus ve olmamis
embriyolarin metabolit profillerindeki farklar:
tamimlamiglardir(13). Sonrasinda elde edilen bilgileri,
diger embriyolarin reprodiiktif potansiyelini 6lgmede
faydali viyabilite indeksleri olusturmak igin
kullanmisglardir. Retrospektif olsa da, her iki teknikte
de embriyo viyabilitesini basarili sekilde degerlendire-
bilmistir.

Manyetik alanda molekiiler davranisa gore
metabolitleri tanimlamak amagli manyetik rezonans
spektroskopisi de kullanilmistir. Bu sayede, degisik
reprodiiktif potansiyeli olan embriyolarin metabolit
profillerindeki farklar tanimlanmaya galigilmistir. Seli
ve arkadaglarinin manyetik rezonans spektroskopisi
ile yaptig1 bir ¢alismada, implante olan embriyolarin
implante olmayan embriyolara gore kiiltlir medyalarinda
daha yiiksek glutamat konsantrasyonlarina sahip oldugu
bulunmustur(14). Ayrica, istatistiki olarak anlamli
olmasa da, implante olan embriyonun medyasinda
daha diisiik oranda alanin, piruvat ve glukoza
rastlanmistir. Aragtirmacilar, bu sonuglarin 15131nda
reprodiiktif basariy1 tahmin edebilecek viyabilite indeksi
olusturmuglardir (hassasiyeti %88,2'dir). Manyetik
rezonans spektroskopi sonuglart Raman spektroskopiye
es deger de olsa, manyetik rezonans spektroskopisi
klinik uygulamada veri toplama ve analizi agisindan

daha pahali ve zaman alic1 bir yéntemdir(1%), Klinik
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uygulamada, embriyo kiiltiir medyasinin metabolomik
profillemesi icin ideal analitik teknik heniiz
bulunmamistir. Birden fazla testin kombinasyonu,
basarili tahmin degerini vermek icin gerekli olabilir.
Ayrica, bugiine kadarki arastirmalarda kiiltiir medya
ornekleri dondurularak, bagka bir laboratuvara analiz
i¢in tasinmigtir. Bu sebeple, metabolomik profillemenin
IVF merkezlerinde birebir yapildiginda ne kadar hassas
ve basarili sonuglar verecegi halen belirsizdir. Ek
olarak, g¢esitli IVF merkezlerinde degisik tip kiiltiir
medyalar1 kullanilmakta ve transferler implantasyon
Oncesi gelisimin degisik evrelerinde yapilmaktadir.
Metabolik profilleme, normalizasyon sonrasi, bu
faktorlerden bagimsiz sonug verme yetisine sahip
goriinmesine karsin, ilgili faktdrlerin profilleme
hassasiyetini ne kadar etkiledigine dair daha kapsaml
caligmalara halen ihtiyag vardir. Son olarak, andploitlik
(aneuploidy), IVF tedavisinde goriillen embriyo
kayiplarinda biiyiik rol oynadigindan, metabolomik
profillemenin basarisi belli 6lgiide andploid embriyolari

belirleyebilmesine de bagl olacaktir.

Klinik Uygulamalar

Kiiltiir medyasinin sekretomik analizi embriyo
acisindan invazif olmadigindan, klinik uygulamalarda
yerini simdiden almaya baslamistir. 2002'de Fuzzi ve
arkadaslari, IVF kiiltiir medyasindaki eriyebilir human
16kosit antijeni G (HLA-G) ile basarili embriyo
implantasyonu arasinda korelasyon bulmuslardir(16),
Bu veriler 15181nda, Sher ve arkadaslari transfer igin
embriyo se¢imini HLA-G durumuna gére yapmislardir
(I7), HLA-G pozitif olan embriyolarin implantasyon
ve sonrasinda gebelik oranlari, HLA-G negatif
embriyolara gore anlamli seviyede yiiksek ¢ikmistir.
Bu nedenle, embriyo segiminde HLA-G tahmin degeri
yiiksek bir biomarker olabilir.

Transfer i¢in embriyo se¢ciminde, metabolomik-
lerin heniiz prospektif kullanimi1 olmamistir. Yakin
zamanli arastirmalar potansiyel klinik uygulamalari
adina umut vermektedir. Scott ve arkadaslari
hesaplanmus bir viyabilite indeksini baz alarak, 3. giin
ve 5. glin embriyolariin reprodiiktif potansiyelini
prospektif olarak Raman spektroskopi ile tahmin
edebilmislerdir(18). Arastirmacilar basarili gebelik
sonucunu veya basarisiz implantasyonu %80,5 tani
hassasiyetiyle bulmuslardir. Bu teknikle, kiltiir
medyada bulunan metabolitler hizli degerlendirilebil-

diginden, transfer dncesi embriyo segiminde potansiyel
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kullanima sahiptir.

Tek embriyo transferinde geleneksel morfolojik
siniflandirmanin yani sira embriyo kalitesinin
metabolomik degerlendirmesi iki aragtirmanin konusu
olmustur(19:20), Her iki aragtirma grubu da metabolomik
profillemenin tahmin degerini gosterirken, 2. giin veya
3. giin embriyolarinin metabolomik viyabilite indeksleri
ile morfolojik siniflandirmalari arasinda korelasyon
bulamamislardir. Arastirmalar retrospektif olmasina
ragmen, Seli ve arkadaslar1 gebelik sonuclarini
gormeden embriyonun reprodiiktif potansiyelini tahmin
edebildiklerini gostermislerdir%. Tiim bu veriler
embriyo secim siirecine metabolomik degerlendirmeyi
katmanin potansiyel faydalarini ortaya koymaktadir.
Arastirmacilarm da belirttigi iizere, 6zellikle tek embriyo
transferinde, morfolojik sinifi ayn1 olan iki embriyo
arasinda, reprodiiktif potansiyeli daha fazla olani

tahminde bu metot uygulanabilir.

IN VITRO MATURASYON (IVM)

Oositlerin toplanmasi, fertilizasyonu ve olusan
embriyonun rahim bosluguna yerlesmesiyle IVF siireci
tamamlanir. Klasik yontemde eksojen gonadotropinler
hastaya uygulanarak, ¢cok sayida oosit gelisimi stimiile
edilir ve sonrasinda bu oositler transvajinal yolla aspire
edilir. Follicle-stiumating hormone (FSH) sayesinde
ortaya ¢ikan antral follikiiller, toplama iglemi dncesi
Graafian evreye kadar olgunlasir. Bu metodun en biiyiik
faydasi, folikiillerin normal in vivo gelisimini taklit
etmesidir (suprafizyolojik ortamda olmasina ragmen).
Gene de, kontrollii over stimulasyon siirecinin birgok
negatif yan1 da mevcuttur. Ilaglarin yiiksek maliyeti
ve risk altindaki popiilasyonun yaklasik %10munda
goriilebilen over hiperstimiilasyon sendromuD). bu
negatif yanlardan sadece birkagidir.

Alternatif bir yontem olan IVM'de, stimiile
olmamus antral folikiiller kullanildigindan gonadotropin
tedavisine ihtiya¢ kalmaz. Antral folikiilleri igeren
oositler profazin mayoz I evresinde yakalanarak,
metafazin mayoz II evresine kadar 24-48 saat boyunca
in vitro kiiltlirde tutulur. Bu siire sonunda olgunlagan
oositler ya standart inseminasyon ya da daha siklikla
intrasitoplazmik sperm enjeksiyon yontemiyle fertilize
olur(22.23),

IVM ile dogan ilk canli bebek Cha ve arkadaslar
tarafindan 1991'de bildirilmistir(4). 90'larin basindan
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giliniimiize kadar olan siiregte, folikiilogenez siirecini
daha iyi anladik¢a, IVM tekniginde ilerlemeler
kaydedilmistir. Bunlara 6rnek, kiiltiir ortamlar1 ve oosit
toplama (6ncesinde FSH veya hCG ile hazirlama gibi)
verilebilir. Glinlimiizde arastirmacilar over dokusundan
in vitro folikiiler biiylimeyi (IVM) ve beraberinde IVF
oncesi gelistirme {izerine galismaktadirlar. Ote yandan,
bugiine kadar yayimlanmig IVM ile ilgili literatiiriin
¢ogu olgu sunumu olup, genelde az sayida hasta
igermektedir. Bu sebeple, elde edilmis data halen
yetersizdir. Daha kapsamli galigmalar sonrasi optimize
edilmesi halinde IVM, hem infertil hastalarda hem
fertilite prezervasyonunda, over stimiilasyonuna gore

daha hasta-dostu bir alternatif sunabilir.

Kiiltiir Medyas:

IVM sirasinda oositlerin kiiltiir ortamlari,
gelisimlerinde biiyiik rol oynar. Oositlerin maturasyonu
i¢in gereken bir¢ok kiiltiir medyas1 bugiine kadar
karstlastirlmig5), ancak uzmanlar arasinda fikir birligi
halen olusmamustir. Ote yandan, segilen medyanin
oosit maturasyon orant ve enerji tiiketimi iizerinde
etkili oldugu ortadadir(26),

Arastirma sonuglar1 IVM esnasinda oositlerin
enerji kaynaginin piruvat oldugunu géstermistir(26),
Oositlerin IVM'da gonadotropinlerin roliinden dolayz,
IVM Kkiiltiir medyasina genelde rekombinant FSH ve
luteining hormone (LH) veya hCG eklenir. Bu
yaklasimla ilgili yapilmis arastirmalar kisitli olmakla
beraber(27:28), oosit IVM'u siirecinde gonadotropinlerin
rolii iizerine ileri diizey ¢aligmalara halen ihtiyag
duyulmaktadir.

Kiiltiir medyada genelde bulunan serum, albumin
kaynag1 ve steroid onciisiidiir. Hem de hiicreler igin
biiyiime faktoriidiir. Medyada serum yoksa, ek albumin
destegi 6nemlidir(22),

Maturasyon siirecinde, oositlerde epigenetik
modifikasyonlar yasandigindan, kiiltiir kosullar1 ve
IVM'in gen imprinting iizerindeki potansiyel etkileri
onemlidir(2:29), TVM'in epigenetik modifikasyona
etkisini net ortaya ¢ikaracak daha fazla galismaya
ihtiyag vardir. Gelecekte fertilizasyon ve transfer 6ncesi

oositlerin epigenetik profillemesi gerekli olabilir.

Oosit Toplama
IVM'deki oosit toplama teknigi IVF'e oldukga
benzerdir. Ancak, toplama oncesi tedavideki

iyilestirmeler bagar1 oranini arttirmistir. Birgok ¢alisma

sonucu, oosit toplama dncesi in vivo hCG
uygulamasinin oositlerin IVM oranini arttirdigini
gostermistir(30-32), Bu yaklasim giiniimiizde hastalarda
PKO olsun olmasin uygulanmaktadir(33:34),

Oosit maturasyonu 6ncesi in vivo FSH tedavisinin,
gebelik oranlarina yansimasini gdsteren bulgular
tutarsizdir. Bir¢ok arastirmaci, FSH tedavisinin,
toplanan oosit sayisini ve bu oositlerin maturasyon
potansiyelini hem saglikli kadinlarda(5), hem PKO
hastalarindaG9) arttirdigini gostermistir. Ancak, bagka
calismalar bu iki grupta FSH tedavisinin maturasyonu,
fertilizasyonu veya gebelik oranim arttirmadigim ortaya
koymustur37-38), Yakin zamanda Fadini ve arkadaslar,
oosit toplama islemi dncesi degisik gonadotropinleri
prospektif olarak uygulanislardir32). Calismada higbir
gonadotropinin uygulanmadig1 kontrol grubunun yani
sira, bir gruba sadece FSH, bir gruba sadece hCG ve
bir gruba FSH ve hCG verilmistir. Hem sadece hCG
verilen grupta hem hCG ve FSH verilen grupta, oosit
maturasyon oranlari daha yiiksek bulunmustur. Klinik
olarak en degerli bulgu ise, FSH ve hCG verilen grubun
en yiliksek klinik gebelik oranina (%29,9) sahip
olmasidir. Bu ¢alisma sonucundan, gonadotropinlerin
kombine kullanimlarindan fayda saglanabilecegi
¢ikarimi yapilabilir.

IVM basarisi igin oosit toplamanin zamanlamasi
da ¢ok onemlidir. Son ve arkadaslart PKO hastalarinda,
dominant folikiiliin ebadinin toplama anindaki 6lgiistiyle
IVM sonuglarmi karsilastirmistir39). Arastirma sonucu,
I4mm'den kiiciik folikiillerin 14mm'den biiyiik
folikiillere gore daha yiiksek implantasyon ve klinik
gebelik oranina sahip oldugunu gostermistir. Bu
sonuglarin, ek prospektif ¢aligsmalarla teyit edilmesi
gerekse de, IVM protokollerini iyilestirmek igin dnemli

bir yaklasim olarak goziikmektedir.

Klinik Uygulamalar

Over hiperstimiilasyon sendromu riski olan
hastalarda, in vitro oosit maturasyonu kapsamli
gonadotropin stimiilasyonu gerektirmediginden biiytik
avantaj saglar. Bu sebeple, [IVM'in klinik uygulamastyla
ilgili birgok caligma PKO gibi over hiperstimiilasyon
sendrom riski yiiksek hasta gruplarinda yapilmistir.
Calisma sonuglari, fertilizasyon oranini %73,3G4),
implantasyon oranini %21,6 (36), klinik gebelik oranini
%40,339) ve canli dogum oranmm %15,9(40) olarak
ortaya koymustur.

Over stimiilasyonuna zay1f cevap veren hastalarda
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da TVM basariyla uygulanmaktadirG9). Genelde yeterli
oosit biiyiimesi olmadiginda veya eksojen
gonadotropinlere cevap veren oosit sayisinin yetersizligi
sebebiyle siklus iptal olabilmektedir. Ancak Liu ve
arkadaslari bu tip hastalarda olgunlagmamis oositlerin
(capt <14mm) aspire edilip, in vitro olgunlasabilecegini
gostermislerdir(*l). Bu ¢alismanin sonucunda,
fertilizasyon oran1 %78,8, implantasyon orani %20 ve
toplam 8 siklusta 2 canli dogum (1 devam eden gebelik)
verileri ortaya ¢ikmistir. Tiim bu nedenlerle IVM, hiper
cevap verenler kadar, zayif cevap verenler i¢in de

ilging bir segenek olabilir.

In Vitro Folikiiler Gelisim

Hiperstimiilasyon riski olanlar veya gonadotropin-
lere zay1f cevap verenler i¢in oostilerin [IVM'u heyecan
verici bir segenek sunsa da, folikiillerin antral evrede
olmas1 gerekmektedir. Ote yandan, in vitro gelisimde
folikiiller, primordial veya preantral evrelerde toplanir.
Bu teknigin ana amaci folikiillerin antral evreye kadar
gelisimini saglamaktir. Kemoterapi ya da radyasyon
tedavisi géren hastalarda fertilite prezervasyonu icin
in vitro gelisim sonras1 IVM'de basar saglanmasi ¢igir
agict bir gelisme olur. Heniiz basarili bir gebelik
bildirilmemis olmasina ragmen, aragtirmacilar hem
insanlar hem hayvanlar iizerinde ¢aligmalarina devam
etmektedir.

Bu islem igin Oncelikle over kortikal dokunun
biyopsisi gerekir. Insanlar iizerindeki galismalarda
biyopsi genelde jinekolojik ameliyat ya da sezaryan
esnasinda yapilmustir(#2-44)_ Kiiltiire konmadan &nce,
folikiiller ya mekanik olarak(43) ya da etraf over
stromasinin enzimatik eritilmesiyle(42) izole edilir.
Genelde yeterli sayida folikiil izole edilse de, biiyiik
ihtimalle over stroma desteginden uzak kaldigindan
folikiiller kiiltiirde birkag giin iginde atreziye ugrarlar.
Bu sebeple arastirmacilar primordial folikiillerin in
situ kaldig1 over korteks seritlerini kiiltiirde saklamaya
baslamislardir(43-44), Bu metodun uygulandig1 bir
caligmada, over korteksindeki folikiillerin %66's1
kiiltiirde 4 hafta bozulmadan kalmis ve ¢ogu primer
veya sekonder gelisim evrelerine girmistir(4). Bu
metotla elde edilen oositlerin, yeterli maturasyonu
saglayip, basartyla fertilize olma oran1 hakkinda daha
fazla galigsma gerekmektedir.

iki basamakli kiiltiir sistemiyle, Telfer ve
arkadaslar1 in vitro olarak primordiyal/primer folikiilleri

antral evreye kadar olgunlastirmislardir3). Serum
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icermeyen medyada over kortikal doku biyopsileri 6
giin kiiltlire edilmis ve sonrasinda preantral folikiilleri
izole edilip, activin A ile tekrar kiiltiire edilmistir.
Antral formasyona sadece %30 oosit ulagabilmis olsa
da, bu teknik IVM 6ncesi folikiillerin in vitro gelisimi
i¢in bir alternatif olugturabilir.

IVM oncesi in vitro gelisim igin kullanilan
teknikten bagimsiz, oositler enerji kaynagi olarak
piruvat kullanirken, somatik hiicreler (folikiil i¢inde
oositi gevreleyen granuloza ve teka hiicreler gibi)
glukoza ihtiya¢ duymaktadir. Bu sebeple, medyaya
eklenecek maddeler dogru gelisim ortamini yaratmak

i¢in 6zenle segilip, ayarlanmalidir.

Sonu¢

Yukarida bahsi gegen gelismelerin farkliliklarina
ragmen, ortak amag ayni olup; basar1 oranin1 arttirirken,
hasta giivenligini de iyilestirmektir. YUT'de ¢oklu
gebelik 6nemli bir konu iken, tek embriyo transferi
ikiz veya ¢oklu gebelik insidansini diisiirmek icin tek
¢oziimdiir. Ancak, tek embriyo transferi, goklu embriyo
transferine es deger sonuglar saglamadig: siirece,
kullanimi bizdeki gibi ancak konuyla ilgili zorunlu
yasalar koyan devletlerle smirli olacaktir. Sekretomikler
ve metabolomikler sayesinde en yliksek reprodiiktif
potansiyeli olan, genetik olarak da saglikli embriyolart
segebilme yetimiz artarsa, tek embriyo transferi optimize
hale gelebilir. IVM teknigi ise over hiperstimiilasyon
sendromu riskini azaltarak, hasta gilivenligini arttirabilir.
Ayrica IVM, zayif cevap veren veya fertilite
prezervasyonuna ihtiya¢ duyan hastalarda ilging bir
alternatif olabilir. Rutin klinik uygulamalara gegmeden
once kapsamli arastirmalara gerek olsa da, yukarida
bahsi gegen yakin donemli gelismeler YUT sonuglarmi

iyilestirmede biiyiik umut vaat etmektedir.
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