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Calismanin Sorusu:Primer over yetmezligi (POY) olan hastalarin infertilite tedavisi
icin 1inaktif  folikiillerin in vitro aktivasyonunu (IVA) takiben vitrifikasyon
kullanilarak ~ over dokusunun  dondurularak saklanmasi (kriyoprezervasyon)
potansiyel bir yaklasim midir?

Ozet Cevap: IVA tedavisini takiben vitrifikasyon yaklasiminz rezidii folikiil iceren
POY hastalari i¢in potansiyel bir infertilite tedavisidir.

Su ana kadar bilinenler: Akt (protein kinaz B) uyaricilar1 [PTEN(10. Kromozomda
silinen TEN sin homolojiye sahip fosfataz) inhibitorii ve fosfotidilinositol-3 kinaz(P13
kinaz)uyaricisi] in-vitro kosullardaki inaktif primordial folikiilleri aktive eder ve
ovarian fragmantasyon hippo sinyal yolagini bozarak folikiil biiylimesine yol acar. Biz
POY  hastalarin1 over vitrifikasyonu, fragmantasyonu ve ilag tedavisinin
kombinasyonu, takibinde ototransplantasyonu ile tedavi ettik, bagarili folikiil
biiylimesi ve gebelikler rapor edildi.

Calisma dizayni, boyutu,siiresi: 12 Agustos 2011 ve 1 Kasim 2013 arasinda POY’li
37 infertil kadin {izerinde yapilan prospektif klinik calisma olarak gergeklestirilmistir.
Onceki yayimdan sonra 10 yeni hasta ¢alismaya dahil edilmistir.

Katihmcilar/Materyal Metod: POY hastalar1 ilk olarak 1 yildan fazla siiredir adet
gormeyen ve FSH serum degerleri >40 mIU/ml (n=31) olan hastalardan sec¢ilmis olup,
daha sonra daha kisa siireli adet gormeyen hastalar1 da igerecek sekilde dlgiitler adet
gormeme siiresi>4 ay,yas <40 ve FSH serum degeri>35 mlU/ml (n=6) (ortalama deger
71.8 + 30.8, aralik 35.3-197.6) olarak degistirilmistir. Laparaskopik cerrahi ile
ooferektomi yapilarak over korteksleri vitrifikasyon i¢in seritler halinde ¢ikarildi.
Baz1 pargalar dokusal olarak incelendi. Isitma sonrast Akt uyaricilariyla 2 giinliik
kiltirleme oOncesi 2-3 serit kiiclik kiiplere boliindii. Yikama sonrasi laparaskopik
cerrahi ile over kiipleri fallopian tiiplerin serozasi altina nakledildi. Folikiil biiyiimesi



ultrason ve serum Ostrojen seviyeleri ile izlendi. Olgun folikiillerden oositin geri alimi
sonrast IVF gercgeklestirildi.

Ana Sonuclar ve Sansin Rolii:37 hasta arasindan %54 iinde histolojik olarak rezidii
folikiil vardi. Folikiillere sahip olan hastalarin 20 sinin 9 unda otograft folikiil
biliylimesi gozlenmis ve 6 hastadan 24 folikiil geri alinmistir. IVF ve embriyo
transferini takiben 4 hastanin 3 {inde serumda hCG saptanmis olup, biri diisiikle ikisi
basarili dogumla sonu¢lanmustir. IVA bagsarin1 6ngormek i¢in; over kortekslerinin rutin
histolojik analizlerinin ve POY’nin erken teshisinden itibaren ooferektomiye kadar
olan siirenin kisa tutulmasinin gegerli parametre oldugunu bulduk.

Kisithhiklar, Sakinma nedenleri: Bulgularimiz mevcut vitrifikasyon protokoliiniin
over dokusunun dondurulup korunmasi i¢in etkili oldugunu 6nermesine karsin, nakil
sonrast  folikiil biiyiimesindeki vitrifikasyon potansiyeliyle ve yavas donmay1
karsilagtirmadik. Yiksek vaskiilaritesi ve folikiil biiylimesinin izlenmesinin kolaylig
nedeniyle fallop tlipii serozasini otograft bolgesi olarak sectik. Over dokulart i¢in en
1y1 otografting bolge degerlendirilmesi i¢in gelecekte ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.
IVA tedavisi sonucglarimi 6ngormek icin, POY’deki rezidiiel folikiillerin varliginm
belirtecek biyolojik belirteclerin tanimlanmasi igin ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Bulgularin daha genis gostergeleri: POY hastalarinda over rezervi diger bir adiyla
rezidiiel folikiil havuzu yasla birlikte azalmaya baglar. Eger bir over POY un erken
asamalarinda dondurulup korunursa, IVA tedavisi i¢in nihai karar 6ncesi hastalara ek
olarak non invaziv infertilite tedavileri uygulanabilir.Ayrica,evlenmemis POY
hastalarinda over dokularmin dondurulup korunmasi ¢ocuk sahip olmak istedikleri
zamana kadar fertilitenin korunmasina izin verir.

Calisma Fonu/Rekabet ilgisi: Bu calisma ‘Grant-In-Aid for Scientific Research’
tarafindan desteklenmigtir.

Klinik Calisma Kaydi: UMINO000010828.
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yetersizligi / in-vitro aktivasyon /Akt stimiilasyon

GIRIS: Ototransplantasyonu takiben over dokusunun dondurulup saklanmasi
gonadotoksik tedavi alan kadinlarda fertilite korunumu i¢in umut vaat eden bir
yontemdir. Bu prosediir aym1 zamanda progresif over disfonksiyonundan muzdarip
hastalar ic¢in yararli olabilir. Preovulatuar folikiilden elde edilen olgun oositlerin
depolanmasini gerektiren oosit dondurulmasiyla karsilastirildiginda over dokusunun
dondurulup korunmasi pre-pubertal kizlarda immatur oositlerin korunabilmesi
acisindan uygundur. Over transplantasyonu ve folikiil biiylimesini takiben erken
folikiiller fertilite tedavisi i¢in olgun oositlerin olusumuna izin verecek preovulatuar



folikiillere doniisebilir. Over dokusunun dondurulup korunmasi ayrica erken folikiiller
icindeki olgun olmayan bir¢ok sayidaki oositin depolanmasi avantajini tagimaktir.

Dondurularak saklanan over dokularmin ortotopik transplantasyonunu takiben
Hodgins lenfomali bir hastadan ilk basarili canlt dogum sonrasi, bir¢ok lireme merkezi
gecmisinde kanser olan hastalarda canli dogumla sonuclanan fertilitenin eski haline
getirilmesi  basarisint  rapor etmiglerdir. Tiim bu vakalarda over dokularinin
dondurularak saklanmasinda yavas dondurma protokolleri uygulanmaistir.

Doku korunumu i¢in yavas dondurmanin daha erken kullanimini takiben vitrifikasyon
yaklasiminda hizli ilerlemeler, ekim 6ncesi embriyolarin ve olgun oositlerin basariyla
dondurularak saklanmasina sebep olmustur (Katayama et al.,72003; Kuwayama et al.,
2005; Kuwayama, 2007). Vitrifikasyon yaklasiminin ilk avantaji, hiicrelerde fiziksel
ve mekanik hasara neden oldugu bilinen buz kristali olusumunun meydana
gelmemesidir. Ek olarak, vitrifikasyon, over dokularinin dondurularak korunmasinda
kolay bir yol olmasi, cabuk olmasi ve 6zel ya da pahali ekipman gerektirmemesinden
dolayr cazip bir prosediirdir. Over dokularinin yavas dondurulmast ve
vitrifikasyonunu karsilagtiran birgok calisma yiiritilmiistiir [reviewed in Amorim et
al. (2011)]. Bununla birlikte, farkli ve birbirinden ayrilan vitrifikasyon protokollerinin
kullanimi ¢eligkili sonuclara neden olmustur. Bu nedenle over dokularinin infertilite
tedavileri i¢in dondurularak korunmasina yonelik optimal vitrifikasyon protokollerinin
kurulmas1 6nem tasimaktadir.

Over islevleri yagla birlikte diiser ve bu durum azalan folikiil sayis1 ve menstrual
dongiiniin kesilmesiyle karakterizedir. Primer over yetersizligi (POY) olan hastalarda,
over folikiillerinin erken azalmasinda, genetik, immiinolojik, iyatrojenik ve diger
nedenler belirgindir. POY, kadinlarim %1’in1 etkiler ve yiiksek FSH diizeyleriyle, ve
40 yasindan once adetin kesilmesiyle kendini gosterir (Nelson, 2009). Bu hastalar
folikiil biiyiimesi ve ovulasyon olmadigindan infertildir ve oosit bagis1 tek tedavi
segenegidir. Menstrual dongiliniin durmasina ragmen, bazi hastalar uterus islevlerini
modiile etmeye yetecek miktarda Ostrojen ve progesteron iiretmeyen kiicliik ovarian
folikiillere sahip olabilir (De Vos et al., 2010).

Onceki raporumuz PTEN inhibitdrlerinin ve fosfatidyinositol-3-kinaz (PI kinaz)
uyaricilarinin inaktif murin ve insan primordial folikiillerinin in vitro kosullarda aktive
etme becerisini gostermistir (Li et al., 2010). Buna ek olarak gosterilmistir ki over
fragmantasyonu Hippo sinyal yolagimi bozarak CCN biiylime faktorlerinin artan
iretimine yol agmig ve folikiil biiyiimesini saglamistir (Kawamura et al., 2013).

Over dokusunun dondurularak saklanmasini (cryopreservation), fragmantasyonunu ve
in vitro kosullarda ilag tedavisi (PTEN inhibitorii ve PI3K aktivatorii) yoluyla
aktivasyonunu (IVA) ve takiben oto-naklini POY hastalar1 i¢in infertilite tedavisi



olarak kombine ederek basaril1 folikiil biiylimesi ve gebelikler rapor ettik (Kawamura
et al., 2013).

Burada basarili bicimde olgun oosit elde edebilmek i¢in ;over dokusunun vitrifikasyon
kullanilarak dondurulup saklanma protokollerimize ve POY hastalarimiza dair ayrintili
bilgi saglayip, yontemin infertilite tedavisinde potansiyel bir yaklasim olarak ele alip,
genisletilmis klinik calismanin sonucu hakkinda bilgi veriyoruz.Buna ek olarak
ooferektomi sonrasi over kortekslerinin histolojik analizlerinin ve hastanin POY tanisi
ile ooferektomi arasinda kalan kisa surenin IVA’nin basarisin1 tahmin etmede
giivenilir parametreler oldugunu gdosterdik.

MATERYAL VE METOD:

Hastalar

Mevcut klinik calismalar i¢in hastalara bilgi verip izinlerini ve St. Marianna
Universitesi Insan Konulu Komitesi ile Japonya Obstetrik & Jinekoloji Toplulugu’nun
onayni aldik.

POY hastalar ilk olarak 1 yildan fazla siiredir adet gormeyen ve FSH serum degerleri
>40 mIU/ml (n=31) olan hastalardan secilmis olup, daha sonra daha kisa siireli adet
gormeyen hastalar1 da icerecek sekilde dlgiitler adet gormeme siiresi>4 ay, yas <40 ve
FSH serum degeri>35 mlU/ml (n=6) (ortalama deger 71.8 £ 30.8, aralik 35.3-197.6)
olarak degistirilmistir. Anti-Miillerian hormon (AMH) diizeylerinin 6l¢limii i¢cin Aktif
MIA/AMH EIA kiti veya AMH Gen II ELISA kiti (Beckman Coulter, Brea, CA,
USA) fiiretici protokoliine uygun olarak kullanilmistir. AMH i¢in tahlil Aktif
MIA/AMH EIA kitinden AMH Gen Il ELISA’ya degistigi icin, Aktif MIA/AMH
EIA’dan elde edilen veri AMH Gen II ELISA i¢in 0.14 ¢arpim faktorii kullanilarak
(ng/ml) birimine ¢evrilmistir. AMH Gen II ELISA’nin ve Aktif MIA/AMH EIA’nin
aktif saptama birimleri sirasityla 0.16 ng/ml ve 1.0 pmol/I’dir. Endometriozis varligi
ooferektomi i¢in yapilan laparoskopik cerrahi sirasindaki pelvik gozleme dayali olarak
belirlenmistir (Re-AFS: asama I-I1T). Toplam olarak 37 hasta kayit altina alinmis ve
infertilite tedavisi i¢in over dokusunun dondurularak korunmasini takiben IVA igin
hastalara ooferektomi yapilmistir (Tamamlayict veri, Tablo SI).

Over Dokusunun Dondurulup Korunmasi

Laparoskopik cerrahi altinda, rezidiiel folikiillere zarar vermekten kagimmak igin
elektrokoteri hemostaz kullanmaksizin, tek ya da her iki overi ¢ikarmak igin
ooferektomi yapilmistir. Cikarildiktan sonra medula aciga cikacak sekilde overler
hemen ortadan ikiye kesilmistir (Fig. 1A, sol panel). Over, %10 Serum Substitute
Tamamlayicist ilave edilmis 37 C’de sicak bir tabakta bulunan modifiye-HTF
ortamina batirilmistir (SSS; IrvineScientific, Santa Anna, CA, USA). Kiiciik rezidiiel



folikiillerin biiylik boliimii POY hastalarinda overin korteks ylizeyinin 1-2 mm.lik
derinliginde bulunuyordu (Kagawa et al., 2009).Bu nedenle medulla, over
kortekslerinin (1-2 mm kalinliginda) hazirlanmasindan o6nce, kiigiik makaslarla
diseksiyon yoluyla alind1 (Fig. 1A, orta panel) ve kiiciik seritler halinde (0.5—1 x&0.5—
1 cm, 1-2 mm kalinliginda; Fig. 1A, sag panel) kesildi. Bu adim yiizey kiitle oranini
maksimize etti ve seritler Crysopport’un paslanmaz ignelerine yiiklenebilmesi icin
uygun oldu (Fig. 1B, sol panel). Over dokusunun dondurularak saklanabilmesi icin
daha oOnceden modifikasyonlarla tanimlanan vitrifikasyon metodu kullanildi
(Hashimoto et al., 2010; Suzuki et al., 2012).Over seritler %20’lik (h/h) SSS (WS
ortami) ilave edilen TCM199 ortaminda (Life Technologies, Foster City, CA, USA)
yikandi ve sonrasinda sirayla oda sicakligindaki ti¢ farkli vitrifikasyon cozeltisine
konuldu. Seritlerin 6nce %10’luk (h/h) ve 5 dakika da %20’lik (h/h) etilen glikol (EG,
Wako Pure Chemical Industries, Tokyo, Japan) igeren TCM199 ortaminda, takibende
5 dakika %20’lik (h/h) EG ve%?20’lik (v/v) SSS iceren TCM199 ortaminda dengeye
gelmeleri  beklendi. Ardindan seritler %35°lik  (h/h) EG, %5’lik (a/h)
polivinilpirrolidon (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ve 0.5 mol/l siikroz (Wako
Pure Chemical Industries) iceren TCM199 ortamina, vitrifikasyonunu son
asamasindan oOnce dengelenmeleri amaciyla, aktarildi. Ovarian seritler 15 dakika
iginde, minimum ortam hacmi igeren sivi nitrojene dikey olarak batirilmalar1 6ncest,
dort ince paslanmaz igne ve bir kriyojenik vialden olusan Cryosupport’a (Fig.1)
yiiklendi. Donmus seritlerin birbirinden ayr1 olarak kriyojenik viallere konulmasindan
sonra over dokular1 kullanimlarina kadar sivi azotta depolandi. Basarili vitrifikasyon
sonrast kortikal seritler seffaf bir goriiniime biiriiniirken (Fig. 1C, {ist plan) basarisiz
vitrifikasyon beyaz kriyohidratin kristal goriintimiiyle karakterize oldu (beyaz ok, Fig.
1C, alt plan).

Doku 1sitilmasi i¢in, Cryosupport’a yiiklenen over seritler1 37°C’de 1 dakikalik 1sitma
oncesi %20’lik SSS ve 0.8 mol/l siikroz iceren 5 ml’lik TCM199 ortamina batirildi.
Kriyoprotektan: ¢ikarmak i¢in over seritleri 3 dakika boyunca %20’lik SSS ve 0.4
mol/l siikkroz igeren TCM199°de, takiben de iki defa 5 dakika boyunca WS ortaminda
oda sicakliginda inkiibe edildi. Isitilan seritler bir sonraki adima kadar %10’luk SSS
ilave edilmis modifiye-HTF ortaminda tutuldu.

Over doku hazirlanmasi, vitrifikasyonu ve 1sitma adimlarini gosteren videolar
‘Supplementary Materials’da belirtilmektedir.



Figiir 1: POY hastalarindan aliman ovar dokularinin vitrifikasyonu. Laparoskopik
cerrahiyle ooferektomi sonrasi, over korteksleri CryoSupport kullanilarak vitrifikasyon
icin kiiciik seritler halinde parcalara ayrildi (0.5-1 x 0.5-1 cm). (A) Over korteks
dokularimin vitrifikasyon i¢in hazirlanmasi. Temsili gorseller POY’1i bir hastadan elde
edildi. Sol panel: medulanin diseksiyonu Oncesi bir over; orta panel: medulanin
diseksiyonu sonrasi bir over; sag panel: vitrifikasyona hazir kii¢iik over seritleri. (B)
Vitrifikasyon i¢in kullanilan ‘CryoSupport’ cihazi. Sol panel: CryoSupport kriyojenik
vial kapagina yerlestirilmis dort paslanmaz igneden olusmustur; sag panel: POY
hastasindan alinan over kortikal seritleri CryoSupport’a yerlestirilmis durumda.
Inceligine bagli olarak (1-2 mm), kortikal serit seffaf goriinmekte. (C) POY
hastalarinin over kortikal sgeritlerinin inisiyal vitrifikasyon prosediirii sonrasi
goriiniimii. Ust plan: Basarili vitrifikasyon kortikal seriti seffaf goriiniimiiyle
karakterize olur; alt plan: basarisiz vitrifikasyon beyaz kriyohidratin kristalize
goriiniimiiyle karakterize olur (0k).

Over Kortekslerindeki Rezidiiel Folikiillerin Histolojik Analizleri

POY hastalarinin over kortekslerindeki rezidiiel folikiilleri tanimlamak igin
kortekslerin %10-20’si histolojik analize tabi tutuldu. Over korteks pargalari Bouin
coOzeltisinde 2 saat boyunca tutulup, parafine gomiildii, 4 um kalinliginda boéliindii, ve
sonrasinda da hematoksilin ve eosinle boyandi (H&E). Folikiiller 151k mikroskobu
altinda belirlendi (Olympus, Tokyo, Japan). Boliimlerde folikiil saptayabilseydik,
kalan bolimleri gozlemlemeden analizleri sonlandirirdik. Rezidiiel folikiillerin
yokluguna tiim boliimlerin incelenmesinden sonra karar verildi.

IVA: Over Fragmantasyonu, Akt Stimiilasyonu ve Auto-transplantasyonu



Hastalar ilk ameliyat1 atlattiktan sonra iki veya li¢ par¢ca dondurularak saklanmis
(kriyo-prezerve) over seritleri, ikinci laparoskopik prosediir oncesi 2 giin boyunca
isitildi. Over seritleri ince diseksiyon bicagi kullanilarak daha kiigiik kiiplere (1-2
mm?®) ayrildi. Alt1 ila dokuz over kiipii, hiicre kiiltiirii insertine konuldu (Millicell
Hiicre Kiiltiirii Inserti, 12 mm, polikarbonat, 3.0 mm; Merck Millipore, Darmstadt,
Almanya).

24 saat boyunca, 30 um bpV (hopic), bir PTEN enzim inhibitorii (Merck Millipore),
ve 150 pm/ml 740 YP (Tocris, Bristol, Birlesik Krallik), bir PI3 K uyaricisi verilerek,
bunu takiben sadece 740YP ile inkiibasyonda, ve 24 saat de %10’luk (h/h) insan
serumu albiimin (Mitsubishi Tanabe Pharma, Tokyo, Japonya), 0.05 mg/ml askorbik
asit, %1’lik (h/h) antibiotik/antimikotik cozelti (Life Technologies) ve 0.3 [U/ml
rekombinant FSH (GONAL-f; Merck Serono, Tokyo, Japonya) iceren Dulbecco’nun
Asgari Yasamsal Ortami1/F12 ortaminda, 37°C’de %5’lik CO: igeren atmosferde
tutuldu (Hashimoto et al., 2010). PTEN inhibitoriiniin ve PI3K aktive eden peptidin
biyoaktiviteleri, 6nceden tanimlandigi gibi murin modellerde 6n teste tabi tutulmustur
(Li et al., 2010). Oto-transplantasyon i¢in over kiipleri transplantasyonun hemen
oncesinde 1sitilmis (37°C) ¢ozeltide ii¢ defa yikandi. Fallopi tiiplerinin tek ya da
ikisinin serozasinin altina over kiiplerinin transplantasyonu laparoskopik ameliyat ile
gergeklestirildi. Fallop tiiplerinin serozasinin alt yiizii, yiiksek vaskiilarizasyon,
transvajinal ultrason izlemesine uygunlugu, ve preovulator folikiillerden oositin kolay
almabilirligi nedeniyle asilama bolgesi olarak segildi. Serozanin kesilmesi ve
serozayla fallop tiipii arasinda bir kese yapilmasindan sonra, 20-100 over kiipii
yerlestirildi (Fig. 2A, iist ve orta paneller), ve takiben serozaya siiturlar kullanilarak
kapatildi (Kawamura et al., 2013). Alternatif olarak yara, asilama bolgesinden kiip
kaybr olmamasi i¢in, okside rejenerasyon seliiloz (Interceed; Johnson & Johnson,
Tokyo, Japonya) ile kapland1 (Fig. 2A, alt panel).



Figir = 2:Laparoskopik  cerrahiyle ovar parcalarinin
ototransplantasyonu ve asilama sonrasi foliklil biyimesinin
izlenmesi. (A) POY'li bir hastanin fallop tlplnin serozasinin
alt kismina ovar pargalarinin ototransplantasyonu. Ust panel:
Serozanin kesilerek seroza (oklar) ile fallop tlpi (ok basi)
arasinda bir cep yapilmasi; orta panel: ¢oklu over kipleri
(oklar) Fallop tlplerinin serozasinin altina asilanmasi; alt panel:
asillama bolgesinden kiip kaybi olmasini 6énlemek icin yara
okside rejenerasyon seliloz ile kaplandi. (B) Biiyliyen
foliktllerin temsili ultrasonik goriintlleri. Sol panel: POY
hastasinin Fallop tlpinin serozasi altina asilanmis over
parcalarinin (arti isaretleri) icinde buyuyen iki folikdl. Folikdl
gorintusi civardaki medulanin yokluguyla karakterize olur;
sag panel: IVF icin oosit alimi yapilan infertil bir hastanin
kontrolli over stimilasyonunu takiben overinin icinde
buyuyen iki folikll. Folikiil géruntist buytyen folikile (oklar)
bitisik medular dokunun varligiyla ve overin net konturuyla
karakterize olur (ok baslari).

Folikiil Biiyiimesinin ve IVF-Embriyo Transferinin izlenmesi

Over kiipleri fallopi tiiplerinin serozasinin altina oto-transplantasyonu sonrasi,
asilanmis bolgelerdeki folikiil biiylimesi haftalik ve ya iki haftada bir transvajinal
ultrason ile birlikte biiyliyen antral folikiilleri saptamak amaciyla serum 0Ostrojen ve
gonadotropin diizeyleri izlendi. POY olan hastalarda endojen gonadotropinin
baskilanmasi,folikiilogenez ve ovulasyonun baglamasinda, muhtemelen rezidiiel
folikiillerin eksojen gonadotropin stimiilasyonuna duyarliliginin eski haline gelmesi ve
gonadotropinlere duyarsizlasmasinin hafiflemesi yoluyla olustugu ve onem tasidigi
rapor edilmistir (Menon et al., 1983; Nelson et al., 1994; Ishizuka et al., 1997).
Hastalara eksojen gonadotropin stimiilasyonu Oncesi yiikselmis endojen
gonadotropinleri baskilamak icin 0.625-1.875 mg 0Ostrojen (Premarin; Pfizer Inc.)
verildi.Antral folikiiller saptandiginda, izleme siklig1 her 2-3 giinde bire ¢ikarildi ve
folikiiller cap1 16 mm’den biiyiik olana ve serum estradiol diizeyleri 200 pg/ml’yi
asana kadar, folikiil biiyiimesi giinliik 150-300 IU rekombinant FSH (Merck Serono)
enjekte edilerek saglandi. Bazi durumlarda, biiyliyen folikiil yaklasik olarak 14 mm
capina ulastiginda prematiire LH dalgalanmasindan kag¢inmak i¢in 0.25 mg’lik GnRH
antagonisti, setroreliks asetat (Cetrotide, Merck Serono), giinliik olarak uygulandi.
Folikiil ¢ap1 yaklasik olarak 16 mm’ye ulastiinda oosit maturasyonu, tek seferlik
10000 IU hCG (Gonatropin; Asuka Pharma) enjeksiyonuyla baslatildi. Birkac hasta



kisisel zamanlama nedenlerine bagli olarak, folikiil cap1 13-15 mm’ye ulastiinda hCG
aldi. 36 saat sonra oositler, ultrasonografik destekle, 19-20 G igne kullanilarak
transvajinal alim yoluyla, folikiillerden aspire edildi. Oosit alimi1 sonrasi, enjekte
edilen oositlerin 16 saat boyunca dollenme ortaminda kiiltiirlenmesi 6ncesi ICSI
kullanilarak IVF gerceklestirildi (Quinn’s Advantage Fertilization HTF Universal
Medium; CooperSurgical, Trumbull, CT). ICSI d6llenme bagarisini artirmak amaciyla
kullanild.

Dollenmis oositler hiicre boliinmesi ortamina aktarildi (Global, LifeGrobal, Tokyo,
Japan) ve bir giin boyunca Kkiiltiirlendi. Kiiltiiriin ikinci giinlindeki erken
preimplantasyon embriyolar1 Cryotop (Kitazato BioParma; Kuwayama, 2007)
kullanarak vitrifikasyon yoluyla dondurularak saklandi ve kullanima kadar siv1 azotta
tutuldu.POY hastalarinin embriyo implantasyonunu 1iyilestirmek i¢in embriyolar
dondurularak saklandi ve ardindan hastalara 6strojen (Premarin and Estrana TAPE;
Hisamitsu Pharmaceutical) ve progesteron (Progestone; Fuji Pharmaceutical)hormon
destegini takiben nakledildi. Ostrojen ve progesteron uygulamalarmin dozaj1 ve siiresi,
her hastanin endometrial kalinlik durumuna gére belirlendi. Embriyo transferi sonrasi
hastalara, erken gebeligi Onlemek amaciyla,6 hafta boyunca giinliik 10 mg oral
progesteron (Provera; Pfizer Inc.) ve haftalik 125 mg i.m. progesteron enjeksiyonu
(Proge depot; Mochida Pharmaceutical) uygulandi. Gebeligin tespiti ultrason yoluyla
ve serum hCG diizeylerinin Ol¢iimiiyle yapildi. Hasta gebe kaldiktan sonra fetiisiin
gelisimi rutin prenatal kontroller yoluyla izlendi.

Istatistiki Analizler

Gruplar arasinda, POY tanisindan ooferektomiye kadar gecen zaman farkliliklarim
degerlendirmek i¢in parametrik olmayan Kruskal-Wallis testi ve esik degeri (0 pg/ml)
tizerindeki AMH konsantrasyonlarinin frekanslarimin farkliliklarin1 degerlendirmek
icin Fisher’in kesin testi kullanilarak istatistiki analiz yapildi. Fisher’in kesin testi
endometriyozisli hastalarin oranin1 karsilastirmak icin kullanildi. Ooferektomi
yapilanda yas icin sonuglar ortalama deger + standart sapma olarak sunulurken,
tanidan ooferektomiye kadar gecen siire verisi ise medyan (kartil) olarak ifade edildi.

SONUCLAR :
POY Hastalarindan Alinan Over Dokularinin Vitrifikasyonu

POY hastalarindan alinip hazirlanan over seritlerinin sayilar fertilite korunmasi i¢in
kanser hastalarmin ‘normal’ overlerinden alinanlarla karsilastirildiginda, sinirl
kaliyordu (POY: ortalama deger 7.2 + 5.4 serit, aralik: over basma 1.5 — 25, n=37;
kanser hastasi: ortalama deger: 19.2 £ 5.1 serit, aralik: over basina 11 — 30, n=18).

Over Kiiplerinin Ototransplantasyonu ve Folikiil Biiyiimesinin Izlenmesi



Fallop tiiplerinin alt boliimiindeki graftlarda folikiil biiyiimesi olan hastalarda, graftta
bliyiiyen folikiiller (Fig. 2B, sol panel, arti isaretleri) yakinlarinda ve civarinda
bulunmasi gereken medulanin yokluguyla karakterize olan benzersiz morfolojileriyle
saptandi. Bu, kontrollii over stimiilasyonunu takiben IVF i¢in oosit alimi yapilan
infertil hastalarin overlerinde biiyiiyen folikiillerin rutin saptanmasiyla direk bir tezat
icindedir. Over icindeki bu folikiiller i¢in (Fig.2B, sag panel) bitisik medular yap1
(oklar) ve overin hatlar1 (ok baslar1) belirlenebilir.

Over Kortekslerdeki Rezidiiel Folikiillerin Vitrifikasyon icin Histolojik
Degerlendirmesi

Onceki calismamizda (Kawamura et al., 2013) POY hastalarinda IVA sonrasi folikiil
bliylimesi sadece histolojik analizlere dayanarak over kortekslerinde rezidiiel folikiil
olan hastalarda saptandi. 10 hasta daha dahil edildikten sonra bu yaklasimm IVA
neticesini ongdérmede giivenilir bir parametre olup olmadigini yeniden degerlendirdik.
Genel olarak rezidiiel folikiilleri degerlendirmek i¢in her over seridinin %10-%20’sini
kullandik. Hastalar arasinda toplam rezidiiel folikiil sayilarinin farkli olmasina ragmen
baz1 hastalarda birka¢ primordial, primer ve sekonder folikiil bulabildik (Fig. 3A, sol
st ve alt paneller). Buna karsin hastalarin %46’sinda kapsamli histolojik analizlere
ragmen rezidiiel folikiillerin olmadig1 goriildii (Fig. 3A, sadece over korteksindeki
baglayict doku hiicrelerinin varligin1 gosteren sag panel). Rezidiiel folikiillii ve
folikiilsliz hastalarin oranlar1 Fig.3B’de gdosterilmistir. Histolojik analizlere dayanarak
rezidiiel folikiilii olmayan 17 hastaya, talepleri Tlzerine ototransplantasyon
gerceklestirdik. Fakat bu hastalarin higbiri yaklasik 1 yillik gozlem siiresi iginde
folikiil biiytimesi gostermedi. Bu nedenle histolojik analizlerin, IVA basarisinin 6n
goriilmesi acisindan gecgerli parametre oldugu netlesmektedir.



Figlir 3: POY hastalarinin over kortikal
seritlerindeki rezidiel folikillerin
degerlendirmesi i¢in yapilan histolojik
analizler. (A) POY’li hastalarin over kortikal
bolimlerinin  temsili H&E boyamasi
gorintileri. iki sol panel: rezidiel folikilli
bir hasta; Sag panel: rezidiel folikilleri
olmayan bir hasta. Ok: sekonder folikil; ok
basi:  primordial  folikiil.  insertlerde
gosterilenler buyitilmas gorintdlerdir.
Olcek cubugu, 200 pm. (B) Rezidiiel
foliktlleri olan ve olmayan POY
hastalarinin orani. Parantez icindeki sayilar

her gruptaki / toplam hasta sayisini temsil

etmektedir.

-]

(+) -)
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IVA’y1 Takiben Ototransplantasyon Sonrasi Basaril Folikiil Biiyiimesi

Onceki makaledeki (Kawamura et al., 2013) 27 hastalik topluluga 10 yeni hasta
ekleyerek bulgularimizi 37 hasta {izerinde ifade ediyoruz. Yapilan histolojik analizler
sonucu, 37 hastanin 20’sinin overinin rezidiiel folikiil icermekteydi. Folikiilli
hastalarin 20’sinin 9’u 6 hastadan alinan 24 oositle yapilan otograftta folikiil biiyiimesi
gosterdi. IVF’yi ve dort hastaya yapilan embriyo transferini takiben ii¢ hastada serum
hCG degerlerine dayanarak gebelikler tespit edildi; bu gebeliklerin biri diistik ve ikisi
basarili dogumla sonugland.

IVA tedavisi sonrast dogan saglikli ilk erkek bebege (Kawamura et al., 2013) ek
olarak, bir kiz bebek(dogum agirligi: 2970 g; and Apgar skoru: 1 dk’da 8 /5 dk’da 9;
umblikal arterdeki kan pH diizeyi: 7.27) 38 hafta ve 2 giinliik gebelik sonrasi sezaryen
ile dogdu. Bebek normal fiziki 6zelliklere, plasentaya (443 g) ve umblikal kordona
sahiptir. Over parcalarinin transplant edildigi bolgelerin kontroliinde fallop tiiplerinin
altinda anormal biiyliime olmadigini1 gosterdi.

Klinik veriye ve hasta gecmisine baghh olarak IVA basarisint 6ngérmek icin ek
parametreler tanimlamayi denedik. Tablo 1°’de gosterildigi gibi vitrifikasyon icin
ooferektomi yapilan hastanin yasi tiim gruplarda benzer olmasina ragmen, tanisindan
oofeektomiye kadar olan siire IVA tedavisine yanit veren rezidiiel folikiillii hastalar



icin kayda deger Ol¢iide kisa idi. 37 POY hastasi arasinda, sadece dokuzu saptanabilir
serum AMH diizeyine ve olumlu IVA neticeleri olan hastalar da en yiiksek serum
AMH diizeylerine sahipti (Tablo 1). Rezidiiel folikiillere sahip hastalar arasinda, IVA
tedavisine folikiil biiytimesi gostererek yanit verenlerin serum AMH diizeylerinin
medyan degeri, IVA tedavisine yanit vermeyenlerinkinden yaklagik 2.3 kat yiiksekti
(Tablo 1). Bununla birlikte, rezidiiel folikiillerin histolojik varligina ve yokluguna
sahip gruplar arasinda (%20’ye karsin %29.4) esik degerinin (0 pg/ml) iizerindeki
AMH konsantrasyonlarinin frekansinda fark olmamasi, histolojik analizler kullanarak
yapilan taranmayla karsilagtirildiginda IVA basarisint ongérmede serum AMH
degerlerinin ikincil bir parametre oldugu 6ne siirmektedir. ilging bi¢imde, rezidiiel
folikiilli ve IVA tedavisine folikiil biiyiimesiyle yanit veren hastalarda siklikla
endometriozise rastladik (Tablo 1).

TARTISMA:

IVA ve otografting sonras1 basarili folikiil biiyimesine dayanan yukarida tanimlanan
vitrifikasyon protokoliinii kullanarak islevsel erken over folikiilleri basariyla
dondurarak sakladik.Onceki yaymimmzda (Kawamura et al., 2013) anlatilanlara ek
olarak 10 yeni hastay1r kaydederek over kortekslerin ve hastalarin POY tanisindan
ooferektomiye kadar olan siirelerinin ge¢misinin IVA neticesiyle iliskili oldugunu
gosterdik.

Burada over dokusunun dondurularak saklanmasi i¢in vitrifikasyona mukabil yavas
dondurmayi karsilastirmamis olsak da bulgularimiz mevcut vitrifikasyon protokoliiniin
over doku korunumu i¢in etkili oldugunu ortaya koyuyor. Over dokularinin
dondurularak saklanmasi kanser hastalar1 i¢in fertilite korunumu baglaminda 6nem
kazanan bir segenek oluyor. Avantajlar1 arasinda prepubertal donemde uygunlugu ve
yliksek sayida immatur oositin depolanmasi vardir; ek olarak over dokusunun
dondurularak saklanmasi, olgun oositlerin ya da embriyolarin dondurulmas: ig¢in
gerekli olan ertelemeyi minimize eder.Over dokusunun vitrifikasyonu hemen
zamanlanabilirken, olgun oositleri ve embriyolar1 elde etme amacli over stimiilasyonu
icin ¢ok zaman gereklidir (Loren et al., 2013).Kanser hastalar1 i¢cin over dokusunun
dondurularak saklanmasi, kemo- veya radyo- terapinin zaman kaybetmeden
baslatilmasina miisaade eder. POY durumunda, over rezervi, yani rezidiiel folikiil
havuzu yagsla birlikte eksilmeye devam eder (Nelson, 2009). Bu, POY tanisindan
ooferektomiye kadar olan daha kisa siireli amenorenin IVA tedavisine daha olumlu
yanit vermesiyle iliskilendirilen bulgularimiza uygundur. Eger bir over erken yasta
dondurularak saklanirsa IVA tedavisi i¢in nihai karar verilmeden once hastalar ilave
noninvaziv fertilite tedavisi deneyebilirler. Ek olarak, over dokularinin dondurularak
saklanmasi, oto-transplantasyon icin bir karar verilmeden once rezidiiel folikiillerin
varlig1 ya da yoklugunu degerlendirecek histolojik analizlerin yapilmasi icin yeterli



siire tanir. Ayrica ikinci ameliyatin daha elverigli bir sekilde programlanabilmesi
segenegini sunar.

Mevcut yaklasim islevsel olgun oositlerin infertilite tedavisi i¢in basarilt bigcimde
dondurularak saklanmasim1 tasvir eder. Deneyimimize dayanarak, dondurularak
saklanma dengelemesi asamasi siliresince vitrifikasyonda basarisizliktan kaginilmasi
onemlidir. SOzii edilen basarisizlik, ince over katmanlari hazirlanarak minimize
edilebilir (Amorim et al.,, 2011). POY overlerinin vitrifikasyonunda, doku
hazirlamasinda ozellikle ileri POY vakalarinda goriilebilen ovarian biiziismeden
kaynakli piirizli over yiizeylerin varhgmin sikligima bagli olarak 6zel caba
gosterilmelidir.

Dondurularak saklanmis over dokularinin transplantasyonu icin, over fossasinin
peritoneumu ve kalan over, asilama i¢in orjinal bolge (orthotropic) olarak secilebilir.
Ortotopik bolgenin orijinal nisi folikiiller gelisim i¢in kullanma ve dogal yoldan gebe
kalma olasiligi avantajlar1 vardir. Giinlimiizde dondurularak saklanmis over
dokusunun ortotopik bolgelere ototransplantasyonu sonrasi bir diizine canli dogum
rapor edilmistir (Donnez at al., 2004). Heterotopik asilamada, minimal invaziv cerrahi
girisim ve oosit alimi i¢in kolay erisim saglamasi nedeniyle siklikla deri alt1 bolgesi
secilir (Demeestere et al., 2009). Bununla birlikte heterotopik asilama basarili gebelik
icin daha az etkilidir. Yakin ge¢miste, yliksek konsantrasyonda proanjiyojenik biiytime
faktorleri iceren ve pihti hiicrelerinden zengin plazma eklenip neoanjiyogenez
baglatilmasini takiben, dondurularak saklanmis over dokularinin broad ligamentin arka
tarafinda yer alan ceplere asilanmasindan sonra, bir tane canli dogum rapor edilmistir
(Callejo et al., 2013).Fallop tiiplerinin serozasimi yiiksek vaskiilarite ve folikiil
biiylimesinin izlenmesinin kolayligina bagl olarak otografting bolgesi olarak sectik.
POY overlerin c¢ikarilma sirasindaki cerrahi kesimi sonrasi minimal kanama
gozlemledigimizden  dolayi, kalan overin transplant edilen dokularin
revaskiilarizasyonu i¢in optimal olmadigini farz ediyoruz. Over dokular1 i¢in en iyi
otografting bolgelerinin degerlendirilmesi i¢in ileri ¢aligmalar gereklidir.

Tablo 1 : IVA tedavisi sonrasi basarih folikiil biiyiimesini degerlendirmek icin
olasi1 parametreler

Histolojideki Ooferektomi | POY tanisindan | Ooferektomi | Endometriyozisli
rezidiiel yapilan yas | ooferektomiye | Oncesi hastalarin %’si
folikiiller ve (y) kadar olan AMH’li (n)
transplantasyon zaman (y) hastalarin
sonrast biiyiimesi sayist
(n) (pg/mb)*
Yok (17) 37+47 (28 | 7.5(2.5—- 5 (196) 6 (1)°

—43) 12.1)*




Mevcut ama | 37+4.9 (31 |5.03.0-5.5) 1(170) 0(0)
bliyiime yok (11) —48)

Mevcut ve | 39+4.4(29 | 1.0 (0.5-4.7) 3 (390) 44 (9)°
bliyiime var (9) —42)

Ooferektomi yapilan yas verisi ortalama deger + standart sapma (aralik) iken POY
tanisindan ooferektomiye kadar olan sure medyandir (kartiller). Anti-Mullerian
hormonu (AMH) i¢in, saptanabilir AMH degerleri olan hastalarin sayis1 ve bunlarin
serum AMH diizeylerinin medyan degeri gosterilmistir.

*Veri (pM) Aktif MIA/AMH EIA’dan elde edilmis olup AMH GEN II ELISA igin
kullanilan ng/ml birimine 0.14’lik carpim faktorii kullamilarak c¢evrilmis, ancak
anlagilirhik amaciyla pg/ml olarak gosterilmistir. Gruplar arasinda, POY tanisindan
overiektomiye kadar gegen zaman farkliliklarimi degerlendirmek igin parametrik
olmayan Kruskal-Wallis testi ve esik degeri (0 pg/ml) iizerindeki AMH
konsantrasyonlarinin frekanslarinin farkliliklarini degerlendirmek i¢in Fisher’in kesin
testi kullanilarak istatistiki analiz yapildi. Fisher’in kesin testi endometriyozisli
hastalarin oranim karsilastirmak i¢in kullanildi. ®®Aym siitundaki farkli iist takili
degerler kayda deger derecede farkhidir.

Onceden belirtildigi gibi (Kawamura et al., 2013) IVA tedavisi igin bilateral
ooferektomiyle baslanmasini ama sonradan, IVA prosediirii i¢in sadece az sayida
vitrifiye over seritleri gerektiginden ve ¢ogu hastanin tek overini tutma taraftari
olmasindan dolay1, tek overin c¢ikarilmasini O©nerdik.Over seritlerinin kiiplere
kesilmesini (Hipo sinyal bozulmasi) ve IVA ilaclar1 kullanarak Akt stimiilasyonunu
takiben rezidiiel folikiil tasiyan POY hastalarinin %45’ inde ¢oklu antral folikiil tespit
edildi. Alt1 hastadan yirmi dort oosit alindi ve alt1 hastadan 15 embriyo elde edildi.
Bunlar arasinda dort hastaya embriyo transferi gerceklestirilirken kalan hastalar icin
daha fazla oosit ve embriyo iiretme cabalari siirdiiriilmektedir. U¢ hasta yiikselen
serum hCG diizeylerine bagh olarak gebe kaldi. Bunlar arasinda biri diisiik yaparken,
ikisi dogum yapt1. 1ki saglikli ¢ocuk dogmasina ve ilk ¢ocugun dogum sonrasi 22 ay
boyunca normal gelisim gostermesine ragmen, IVA prosediiriiniin giivenliligini
kesinlestirmek i¢in daha fazla sayida takip ¢alismasi gereklidir.

Oositlerin kalitesinin yasla birlikte diistligii iy1 bilinmektedir (Broekmans et al., 2009)
ve giincel IVA tedavisinin agirlikli olarak folikiil biiylimesini destekledigi ve yumurta
kalitesinde yasa bagli olan azalmaya yonelik bir diizeltme yapmasinin muhtemel
olmadigmi vurgulamak Onemlidir. IVA tedavisine aday olan POY hastalarinda
oositlerde genetik hatalarin yasa bagli artisinin minimize edilmesi i¢in over
dokulariin geng yasta dondurulup saklanmasi siddetle onerilir.

Yar1 nicel histolojik analizler IVA neticesiyle baglantili en yiiksek iliskiyi gosterir.
Rezidiiel folikiillerin varliginin ongoriilebilmesine yonelik non-invaziv yaklasimlar
i¢in verimiz yiiksek serum AMH diizeylerinin daha iyi bir IVA neticesiyle iliskili
oldugunu ortaya koydu. Ancak tespit edilemeyen AMH diizeyleri olan bazi hastalar



yine de IVA tedavisine yanit verebildi. Insan overinde, AMH ekspresyonu primordial
folikiillerde thmal edilebilirdir, primer folikiillerin granulosa hiicrelerinde diistiktiir
fakat sekonderin granulosa hiicrelerinde, pre-antral ve ¢ap1 4 mm’den kiiclik esit antral
folikiillerdeen yiiksektir. Daha biiyiik antral folikiillerde AMH ekspresyonu asamali
olarak yok olmustur (Weenen et al., 2004).IVA tedavisi primordial, primer ve
sekonder folikiillerin gelisimini tesvik ettigi icin rezidiiel primordial ve primer
folikiillere sahip hastalar da IVA tedavisine yamt verebilirler. Bu nedenle,
bulgularimiz serum AMH degerinin tedavinin neticelerine iliskin en iyi prediktor
olmadigina isaret eder.

POY tanmisindan ooferektomiye kadar olan siirenin kisaligir folikiil biliyiimesi
ihtimaliyle iligkilendirilir. Ostrojen yetmezligi semptomlarinin tedavisi icini POY
hastalarin ¢ogunlukla doniissel Ostrojen ve progesteron replasmani almis ve bu durum
suni adete neden olmustur. Sonug¢ olarak POY tanisindan sonra adet gérmeme
siiresinin tam olarak ne kadar silirecegini bilmek giigtiir. Buradan hareketle, bu
caligmada, POY nin tanisindan ooferektomiye kadar olan siireyi parametrelerden biri
olarak kullandik.

IVA tedavisine yanit veren hastalarda ayrica yaygin olarak endometriozise rastladik.
Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEBF) endometrioziste anjiyojenezi
destekleyecek en 6nde gelen proanjiyojenik faktdrdiir (Taylor et al., 2002). Ilgili
olarak, asilama Oncesi peritonial yaralar agarak (Donnez et al., 2004) ve pihtica zengin
proanjiyojenik biiyiime faktorleri iceren plazma kullanilarak (Callejo et al., 2013) over
transplantasyon bolgelerinde neovaskiilarizasyonun tegvik edilmesinin over asilama
basarisini artirdig1 tespit edilmistir. Endometriozisden alinan VEBF’nin daha iyi bir
IVA sonucuna katki saglayacagi one siiriilebilir. Ancak burada inceleme altina alinan
hastalarin sayis1 ¢ok diisliktiir ve anjiyojenik faktorlerin yararli olup olmadiginin
degerlendirilmesi i¢in IVA tedavilerinin gelecekteki yayilimlar1 gereklidir. Ayrica,
POY’de rezidiiel folikiillerin varhiginin tespit edilmesi i¢in ek belirteglerin
tanimlanmas1 ve non-invaziv yaklasimlar kullanilarak IVA tedavisinin sonucunu 6n
gormek i¢in iler1 vadeli calismalar gereklidir. Farkli oosit-tiirevli faktérler, GDF-9
dahil, BMPI 5 ve R-spondin2 (McGrath et al., 1995) pre-antral folikiilleri ¢evreleyen
somatik hiicrelerin diisiik sayisiyla karsilagtirlldiginda daha biiyiik ebatlara sahip
oositler olarak potansiyel adaylardir. Sistematik sirkiilasyona salgilanan faktorlerin
diisiik ‘s1zintisin1’ saptamak icin ultra-duyarh tahlillerin gelistirilmesi gereklidir.
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