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Kisa Ozet: Bu calismada standart tedavilere yanitsiz ince endometrium graniilosit koloni stimulan (G-
CSF) faktoriin intrauterin perfiizyonuyla gelistirilebilir mi surusunun yanit aranmistir. GCSF perfiizyonu
ve embriyo transferi sonrasinda ortalama 5.2+1.9 giin igerisinde, endometrial kalinlik 6.4+1.4’ten
9.3+£2.1mm yiikselmistir (p<0.001). A degisim 2.9+2.0 mm’di ve konsepsiyon ile konsepsiyon olmayan
sikluslar arasinda fark saptanmamustir. Bir ektopik gebelik olgusu dislandiginda, klinik gebelik orani
%19.1 olarak saptanmistir. Bu pilot g¢aligma, kronik ince endometriumda G-CSF uygulamasini
desteklemektedir ve bu tedavi ile klinik gebelik oranlarinin, ters etkilenmis hastalarda az da olsa artig

gosterdigi ileri siirilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: [VF/ince endometrium/ graniilosit koloni stimulan faktor/klinik gebelik

orant/ azalmis over rezervi
Giris

IVF sikluslarinda, standart tedavilere direngli kronik ince endometrium az sayida hastayi etkilemektedir.
Ancak, bu problem 6nemli bir durumdur; ¢iinkii endometrial kalinlik 7mm’in altinda oldugunda, transfer

sub-optimal olarak kabul edilir ve gebelik sans1 azalir (Casper,2011;Singh et al. 2011:Revel 2012).

Zaman izin verdigi siirece uzatilmig Ostrojen uygulamasi (Chen et al.2006), diisiik doz aspirin
tedavisi ( Weckstein et al, 1997) ve pentoksifilin ve tokoferol tedavisi ( Ledee-Bataille et al 2002), vajinal
sildenafil ( Sher and Fisch, 2002) uygulamasini igeren gesitli iyilestirmeler teklif edilmistir. Buna ragmen,

bu iyilestirmelerle, kiiglik bir grup kadin yanitsiz kalmaya devam etmistir.

Standart tedavilere yanitsiz kalan hasta prevelanst bilinmemektedir, fakat bizim deneyimimize
gore, IVF hastalarinin <1%’nden azdir. Ne var ki, kronik ince endometrium, bu gibi hastalara ve bu
hastalar1 tedavi eden klinisyenlere siklus iptali, planlanmamig embriyo krioprezervasyon ve en ug

vakalarda gestasyonel tasiyict kullanimi gibi 6nemli ve zorlu tedavi secenekleri sunar.



Biz, daha once standart tedaviyle endometrial kalinligin 7mm’in iizerine ulagsmadigir dort IVF
siklusumuzda , basarili graniilosit koloni stimiilan faktér (G-CSF) kullanimini bildirmistik ( Gleicher et
al.,2011). Bu baslangic deneyimi, merkezimizde iki prospektif randomize kontrollii c¢alismay1

baglatmamizi saglamistir.

G-CSF tedavisi uygulanan bildirdigimiz ilk dort hastada, tiim kadinlar gebe kalmistir ( bir tanesi
intramural ektopik gebelik). Bu nedenle, ilk denemede (NCT 1202656), G-CSF’nin endometrial
perfiizyonunun, endometrial kalinliktan bagimsiz olarak, rutin IVF sikluslarinda gebelik oranlarina
etkisini arastirmaya karar verdik. Bu calisma halen devam etmekte ve hedeflenenin sikluslarin yaklagik

dortte ticli tamamlanmuistir.

Ikinci klinik c¢alismada (NCT 01202643), standart tedavilere direngli ince endometriumda,
endometrial G-CSF perfiizyonunun ne derecede endometrial kalinlagma sagladigin1 prospektif randomize
olarak incelemek planlanmistir. Bu calisma da halen devam etmektedir; fakat devam etmesinden dolay1

sonuclar yakin gelecekte tamamlanamayacaktir.

Bu nedenle, gegici basamak olarak, burada 21 IVF siklusunda yukarida bildirilen vakalar diginda
(katilmay1 reddettikleri icin veya calismanin kriterlerini karsilamadiklar i¢in), G-CSF ile tedavi edilmis

kronik ince endometriuma sahip hastalar bildirilmistir.

Materyal-Metod

Bu ¢alismada; merkezimizdeki 21 IVF siklusu hastasini bildiriyoruz. Biitiin kadinlar, hCG ile oviilasyon
indiiksiyonu giinlinde ultrason ile degerlendirildi ve endometrial kalinlik oral ve vajinal etinil ostradiol
(E2;2mg, giinde iki kez ve 1 mg vajinal/giinde 3 kez) ve sildenafil sitrata ( Viagra 25mg vajinal/giinde
4kez, Pfizer Inc, New York, NY, USA) ragmen 7mm’nin altindaydi.

Calisma zamaninda; daha Once de belirttigimiz gibi iki prospektif randomize kontrollii caligma
merkezimizde devam etmekteydi. (Clinical Trials.gov ID NCT01202643 ve Clinical Trials. Gov ID
NCT01202656). Bu calismalardaki hastalar, calismaya katilmayi kabul etmedikleri i¢in veya ikinci
calismaya uygun kriterleri karsilamadiklari i¢in dahil edilmemislerdir. Bu nedenle, bu hastalara asagidaki
secenekler sunulmustur: (i) klinik ¢caligmaya katilma ( detaylar i¢in materyal metoda bakin); (ii) IVF siklus
iptali (iii) yetersiz diizeyde olan ince endometriuma embriyo transferi (iv) dncden belirtilmis oldugu gibi

G-CSF’nin intrauterin infiizyonu. Biitiin hastalar (iv)’ii segmislerdir.

Hastalarin ozellikleri Tablo 1’de O6zetlenmistir: Merkezimizin hasta populasyonuyla orantili olarak;



ortalama yas + SD 40.5+6.6y1l; viicut kitle indeksi 23.6+4.0 idi. Ortalama gravida 1.8+2.1 (aralik 0-7) ve
ortalama parite 0.4+1.1 (aralik 0-4). Burada raporlanan sikluslar, merkezimizdeki ilk IVF sikluslarrydi;
fakat vurgulanmas1 gereken nokta bu hastalarin baska merkezlerde daha 6nceden ortalama 2.0+2.1 IVF
siklusu gecirmis olmalaridir. En sik primer infertilite nedeni azalmis over rezerviydi, 16 kadinda (%76.2)

mevcuttu.

Tedaviye yanitsiz ince endometrium tanisi, 10.000 IU hCG uygulama giiniinde konuldu. Hastalarin kétii
endometrial kalinlasma durumu g6z oniinde bulunduruldugunda, ovulasyon indiiksiyonu sadece tek bir
folikiil 19mm’ye ulastiginda bile gerceklestirildi. Sabah yapilan ultrasondan sonra IVF siklusunda hCG
uygulama karar1 verildiginde, endometriumu <7mm altinda olan hastalarda daha 6nce belirtilen segenekler
sunuldu. G-CSF tedavisini segen hastalarda, hCG’den 6-12 saat 6nce G-CSF (Neupogen, Filgastrim,
Amgen Inc, Thousand Oaks, CA, USA) 30mU ( 300mcg/l ml) endometrial infiizyon tomcat katater ile
uygulandi.

Infiizyon daha 6nce anlatildig1 sekilde uygulandi (Gleicher et al., 2011). Ozetle, ampiiliin icerigi 1ml
insulin enjektoriine aspire edildi. Tomcat kateteri ile endometrial kaviteye girildi ve kateterden intrauterin
inseminasyonda uygulandigi gibi enjektor icerigi kateter 6ne arkaya hareket ettirilerek yavasca enjekte
edildi. Enjeksiyonun tamamlanmasindan sonra, enjektor kateterden ayrildi, az miktarda hava aspire edildi,
enjektor katetere tekrar baglandi ve hava baloncugu enjekte edildi ve boylece tomcat kateterdeki tiim G-

CSF endometrial kaviteye ulastirildi.

Iki giin sonra, oosit toplama sirasinda, endometrial kalinhk ultrason ile tekrar degerlendirildi. Eger bu
noktada endometrial kalinlik hala 7mm’nin altinda ise, ikinci doz ayni uygulama ile G-CSF oosit toplama

isleminden sonra tekrar uygulandi. Bu 21 hastadan sadece 3’{inde (%14.3) gerekli oldu.

Son endometrial degerlendirme, embriyo transfer giliniinde gerceklestirildi. ( genel olarak 3.giin)

Endometrial kalinlik her zaman en kalin noktasindan o6lgiildii.

Istatistiksel analiz Statistical Package Social Sciences (SPSS) versiyon 18.0 (SPSS Inc., Chicago,IL, USA)
kullanilarak yapildi. Devamli degiskenler ortalama ve SD olarak belirtildi ve t-test kullanildi. P degeri
<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

Daha Once de bahsedildigi gibi, bu calismadaki hastalar G-CSF ile etik kuru onayr alimmis olan
calismalara dahil edilmemistir. G-CSF infizyonu kayit disi olarak hastalardan deneysel olarak
tanimlanarak onay almmustir. Tim hastalar, bilgilendirildi ve medikal kayitlarin arastirma amagli

kullanimi i¢in hastalardan yazili imzal1 onam alindi. Tiim durumlar burada karsilandi.



Bulgular

Bizim merkezimizde, embriyo transfer giiniinde endometrial kalimlik en az 7mm degil ise, embriyo
transferi iptal edilmektedir ve tiim embriyolar krioprezervasyon ile korunmaktadir. Tiim hastalara transfer

uygulanmistir. Klinik gebelik orani tedavi sikluslarinda %19.1°di.

Konsepsiyon olan (n=4) ve konsepsiyon olmayan (n=17) gruplarda, tablo 1’de gosterilen hasta
oOzelliklerinden higbirisi arasinda farklilik goriillmemistir. Bu diger gebelik basarisim etkileyen taninmayan

faktorlere katkida bulunurken, kiigiik ¢calisma grubu tip 2 hatalar1 engellemez.

Tablo 2 G-CSF perfiizyonu oncesi ve sonrasindaki endometrial bulgulart 6zetlemektedir. Tablonun
gosterdigi gibi, tiim hastalar i¢cin G-CSF uygulamasi ve embriyo transferi arasindaki ortalama zaman 5.2

+1.9 giindii. Gebe kalanlar ve gebelik olusmayan grup arasinda farklilik yoktu.

[k infiizyon sirasinda, endometrium kalinlig1 6.4+1.4mmdi. Embriyo transferinde, endometrial kalinlik
9.3£2.1mm’e ulast1 (p<0.001). Aynm1 zamanda, gebelige giden sikluslarda, ilk inflizyon zamani Ol¢iimle
embriyo transfer zamanindaki 6l¢limler arasinda anlamli farklilik vardi. Gebelik olusan grupta p=0.034 ve

gebelik olugsmayan grupta p<0.001. Tiim grup i¢in endometrial kalinlikta degisim 2.9+2.0mm’di.

TARTISMA

Kiiciik kohort boyutu ve kontrol grubunun eksikligine ragmen su anki veriler, G-CSF ile
endometrial perfuzyonun E2 destegi ve viagra gibi geleneksel tedavilere kronik cevapsiz ince
endometriumun genislemesinde etkili olabilecegini savundugumuz baslangic raporumuzu
desteklemektedir.

Merkezimizdeki 21 kadindaki 21 tane IVF siklusunu sunarak, biz (ilk kez olarak) G-CSF
tedavisi sonrasinda endometrial kalinlikta anlamli bir gelisme oldugunu gosteren istatistiksel
olarak saglam bir veri saglayabiliyoruz. Calisma bir kontrol grubu icermediginden, endometrium
kalinliginin G-CSF perfiizyonu olmadan kalinlagtig1 tartisilabilirdi. Fakat bu durum, Hcg’nin
yapildigi giin endometrium kalinligir hala <7 mm ve endometrium kalinligini arttirmak icin
yapilan E2 ve viagra gibi daha Once yapilan miidahaleler basarisiz oldugu gbz Oniinde
bulunduruldugunda olduk¢a diisiik bir olasilik oldugu disiiniilir. Dahasi elverissiz ince
endometrium nedeniyle 6nceki sikluslarin 0.1+0.4’1 (aralik 0-1) iptal edilmistir.(tablo 1)

Bizim sonuclarimizi degerlendirirken, sonuclarin elde edildigi populasyonu degerlendirmek
¢cok Oonemlidir. Bu kadinlar ileri yastadirlar (40,5+£6,6 yil), diger merkezlerde 6nceki IVF’leri

basarisiz olmustur ve vakalarin %76,2’sinin fonksiyonel over rezervleri azalmistir. Bu kadinlar



Hcg ile ovulasyon induksiyon seviyesine ulasmakla beraber bu noktada tedaviye direngli ince
endometrium tanisi alirlar. Bu noktada segenekler, hastanin merkezin kayitli muhtemel klinik
calismaya katilmay1 kabul etmesi, siklusun iptali, embrionun elverissiz endometriuma(<7mm)
transferi ya da (iv) merkezin onceki 4 hastaya dayanan tecriibesine dayanarak G-CSF
kullanilmasidir.(Gleicher et al. ,2011).

Calismaya katilan hastalarin higbiri burada tasvir edilmemistir ve segilen 21 kiginin hepsi
bilgilendirilerek rizalar1 alinmustir.

Ortaya c¢ikan sonuglar G-CSF ‘nin nasil bu kadar kisa zamanda endometrium kalmnligimi
arttirdign sorusunu ortaya ¢ikariyor. Baslangigtaki calismamizda G-CSF uygulamasinin 48.
saatinde endometrium kalinliginda biiyiik bir artig tespit ettik.(Gleicher et al.,2011). Bu durum,
48. Saatte 7 mm ‘lik endometrium kalinligi minimal artan 3 hasta disinda biitiin hastalarda
dogrulandi. Bu 3 hasta minimal endometrium kalinligima embriyo transfer giiniinde 2.
infuzyondan sonra ulastilar (3. giin). G-CSF ‘nin bunu nasil basardig1 bilinmiyor. ilging olarak G-
CSF’nin endometrium iizerine olan etkileri ¢ok az biliniyor. G-CSF biiyiime hormonu ve sitokin
fonksiyonlar1 tasiyan bir glikoproteindir ve endotel, makrofaj ve diger immunositlerden olusan
cesitli doku ve hiicrelerden salgilanir. SSS’de G-CSF sadece norogenezi induklemekle kalmaz
ayn1 zamanda anti-apoptotik etkisi de vardir. (Schneider et al., 2005). Bu nedenle G-CSF
norodejeneratif hastaliklarda kullanilabilecek terapotik bir ajan olarak da dnerilmistir.(Pitzer et
al., 2008)

G-CSF’nin insan endometrial stromal hiicrelerinin proliferasyonu ve diferansiasyonu iizerine
etkilerini arastirirken (Tanaka et al.,2000) G-CSF’nin otokrin ve parakrin etkiyle insan
endometrium hiicrelerinin cAMP bagimli desidualizasyonunu arttirdigi sonucuna ulagmiglardir.
Bunu takip eden calismada, aymi arastirmacilar (Tanaka ve Umesaki, 2003)makrofaj koloni
stimiilan faktériin (M-CSF) 8-br-camp ile stimule olan degil ama stimule olmayan insan
endometrial stromal hiicrelerinden G-CSF salinimini arttirdigini gosterdiler. Fahey ve arkadaglari
(2005) diger kemokinler ve sitokinler ile birlikte G-CSF ve GM-CSF’lerin polarize epitel
hiicrelerin apikal bélgelerinden salindigini tespit ettiler.

Klinik iiremede G-CSF implantasyon basarisizligi ve tekrarlayan disiiklerde bir tedavi
secenegi olarak Onerilmistir. (Scarpellini ve Sbracia, 2009;Wiirfel et al. 2010, Toth et al. 2011).
Bu birbirinden olduk¢a farkli yararlarin nasil kazanildigi hala bilinmiyor. Varsayilan
immunolojik siirecler burada gozlenen proliferatif etkiyi aciklamamaktadir. G-CSF ve  GM-CSF
reproduktif fonksiyonlarin genis bir kismina dahil gibi goriinmektedir. Yanagi ve arkadaslari
(2002) menstriiel siklus boyunca follikiiler sivi iginde G-CSF m RNA’simin siklik degisiklikler

gosterdigini tespit etmistir. Salmassive arkadaslari (2004) insan luteinize graniilosa hiicreleri



icinde G-CSF ve onun reseptoriinii gostermistir. Folikiiler sivi igindeki G-CSF oosit
kompedansini gostermede yararli bir biomarkerdir.(Leede et al. 2011)

Temel arastirmadan, GM-CSF ‘nin endometrium lizerine etkisi hakkinda hafif daha fazla veri
elde edilmistir.(Zhao ve Chegini, 1999) Menstriiel siklus boyunca GM-CSF ve reseptoriiniin
ekspresyonunun olmasinin GM-CSF ‘nin endometrium {izerine olan otokrin ve parakrin
fonksiyonunu gosterdigini soylemiglerdir. Chegini ve arkadaslart (1999) GM-CSF’nin
endometrium iizerine mitojenik olmadigini, ama TGF-b1 ile birlikte, hem kendisinin hem de TGF
—b nin ekspresyonunu arttirdigini tespit etmistir. Farelerde GM-CSF’nin, erken gebelik boyunca
uterin dentritik hiicrelerde T-hiicre regiilasyonu i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. (Moldenhauer
et al. 2010)

Embrio growth media ile GM-CSF ilavesinin embroyu blastokist asamasina ilerlettigi iddia
edilmistir.(sjoblom et al. 1999). Bu uygulama Avrupa’da 2011’de ticari olarak uygun hale
gelmistir. Amerika Birlesik Devletlerinde de onay almasi 2012°nin sonlarinda beklenmektedir.
Takasaki et al. (2008) diisiik cevapli olanlarda M-CSF ‘nin insan menopozal gonadotropin ile
kullaniminin folikiil gelisimini arttirdigini tespit etmistir.

G-CSF, GM-CSF, M-CSF birbirinden farklidir. G-CSF temelde kok hiicreleri uyarir ve
notrofilik grantilositlerde progenitor proliferasyonu uyarir. GM-CSF ise graniilosit, eosinofil ve
makrofajlarin proliferasyonu ve diferansiasyonunu uyarir. Fibroblastlara proliferatif etkisinden
dolayr GM-CSF’nin, G-CSF ‘den daha fazla endometrial kalinlig1 arttirdigi sdylenebilir. G-
CSF’nin endometrial yapinin hizli proliferasyonunu nasil sagladig: bilinmedigi icin GM-CSF ve
M-CSF’nin potansiyel etkileri sadece tahmini olabilir.

Konu, kimsenin G-CSF ve sildenafil arasindaki muhtemel sinerjistik etkiyi ekarte
edememesinden dolay1 daha da karmagsik hale gelmektedir. G-CSF’nin endometrium iizerindeki
etkisinin daha iyi anlasilmasi, bu endikasyonda kullanimi i¢in giivenilirligini biiyiik Slgiide
arttiracaktir.

Burada bahsedilen hasta grubu, G-CSF ile endometrium perfiizyonunun geleneksel tedavilere
direngli ince endometriumun tedavisinde son care olarak kullanilmasina daha fazla kanit
saglamaktadir. Bu gozlem, daha biiyiik ve kapsamli ¢aligmalarla dogrulanmalidir. Tercihen
prospektif randomize kontrollii ¢caligmalar gerekmektedir.

Calisma, ek olarak bazi sorular ortaya ¢ikarmaktadir.G-CSF nasil bu kadar kisa zamanda
endometrium kalinligin1 arttirmaktadir? Calismalarda dozajdan hi¢ bahsetmiyoruz, peki tedavi
protokolu maksimal dozda midir? ilerlemenin miimkiin oldugu varsayilmahdir.

Onceden bilinen implantasyon basarisizii ve tekrarlayan diisiik tedavilerinde G-CSF

intrauterin yerine subkutan yoldan uygulaniyordu.(Scarpellini ve Sbracia, 2009;Wiirfel et al.



2010, Toth et al. 2011). Dahas1 bu ¢alismalarda G-CSF daha uzun periyodlarda uygulandi. Daha
sik uygulamanin daha iyi etkileri olacagi sdylendi. Sonunda, ¢oktan bilindigi {izere, M-CSF ya da
GM-CSF’nin daha etkin olabilecegini 6ne siirmek son derece cazip.goziikkmektedir.

Hasta populasyonumuzun yas ortalamasini 40.5 olarak degerlendirir, kadinlarin %76,2’inde
azalmis over rezervi tespit eder ve bunlarin endometrial karateristiklerini de hesaba katarsak %
19,1 devam eden klinik gebelik oran1 oldukga dikkate deger olarak diisiiniilmelidir. Bizim 2011
calismamizda ¢ok benzer hasta populasyonu i¢inde hepsi 41 yasinda olan kadinlarin devam eden
gebelik oranm1 %25°di. Bizim verilerimiz agikca baglangicken, biz tedaviye direngli kadinlarda G-
CSF uygulanmasinin potansiyel kadin fertilitesini anlamli derece artirdigini savunuyoruz. Genel
infertil populasyondaki spontan konsepsiyon orani her ay i¢in % 1 olarak degerlendirilirken, hasta
populasyonundaki gebelik sansinin, burada da belirtildigi gibi, bu tahminin onda birinden fazla
olmadig1 varsayilabilir. 18 aylik periyod iginde, hastalar bu calisma i¢in yeniden toplandiginda
iyimser olarak spontan gebelik oran1 en fazla % 3,6 olarak beklenebilir.

Bu gozlem bir kez daha G-CSF ‘in endometrium gelismesinin 6tesinde IVF’e giden
kadinlarin implantasyon ve gebelik oranlarini iyi yonde etkileyip etkilemeyecegi sorusunu 6ne
siiriiyor. Biz devam eden klinik ¢aligmamiz tamamlaninca bu son soruya da yanit verebilmeyi

umuyoruz.
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