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OZET

GIRIS VE AMAC: Platelet Rich Plazma uygulamalar1 endometriyumu uygun
kalinliga getirmek, azalmis over rezervini iyilestirmek, over kalitesini arttirmak i¢in
kullanilabilmektedir. Over rezervi ve endometriyal reseptivite U(zerine PRP
uygulamasinin etkin olup olmadigini, imminohistokimyasal ve biyokimyasal olarak
gosterebilmek amaciyla bu ¢alismay1 planladik.

YONTEM: Aralik 2021/Mart 2022 tarihleri arasinda 28 disi Sprague-Dawley albino
rat kullanildi. Ratlar 4 gruba ayrilip, islem 6ncesi sedasyon saglandi. Ratlardan AMH
ve FSH 6l¢iimii i¢in 0,2 ml kan alindi. PRP uygulanacak ratlardan PRP hazirligi igin
0,8 ml kan alind1. 1. grubun batin1 diseksiyon makasiyla ag¢ilip kapatildi. 2. grubun
overleri ve uterus hornlarina enjektdr ile girip ¢ikilip inflamasyon uyarildi. 3. grubun
overleri ve uterus hornlarina 0,2 ml serum fizyolojik uygulandi. 4. grubun overleri ve
uterus hornlarina 0,2 ml PRP uygulandi. Gruplar 3 6strus izlendi. Gruplardan AMH
ve FSH 0Olcumi igin anestezi altinda tekrar kan alindi. Ratlarin batini diseksiyon
makasiyla agilip uterus ve overleri alinip formalin iginde sabitlendi. Hematoksilen-
Eozinle over ve endometriyum boyandi. Epitelyal, stromal ve vaskdler hicrelerin
biiyiimesi degerlendirildi. VEGF ve Ki-67 antikorlar1 kullanilarak, PRP nin
damarlagma ve hiicre proliferasyonu tizerine etkileri incelendi. Gruplarin islem 6ncesi
ve sonrast AMH-FSH degerleri ile histopatolojik bulgulari karsilastirildi. Veriler SPSS
20,0 paket programi kullanilarak degerlendirildi.

BULGULAR: PRP wuygulanan grupta AMH degerleri diger 3 grupla
karsilastirildiginda; AMH seviyesindeki artis anlamli olarak saptandi (p<0,05).
Endometriyum ve overler Ki-67 ve VEGF varlig1 agisindan incelendiginde grup 4 de
artts gozlenmistir (p<0,05). PRP uygulamasi1 uterusta fibrozisi ve inflamasyonu
azaltirken, damarsal gelisimi artirmistir. 4. grupta histolojik bulgularin olumlu yonde
gelistigini gozlemledik (p<0,05).

SONUGC: PRP uygulamasiin, over ve uterus iizerine olumlu etkileri oldugunu
gozlemledik. PRP' nin fonksiyonel mekanizmasini belirlemek ve klinik kullanimlar
icin onaylanmig bir PRP uygulama dozu, sayisi ve zamani bulmak; PRP tedavisini
standart ve Onerilen bir tedavi stratejisi haline getirmek igin iyi kurgulanmis ve
randomize kontrollii ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: AMH, diisik over rezervi, ince endometriyum, infertilite,

platalet-rich-plazma

Xi



ABSTRACT

Investigation of the effects of platelet rich plasma applied to uterus and ovarian

tissue in rat models on ovary and uterus and fertility

AIM: Platelet Rich Plasma applications can be used to bring the endometrium to the
appropriate thickness, to improve the decreased ovarian reserve, and to increase the
quality of the ovary. We planned this study in order to demonstrate
immunohistochemically and biochemically, whether PRP application is effective on
ovarian reserve and endometrial receptivity.

MATERIALS AND METHODS: Between December 2021 and March 2022, 28
female Sprague-Dawley albino rats were used. Rats were divided into 4 groups and
sedation was provided before the procedure. 0.2 ml of blood was taken from the rats
for AMH and FSH measurement. For PRP preparation, 0.8 ml of blood was taken from
the rats to which PRP was applied. The abdomen of the first group was opened and
closed with dissecting scissors. Inflammation was stimulated by entering and exiting
the ovaries and uterus horns of the 2" group with an injector. 0.2 ml of saline was
applied to the ovaries and uterine horns of the 3 group. 0.2 ml of PRP was applied to
the ovaries and uterine horns of the 4" group. Groups 3 estrus were observed. Blood
was taken again under anesthesia for the measurement of AMH and FSH from the
groups. The abdomen of the rats was opened with dissecting scissors, the uterus and
ovaries were removed and fixed in formalin. Ovary and endometrium were stained
with hematoxylin-eosin. The growth of epithelial, stromal and vascular cells was
evaluated. The effects of PRP on vascularization and cell proliferation were
investigated using VEGF and Ki-67 antibodies. AMH-FSH values and
histopathological findings of the groups were compared before and after the procedure.
The data were evaluated using the SPSS 20.0 package program.

RESULTS: When the AMH values in the PRP group were compared with the other 3
groups; The increase in AMH level was found to be significant (p<0.05). When the
endometrium and ovaries were examined for the presence of Ki-67 and VEGF, an
increase was observed in group 4 (p<0.05). While PRP application reduced fibrosis
and inflammation in the uterus, it increased vascular development. We observed that
histological findings improved positively in group 4 (p<0.05).

CONCLUSION: We observed that PRP application has positive effects on ovary and
uterus. To determine the functional mechanism of PRP and to find an approved PRP
application dose, number and time for clinical uses; Well-designed and randomized
controlled studies are needed to make PRP treatment a standard and recommended
treatment strategy.

Keywords: AMH, infertility, low ovarian reserve, platelet rich plasma, thin
endometrium
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1.GIRIS VE AMAC

Platelet-Rich Plasma (PRP) yontemi; kisinin kendi kanindan hazirlanmasi ile
olusturulan, trombosit ve bllylime faktérleri yoniinden zengin plazmanin tedavi amaci

ile organ ve/veya dokulara uygulanmasi olarak tanimlanir.

Uzun zamandir plastik rekonstriktif ve estetik cerrahi, medikal estetik, ortopedi gibi
alanlarda da dahil olmak Uzere doku ve organlarda gelisen hasarlarin iyilesmesinde
onarmma yardimei olmasi igin kullanilmaktadir. PRP secenegi son yillarda In-Vitro
Fertilizasyon (I\VF) sireci igerisinde endometriyumu uygun kalinliga getirmek icin ve
azalmig over rezervini iyilestirmek ve over Kkalitesini arttirmak icin de

kullanilabilmektedir.

Trombosit bakimindan zengin plazma (PRP), “taban ¢izgisi lizerinde trombosit sayimi
olan bir plazma hacmi” olarak tanimlanmaktadir. Trombositler kemik iliginde bulunan
megakaryositlerden salinan kiiclik, ¢ekirdeklesmis hiicre parcalaridir. Cok sayida
protein, birkac biytme faktori (GF) ve sitoplazmik grantllerde depolanan sitokinler
igerirler (Pietrzak ve ark., 2005). GF'ler, peptid hormonlar1 ve makrofajlar, nétrofiller,
kok hiicreler ve fibrinojen ve fibrin gibi ylzlerce baska proteinler i¢in kemoatraktanlar

dahil olmak iizere baz1 proteinlerin fizyolojik etkileri incelenmistir.

Trombositler tarafindan depolanan ve salinan birkag biiyiime faktorii arasinda vaskuler
endotelyal biyume faktori (VEGF), trombosit kaynakli biiyiime faktérii (PDGF),
hepatosit blyime faktéri (HGF), instllin benzeri buyume faktor (IGF-1), transforme
blyltme faktéri bl (TGFb-I), epidermal blyltme faktéri (EGF) ve bazik fibroblast
biyime faktéri (bFGF) bulunur (Pietrzak ve ark., 2005).

Insan iireme teknolojilerinde PRP kullanimi ile ilgili ilk deneme Cinli bir grup
tarafindan IVF tedavisi alan hastalarda endometriyal kalinligi saglamak igin
uygulanmustir (Chang ve ark., 2015). Onceki tedavi sireglerinde ince endometriyum
nedeni ile basar1 saglanamayan bes hasta, otolog kandan hazirlanan PRP ile tedavi
edildi. PRP uygulanmasi, hormonal replasman tedavisinin 10. giininde, PRP

hazirlandiktan hemen sonra uterin Kkavite igine direk verildi. Gebeligi XO fetiisiin



kiretaj1 ile sonlanan bir hasta haricinde, diger dort hastada uygulanan PRP basari ile

sona erdi.

Yazarlar, PRP'nin ince endometriyumlu hastalarda endometriyal kalinlik artisina etkili
bir tedavi yontemi oldugunu saptamislardir (Chang ve ark., 2015). Tesvik edici
sonuglar elde edilmesine karsilik, bu rapordan tek bir sonug¢ ¢ikarmak zordur. Bir
calismada farkli menstriiel sikluslar karsilastirildiginda PRP kullanilan sikluslarda
PRP kullanilmayan sikluslara gore endometriyal kalinlik artis1 saptanmustir (Chang ve
ark., 2015). Ya da ayn1 menstriiel dongiide PRP kademeli olarak uygulandiginda
endometriyal kalinlik artis1 saglanmistir (Zadehmodarres ve ark., 2017). Her iki
durumda da endometriyal kalinlik, tim hastalar icin 7 mm'ye ya da daha Ustlne
cikmistir (Chang ve ark., 2015). Bu nedenle, PRP 'nin intrauterin kaviteye

uygulamasinin endometriyum kalinligini nasil etkiledigi agik degildir.

Endometriyal kalinligin implantasyon ve canli dogumdaki rolii iizerine yapilan
aragtirmalarda elde edilen sonuglar farklilik gostermektedir. Bazi yazarlar PRP
uygulamasinin endometriyal kalinlik artis1 ile bir iliskisi olmadigini bildirmistir (Cai
ve ark., 2011; Remohi ve ark., 1997). PRP varliginda 10 giin boyunca kiiltiirlenmis
taze veya dondurulmus over dokusundan izole edilmis primer folikiller veya pre-
antral folikiller, fetal sigir serumu ile desteklenmis besiyerinde Kkultirlenmis
folikiillerde biiylime hizindaki artig anlamli ve daha iyi hiicre canliligi gosterdigi
saptanmigtir (Hosseini ve ark., 2017). PRP’nin biylme faktdrlerinin, hicre
proliferasyonu ve folikiler hayatta kalmayir ve gelismeye yardimcr olan
neoanjiyogenez lizerindeki olasi roliinii vurgulamaktadir (Hosseini ve ark., 2017).
Ovaryan ve endometriyal PRP enjeksiyonu son birka¢ senede diinya literaturunde
yerini alan, Ulkemizde de yeni bir uygulama yontemi olup deneysel bir tedavi

yontemidir.

Bu ¢alisma ile az sayida veri mevcut olan bu konu hakkinda literatiire katki saglamay1
amacladik. Biz de; over rezervi ve endometriyal reseptisivite Uzerine PRP
uygulamasinin etkin olup olmadigini, infertilite nedeniyle tedavi géren hasta grubu
icin yeni bir tedavi segcenegine doniisme ihtimalinin gergekliligini, kanita dayali tip

cercevesinde arastirmak i¢in bu ¢alismay1 planladik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Uterusun Anatomisi

Pelvik kavitede bulunan, mesane ile rektum arasinda olan, ortalama boyu nullipar
kadinlarda 6-8 cm, multipar kadinlarda 9-10 cm, kalinlig1 2-3 cm, genisligi 4-5 cm
olan muskiiler yapidaki anatomik organa uterus denir. Agirlig1 nullipar olanlarda 50-
70 gr arasinda, multipar olanlarda 80 gramdan fazladir (Langlois, 1970).

Uterus anatomik olarak ti¢ bélumden olusmaktadir:

Korpus uteri: Uterusun genis ve ticgen seklinde olan st kismidir. Cogunlugunu
muskiiler tabaka olusturmaktadir.

Fundus uteri: Tubalarin uterusa giris yerinin {izerinde bulunan konveks olan bélum
fundus olarak isimlendirilir.

Serviks uteri: Uterusun vajen i¢inde bulunan bélumidir. Uzunlugu nullipar kadinlarda
korpus uteri ile benzer; multipar kadinlarda toplam uzunlugun yalnizca tigte birinden
olusur. Vajen iginde bulunan kismina portio vaginalis, tstteki kismina portio
supravaginalis denir. Uterusun posterioru tamamen periton tarafindan ortiiliidiir. Bu
peritonun alt kismi rekto-uterin boslugu ya da diger ismi ile Douglas boslugunu 6nden
olusturur. Uterusun On duvarmnin yalmzca Ust kismi periton tarafindan kaplidir.
Peritonun bu bolumiu 6ndeki mesane kubbesine uzanir; vezikouterin bosluk olusmus
olur. Uterus igten disa dogru endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum olmak
Uzere 3 tabakadan olusmaktadir (Schwalm ve Dubrauszky, 1966).

Tunika seroza (perimetriyum): Uterusun en dig tabakasi olan perimetriyumun yulzeyi
mezotelden olusur. Peritoneum ile devamlilik gosterir. Peritoneum ince bag dokusu ile
desteklenmektedir.

Tunika muskularis (miyometriyum): Diiz kas lifleri tarafindan olusmus olup bu
tabakanin kalinligi yaklagik 12-15 mm’dir. Miyometriyum tabakasi gebelik
gerceklestiginde gelisir ve miyometriyal kas lifleri genisler. Uterusa gelen sinirler ve
uterusun kanlanmasini saglayacak kan damarlarinin ana dallar1 bu tabakada yer alirlar.
Uterin arter dallanarak uterusa girer ve stratum vaskiilarede bir damar ag1 meydana
getirir. Miyometriyum icinde sirkiler olarak seyir gosterir. Bu damarlarin bazilar1 kas

tabakasi icinde sonlanirken bazilari da endometriyuma dik sekilde girer ve stratum



bazaliste damar ag1 meydana getirir. Bu arterioller spiral arterleri olusturur. Spiral
arterler endometriyumun igine uzanir ve endometriyumun stratum fonksiyonalis
bolumunin beslenmesini saglayan genis bir kilcal damar yatagina agilirlar. Spiral
arterlerin endometriyum tabakasinda izlemis oldugu kivrimli seyri kan basinca diisme
ve nabizi azaltarak kan akiminin devamlilik géstermesinde ve kan basincinin diisiik
seyretmesinde dnemli rol oynar. Spiral arterlerdeki kivrimli yap1 uterin artere gore
daha diisiik kan akim direnci gérilmesinin nedenidir.

Tunika mukoza (endometriyum): Tunika muskularisi diiz bir 6rtii seklinde kaplayan
en i¢ tabakadir. Ozellesmis stroma ve kolumnar epitelden olusmaktadir.
Endometriyum ylizeyel tabaka ve derin bazal tabaka olmak {izere 2 kisimdan
olugsmaktadir. Yiizeyel tabaka her mestrlel siklusta spiral arteriollerde meydana gelen
kasilma ve spazmlar sonucu dokiiliir. Endometriyumun derin bazal tabakasi ise
beslenmesi spiral arteriollerden olmadigi i¢in mestriiel siklusta dokiilmez ve bir
sonraki siklus icin yeni endometriyal tabaka olusumundan sorumludur (Cicek ve ark.,
2006).

2.2. Overler

Uterusun saginda ve solunda bulunan; 4 x 3 x 2 cm biiytikliigiinde ovaryan fossada yer
alan iki adet adneksiyel yapidir. Menapoza girdikten sonra over boyutlar1 kiigiiliir.
Overlerin ylizey epiteli kiiboidal epiteldir. Korteks ve medulla epitel altinda bulunur.
Overin medullasinda lenfatikler, sinir, damar ve diiz kas bulunur. Farkli evrelerdeki

folikiller overin korteksinde bulunmaktadir (Rock ve Jones, 2005).

2.3. Uterusun Damar Yapisi

Uterusun ana arteri internal iliak arterden dallanan hipogastrik arterin dali olan uterin
arterdir. Uterin arter ligamentum latum uterinin tabaninda, i¢ yana dogru seyreder ve
tireteri tstten dik a1 ile caprazlayarak ostium uteri hizasinda serviks uteriye ulasir
(Rock ve Jones, 2005). Burada yan kenardan yukselen uterin arter, ovaryan arter ile
anastomoz yapar. Arkuat arterler olusan bu anastomoz kavsinden kéken alir. Arkuat
arterler uterusun i¢ tabakalarmma dogru seyir gosterir. Arkuat arterin uterus
derinliklerine dogru verdigi dallar arteria radialis adin1 alir. Radial arterler
endometriyuma dogru dik ac1 ile seyir gosterir. Bazal-spiral arterioller olarak sonlanir.

Endometriyumda yer alan bu 2 tip arteriol, bazal tabaka icinde diiz yapida, kisa;



fonksiyonel tabaka iginde kivrimli yapidadir. Mens sonrasi endometriyumun kalan
bazal tabakasindaki arter kalmtilarindan yeni arterioller olusurlar. Ostrojen ve
progesterona yanit veren spiral arterler kivrimli bir yapiya sahiptir. Spiral arterler
endometriyumun tabaninda seyir gosterirler. Bazal arterler hormonal degisimden
etkilenmez. Endometriyal glandlar ve stromal doku endometriyumun tum
seviyelerinde spiral arterlerden kaynaklanan kapiller ile beslenir. Kapiller damarlar
venoz pleksuslara, oradan miyometriyal arkuat venlere agilirlar. Arkuat venler ise vena

uterinaya drene olur (Rock ve Jones, 2005).

2.4. Normal Menstruel Siklus Fizyolojisi

Menstriel siklus menarsin gerceklesmesinden menopoza girene kadar dizenli
periyotlar ile meydana gelen, endometriyumun fizyolojik olarak dékulmesidir. Her ay
gerceklesecek olan endometriyal dokiulme ve endometriyal rejenerasyon sireci
birbirini takip eden higbir kalici doku hasar1 gelismeden gerc¢eklesmektedir.
Menstriiasyondan fonksiyonel endometriyum etkilenmez. Proliferatif endometriyum
stirecini takip eden sekretuvar endometriyuma kadar gergeklesen stiregte endometriyal
degisim hiicre dokilmesi ve tekrar interaktif endokrinolojik ve reproduktif islemler
sonrasinda endometriyum bir sonraki siklusa hazirlanir (Berek JS. Ureme Fizyolojisi,
2004).

Menstriiel siklus kadinlarin biiyiik bir kisminda 21-35 glnde bir gergeklesen
araliklarladir. Menstriiel siklus menarstan sonraki 5 ila 7. yilda dogurganlik ¢agindaki
diizene ulasir. Menstriiel sikluslarin siiresinde 40’11 yaslara gelinince tekrar uzama
gerceklesir. Normal menstriiel kanama uzunlugu 3-5 gundur; 1-8 gun de olabilir. Bir
menstriasyon periyodunda 30-50 ml aras1 kan kayb1 gergeklesir. 80 ml izeri kan kayb1
anormal kabul edilir (Berek, 2004; Fritz, 2014).

Bu bilgiler 1s18inda menstruel siklusu, uterin siklus ve ovaryan siklus olarak iki baslik

olarak aciklamak daha dogru olacaktir.
2.4.1. Uterin siklus

Endometriyumdaki damarsal yapilar gland ve stromada olusan fonksiyonel ve
anatomik degisikliklere gore uterin siklus 5 boliimde degerlendirilecektir (Aplin ve
ark., 2008).



Menstruel endometriyum, Proliferatif faz, Sekresyon faz1 (salgilama fazi),

Implantasyona hazirlanma, Endometrial yikim fazi

2.4.1.1. Menstriel endometriyum

Menstruel endometriyum, proliferatif faz ile endometriyal yikim fazi arasindaki gegici
bir donemdir. Bu evrede endometriyumun fonksiyonel kisminin 2/3’si kaybedilebilir.
Fonksiyonel endometriyum, menstriiel siklusun iki ila Gglincl gunu gecene kadar
blylk o6lclide dokulir. Menstriiasyonda spongioz tabakada meydana gelen
fonksiyonel durum sonucunda; bezler yikilir, damar ve endometriyal stromada

parcalanma olur (Ludwig ve Spornitz, 1991).

2.4.1.2. Proliferatif faz

Proliferatif fazda endometriyal kalinlik ortalama 3,5-5 mm’ye ulasir. Gergeklesen bu
proliferasyon gelisen fonksiyonel tabakadadir. Menstriel kollapstan tekrar stromal
zemin olusmaktadir. Endometriyal kalinlasmada gergeklesen temel durum

endometriyal stromanin sismesidir (Aplin ve ark., 2008).

2.4.1.3. Sekresyon faz

Ovulasyon sonrasi 1 ila 2. giinde baslayan ortalama 14 gun devam edecek olan;
endometriyumun progesteron etkisinde fonksiyonel tabakasinin gelistigi evredir (Roos
ve ark., 2003). Korpus luteum tarafindan salgilanan progesteron araciligi ile bez
epitelinden glikojenden zengin salgi yapilmaktadir (Oktem ve Urman, 2012).
Endometriyal bezlerin epitelinden, glikojen miktar1 fazla mukoid bir salgi salgilanir.
Implantasyon gerceklesecek olursa, embriyonunun gelisimini desteklemek icin
glikojenden zengin bu salgi gereklidir. Endometriyal bezlerin liimeni salgiyla dolar.
Sekresyon fazinda epitel hlcrelerinde gergeklesen mitoz oldukc¢a az sayidadir (Roos
ve ark., 2003).

2.4.1.4. implantasyon fazi

Implantasyon zamani, uterin siklusun 21-22. glnlerinde gerceklesmektedir.
Endometriyal stromada olusan 6dem en belirgin morfolojik 6zelliktir. Endometriyumu
besleyen kan damarlarimin duvarinda seks steroitlerinin islev yapmasi igin reseptorler

bulunur. Prostaglandin sentezinin yapilabilmesi i¢in olmas1 gereken enzimatik sistem



arteriollerin endoteli ile kas tabakasinda yer almaktadir. Mitoz endotelyal hiicrelerde
siklusun 22. guinunde gdzlenmektedir. Spiral arteriollerin kivrimlagmasi igin gerekli
olan vaskdler proliferasyon; prostaglandinler, seks steroitleri, progesteron ve dstrojene
cevap olarak olusan parakrin ya da otokrin faktorler ile gergeklesmektedir (Aplin ve
ark., 2008).

2.4.1.5. Endometriyal yikim fazi

Siklusun 25. giiniinde predesidual doniisiim ile fonksiyonel tabakanin tist boliimiinde
kompakt bir tabaka olusur. Fertilizasyonun gerceklesmedigi ve implantasyonun
olusmadigi durumda gebelik gerceklesirse; olusabilen trofoblast dokulari
olugsmayacagi i¢in, insan koryonik gonadotropin (hCG) destegi olusamaz ve korpus
luteum ortadan kalkar. Bununla ilgili olarak 6strojen ve progesteron diizeyleri azalir
(Schwarz, 1983).

2.4.2. Ovaryan siklus

Folikiilogenez; oositlerin ve graniloza hicrelerinin ¢ogaldigi gelisim asamasidir.
Folikulogenez, fetal hayatta baslar; oosit blylmesi, teka tabakasmin gelismesi ve
grantloza hacrelerinin bolinmesi ile devamliligi saglamaktadir (Junqueira's Temel
Histoloji, 2015). Folikillerin gelisimi ve aktivitesi hipotalamus-hipofiz aksindan

salinim yapan gonadotropinler aracilig: ile diizenlenmektedir.

Overlerden bir oositin salinimiyla sonlanan her 28 ginde bir gerceklesen olaylar
bitiinu ovaryan siklusu ifade eder. Ovaryan siklus; folikiil gelisimin oldugu folikiler
faz, gelisen oositin fallop tlplerine atiliminin gergeklestigi ovulasyon fazi, 00sit
atilimindan sonra geride kalan folikil dokusundan olusan korpus luteumun oldugu
luteal faz ve atrezi sireci olarak toplam 4 ayri faz ile ifade edilmektedir (The
Everything Fertility Book, 2010).

2.4.2.1. Folikuler faz

Bu evrede amag her siklusta bir grup folikiiliin gelismek iizere secilip, ovulasyonun

gerceklesmesiyle tek bir dominant folikilln salinmasidir.



2.4.2.1.1. Primordiyal folikul

En basta segilecek olan primordiyal folikiil grubu ve segilen folikiillerin gelismesi
gonadotropin etkisine bagli olmadan olup bu sire¢ birka¢ ay devam etmektedir. Fakat
her donglde secilecek olan belli bir folikil grubunu uyaranin ne oldugu

bilinmemektedir.

Primordiyal folikul evresinde folikul biiyiime ve farklilasmasi Folikil Stimilan
Hormon (FSH) tarafindan kontrol edilmektedir. Bir folikll grubunda farklilasmanin
devami1 FSH kontroliinde olmaktadir. Gozlemlenen ilk degisiklik, oositin biiyiimeye
baglamasi ile tek sira halindeki folikiler grantiloza hiicrelerinin yerini ¢ok katli kiiboid
hicrelerin almasidir. Folikiler blyimeyi uyaran FSH’nin artist luteal fazda yok olan
korpus luteumdan sentezlenen progesteron ve inhibin diizeyindeki azalmadir

(Erickson, 1986).

2.4.2.1.2. Preantral folikdil

Korpus luteumun harap olmasini takip eden birkag giin i¢inde se¢ilmis folikiiller FSH
uyarist ile blylmeye devam etmektedir. Zona pelusida olarak adlandirilan
glikoproteinden zengin madde, buyimeye devam eden oositten salgilanir. Zona

pelusida, oositi ¢cevreleyen graniiloza hiicrelerinden oositi ayirmaktadir.

Iki hiicre dstrojen salmimi ve {iretimi igin sinerjistik olarak gorev almaktadir. Aciga
cikan Ostrojen kan dolasimina verilmektedir. Gelisimin bu asamasinda birbiri ile
benzer goérinume sahip her bir folikdl iki yol izleyebilir; ya dominant folikil olarak

gelisime devam edecek ya da atreziye ugrayacaktir.

Folikuler faz ilerledikce FSH dizeyinde azalma olur. FSH dizeyindeki azalma
folikiler blylme icin olumsuz bir durumdur. En ¢ok FSH reseptéri bulunan ve FSH
baglamada secici avantaji olan folikiller, elverigsiz sartlara kars1 koyabilmektedir.
Dominant folikil, en ¢ok FSH reseptorii bulunan ve zengin bir 6strojenik mikro

cevresi olan folikul olarak tanimlanabilir (Son ve ark., 2011).

2.4.2.1.3. Preovulatuvar folikdl

Bu evrenin 6zelligi graniiloza hiicrelerinin sekresyonlari tarafindan olusan plazma ile

dolu antrumun gérilmesidir. Grantlosa hiicrelerinin olusturdugu ve kumulus ooforus



ismi verilen bir sap araciligiyla oosit folikul ile baglantisin1 saglamaktadir. FSH

sekresyonu uzerine yukselen dstrojen diizeyi negatif feedback etki gostermektedir.

Dolasimda bulunan ostrojenler tarafindan Luteotropik Hormon (LH) salimimi bifazik
olarak kontrol edilmektedir. LH sekresyonu Ostrojen seviyesi yiiksek duzeylerde iken
artmakta; disiik diizeylerde ise LH salgis1 azaltmaktadir. Bu uyar1 6strojen kan diizeyi;
48 saatten fazla bir zaman 200pg/ml (zerinde oldugunda gergeklesmektedir. Artan
oOstrojen seviyesi pozitif feedback ile LH sckresyonunda ani bir artisa neden
olmaktadir. LH artisina sekonder dominant folikilde 6zgiin bir yanit olusmaktadir.
Granuloza hiicrelerinde progesteron iiretimi baglamakta, graniiloza hiicreleri luteinize

olmakta ve ovulasyonun tetigi ¢ekilmektedir (Messinis, 2006).

2.4.2.2. Ovulasyon

Ovulasyon; bir olgun tersiyer folikiilinde, LH seviyesinin en tepe noktasina
erismesinden 10-12 saat gectikten sonra ya da siklusun ortasinda LH artiginin

baslangicindan 32-35 saat gegtikten sonra olusmaktadir.

2.4.2.3. Luteal faz

Ovulasyon gerceklestikten sonra geriye kalan folikiil kalintisi, luteal fazin esas
diizenleyicisi olan korpus luteumu olusturmaktadir. Folikilde kalan membran6z
granuloza hucreleri lipit almaya baslamaktadir. Bunun sonucunda karakteristik sari
pigment goriintusi ortaya ¢ikmaktadir. Folikiilde geriye kalan membrandz graniiloza
hlcreleri, luteal fazda endometriyumu destekleyen progesteronu Ureten sekretuvar

dokuyu olusturmaktadir.

Ayni zamanda 6nemli dlclide inhibin ve Ostrojen de sentezlemektedirler. Korpus
luteumun bazal membrani, anjiyogenik faktorlerden birisi olan VEGF aracilig: ile
cogalan kan damarlarinin, granulosa-luteal hicrelerin arasina girmesi igin fayda
saglamaktadir. Bu anjiyogenik yanit fazla miktarlarda LH’nin sistemik kan dolasimina

girmesiyle sonuglanmaktadir.

2.4.2.3.1. Luteal fazda hormonal fonksiyon ve diizenlenme

Luteal fazda meydana gelen hormonal degisiklikler gebelik gergeklesmedigi zaman

korpus luteum regresyonunun olusmasint saglayacak ardigik negatif feedback



basamaklarinin olugmasi ile karakterizedir. Korpus luteum steroitleri (progesteron ve
inhibin) merkezi negatif feedback etki ile FSH ve LH sekresyonunda azalmaya neden
olur. Her iki steroidin sekresyonunun devam etmesi sonraki folikil se¢imi i¢in uyariy1
azaltic1 etki yapmaktadir. Korpus luteumun islevinin devam etmesi icin LH etkisinin

de deavm etmesi gerklidir.

2.5. Endometriyal Reseptivite

Implantasyonun basarili bir sekilde gerceklesmesi igin gerekli olan uterin mukoza
kapasitesi olarak ifade edilebilir. Endometriyum hormonlar araciligi ile embriyonun
tutunabilecegi hale gelir. Embriyonun implantasyonu i¢in ardisira gergeklesecek 3 ana
faz gerekir. Appozisyon, tutunma ve invazyon olarak isimlendirilir. Luteal faz
esnasinda endometriyum embriyo implantasyonu icin kisa bir zamanda reseptivite

gosterir. Endometriyal reseptivite, siklusun 20-24. gunlerinde maksimum diizeydedir.

Endometriyumun en Ust dlizeyde reseptivite gosterdigi bu evre implantasyon penceresi
olarak tanimlanmaktadir. Basarili bir implantasyon olmasi i¢in; Kaliteli bir embriyo ve
endometriyal reseptivite gereklidir. Heniiz tamamlanmamis endometriyal reseptivite
IVFde basarisizlik ile sonuglanan 6nemli nedenlerden birisidir (Cavagna ve Mantese,
2003).

Ostrojen ve progesteron steroit yapida hormon olup, uterusun siklik degisimini saglar
ve endometriyumu reseptif hale getirir. Bu dénemde embriyodan ve endometriyumdan
salgilanan biiylime faktorleri ve sitokinler de endometriyum ve blastokist arasindaki
etkilesimde biiyiik rol oynar. Bu faktorler; hucre diferansiasyonunu, proliferasyonunu
ve apopitoz olaylarini; parakrin etki, otokrin etki ve endokrin mekanizmalar tarafindan

duzenlenmektedir (Cavagna ve Mantese, 2003; Kimber, 2000).

Endometriyal reseptiviteye etki eden biyolojik gostergeler; buyime faktorleri ve
sitokinler, hiicre adhezyon molekilleri, pinopodlar, diger endometriyal reseptivite
belirtecleri diye gruplanabilir.

2.5.1. Pinopodlar

Endometriyumun ylzey epitelinde implantasyon penceresinde gorullr. Pinopod

olusumu progesteron bagimlidir. Endometriyumda olusan fonksiyonel ve yapisal
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degisimleri takiben olusan pinopodlar blastokistin endometriyum ile ilk karsilagsma
alanidir. Adezyon ve appozisyon fazlarinda gorevli gesitli molekiillerin ekspresyonu

pinopodlar tarafindan gergeklesmektedir (Cavagna ve Mantese, 2003).

2.5.2. Buyume faktorleri ve sitokinler

Hiicre ylizey reseptorlerine baglanma 6zelligi tasiyan endometriyal hiicrelerin islevini
gerceklestirmesini duzenleyen, hiicre kokenli polipeptit ve protein yapisinda olan
faktorlerdir. Sitokinler, endometriyum ve embriyo tarafindan sentezlenerek, embriyo
ve endometriyumun birbirleri ile etkilesiminde, endometriyal reseptivitenin
gerceklesmesinde gorev alirlar. Bu molekdller; vaskiler endotelyal buytime faktor
(VEGF) (Matsui ve ark., 2004), interlokin-1 (IL-1), I6semi inhibitor faktor (LIF),
keratinosit biyume faktorl (KGF), koloni stimile edici faktor-1 (CSF-1), heparin
baglayan epitelyal biiyiime faktorii (HB-EGF), insulin benzeri blylme faktori
baglayan protein-1 (IGF-BP-1) dir (Cavagna ve Mantese, 2003).

2.5.2.1. Vaskduler endotelyal buytme faktoru

VEGF trombosit kdkenli biylme faktorleri stiperailesinin bir tyesidir (Ferrara ve ark.,
2003). Endotel hucresinin proliferasyonuna, diferansiasyon ve migrasyonuna sebep
olmaktadir (Bikfalvi, 2004). Anjiyogenez ve vaskulogenez icin kritik bir dnemi vardir.
Menstriel siklus stresince endometriyal VEGF duzeyinin fazlar siresince degisim

gosterdigi bilinmektedir (Sugino ve ark., 2002).

Desidua gelisiminde, implantasyonun gergeklesmesinde ve gebelik olusumunda
onemli rolleri vardir. Endometriyal stromal hicrelerin desidualizasyon ile VEGF
yapimi arasinda pozitif korelasyon vardir. (Matsui ve ark., 2004). Implantasyon
penceresi doneminde embriyo ve endometriyum; blastokistin uterin mukozaya
tutunmast igin gerekli olan adezyon molekillerini igerir. Adezyon molekulleri
sinsityotrofoblastlarin endometriyuma invazyonunda, implantasyonun
gerceklesmesinde ve invazyonun simirlandirilmasinda onemli bir gOreve sahiptir.
Musinler ve integrinler de adezyon molekiilleri arasinda bulunur (Cavagna ve
Mantese, 2003). Reseptivite lizerine etkili diger faktorler; Prostaglandin, kalsitonin ve
homeobox genler (HOXA-10, HOXA-11) diger faktorlerdir (Cavagna ve Mantese,
2003).
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2.6. Ratlarda Ostriis Siklusu

Ratlar; beslenme ve bakimlarinin kolay olmasi ve arastirma sonuglarinda elde edilen
bulgularin diger canlilar i¢in de temel olusturmasindan dolay1 tercih edilmektedirler.
Disi ratlarin eriskin kitlesi 250-350 gr arasinda degismektedir. Su alimi 10 ml/100 g,
besin alimi ise 5- 10g/100 g,’dir. Yaklasik olarak 3-4 sene yasarlar. Erigkinlige gegis
donemi 50 ila 60 giin arasinda degismektedir. Sikluslart 65-110 giin arasinda

gerceklesir (Andrews ve ark., 1981).

Disi ratlar 4-5 ginde bir dizenli olarak kizginlik gosterip sene boyu poliostrik
hayvanlardir. Ostrus siklusu 4 evreden olusmakta olup bunlar; prodstrus, dstrus,
metedstrus ve diostrustur. Disi ratlarda prodstris 12 saat olup, 6stris 9-15 saat,
metadstris ise 21 saat siirmektedir. Disi ratlarin didstriis evresi 57 saat stirmektedir
(Lohmiller ve Swing, 2006). Ovulasyon &gleden sonrasinda (prodstrus) baslar ve
0gleden Once (Ostrus) biter. Ovulasyon gerceklestikten sonra yerinde korpus luteum
sekillenir. Korpus luteumun en ¢ok biiyiidiigii dsnem erken didstrus evresidir. Ostrus
siklusunun ikinci guninde progesteron en yuksek dizeyine ulasir (Dluzen ve
Ramirez,1986).

2.7. infertilite

Infertilite; korunmasiz iliskiye ragmen bir ¢iftin kadin yas1 35 den kiigiik oldugunda
12 ay sureyle, eger kadin yas1 35-40 yas arasindaysa 6 ay siire ile gebelik olugsmamasi
seklinde tanimlanmaktadir (Practice Committee of the American Society for
Reproductive Medicine, 2013). Eger kadin yasi 40’in Uzerindeyse 6 aylik siire
beklenmeden infertilite agisindan degerlendirilme yapilmalidir. Primer ve sekonder
infertilite olarak 2 alt baglikta tanimlanabilir. Primer infertilite gebeligin hig
olugmadig1 grubu tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Sekonder infertilite ise daha 6nce
canlt dogum ile sonuglanmamis olsa bile gebelik gergeklesen grubu tanimlamak igin

kullanilmaktadir (Thoma ve ark., 2013).

Infertilite, yaklasik %15 oran ile gebelik isteyen giftleri olumsuz etkileyen kiresel
saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ombelet ve ark., 2008). Saglikli geng bir
ciftte korunmasiz cinsel iliski ile 1 ay sonrasinda gebelik olusma sans1 %25, 6 ay

korunmasiz cinsel iligki sonrasinda gebelik olusma sanst %70, birinci yilin sonunda
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ise gebelik olusma sansi yaklasik %85°dir (RCOG, 2013). Fekundabilite, normal
ciftlerde %20-25 oraninda bir menstriiel siklus siiresince gebelik gergeklesme
ihtimalini belirtir. Bir siklusun canli dogumla sonlanma ihtimali ise fekundite olarak
tamimlanmaktadir (Epidemiology of human reproduction, 1986). Kadin yas1 arttika
fekundabilitede fizyolojik olarak azalma meydana gelmektedir (Maroulis, 1991).

Fertilite, kontrasepsiyona gereksinim duymayan toplumlarda 20 yasinda en ust
seviyesine ulasirken, 35 yas ile birlikte azalmaya baslamaktadir. Fertilitedeki azalma
37 yasindan sonra daha belirgin bir hale gelmektedir. Bu sebeple 40 yas sonrasinda
gebelik gerceklesme orani oldukgca azalir (van Noord-Zaadstra ve ark., 1991).
Gunumuzde ise ¢cocuk sahibi olma isteginin ileri yaslara ertelenmesi sonucunda, yasa
bagl infertilite sorunlarinda artma meydana gelmistir. Infertilitenin ne zaman

degerlendirilmesi gerektigi tablo 2.1’de 6zetlenmistir (ACOG, 2014).

Tablo 2.1. infertilitenin degerlendirme zamani

1. En az 12 ay sure ile korunmasiz iligki sonrasi degerlendirme:

35 yas altinda herhangi bir risk faktori bulunmayan kadinlar

2. En az 6 ay sure ile korunmasiz iliski sonrasi degerlendirme:

35-40 yas arasinda herhangi bir risk faktorii olmayan kadinlar

3. Basvuru aninda degerlendirme gereken durumlar:
40 yasin tizerindeki kadinlar

Oligomenore veya amenoresi olan kadinlar

Kemoterapi/radyasyon 6ykusi veya ileri evre endometriyozisi olan kadmnlar
Uterin faktor ya da tubal faktor saptanan kadinlar

Erkekde bilinen ya da siiphe edilen infertiliteye neden olan patolojiler

2.7.1. infertil ¢iftin degerlendirilmesi
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2.7.1.1. Anamnez

Infertilitenin stresi, disparoni, dismenore olup olmadig1 koitus sikligi, menstrial
siklus duizeni, galaktore ya da hirsutismus varligi, sigara ve alkol kullanim sikligi, ilag

kullanim &ykiisii sorgulanmalidir.

Hastalik gegmisi, 6nceki cerrahi operasyon 0ykisu, varsa anormal smear sonucu veya
Oykus, tiroit bezi hastaliklari, meslegi, infertilite nedeniyle 6nceki uygulanmis olan
tedaviler hasta Oykiisii alimirken dikkat edilmesi gereken durumlardir. Ovulasyon
zamaninda veya ovulasyon zamanindan bir hafta Oncesine kadar olan siregte
nonsteroid anti inflamatuvar ilag (NSAIQ) kullanim durumu o siklus icin gebelik
olasiligin1 diigtirdiigi goriilmustir (Li ve ark., 2003). Kadinda artmis infertilite
oranlarina, azalmis fekunditeye, erkekte bozulmus spermiyogram parametrelerine,

diisiik semen hacimi oranlarina neden olmaktadir (Fertility and Sterility, 2012).

2.7.1.2.Fizik muayene

Infertil bir kadin hastada fizik muayene, 6nce genel degerlendirme (boy, Kilo, viicut
kitle indeksi, nabiz, tansiyon), bas-boyun muayenesi (tiroid patolojileri,
lenfadenopatiler), meme muayenesi (gelisim, kitle ve deri degisiklikleri), batin
muayenesi (batinda Kitle, batinda hassasiyet, skar izi varligi), pelvis muayenesinde (dis
genitalya, vajen, serviks, uterus, rektovajinal degerlendirme), cilt bulgularinin
(hirsutismus, akantozis nigrikans) degerlendirmeye yonelik olmalidir (McLaren,
2012).

Erkek hasta degerlendirmesi yapilirken jinekomastinin olup olmadigina, mikropenis,
varikosel, testis boyutlar1 ve testis volumi agisindan degerlendirilmelidir. Erkek
infertilitesinin 6nemli bir nedeni olan konjenital bilateral vaz deferans yoklugu kistik
fibrozis transmembran regilatér (CFTR) gen bozuklugu ile iliskilidir (Fertility ve
Sterility, 2012). Obez erkeklerde azalmis total sperm sayis1 azalmis semen hacmi, ve
azalmis hareketli sperm sayisi, obez olan kadinlarda ise ovulatuvar disfonksiyon,
insiilin rezistansi-hiperinstlinemi goralir (Broughton ve Moley, 2017; Craig ve ark.,
2017).
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2.7.2.infertil kadinlarda laboratuvar incelemeleri

Temel Laboratuvar Testleri: Anemi agisindan degerlendirmek igin tam kan sayimi
yapilmalidir. Kan grubu belirlenmeli, Rh tespiti yapilmalidir. Prekonsepsiyonel
donemde gebelige hazirlik i¢in servikovajinal smear alinmali, hepatit B ve C, kizamik

gereklilik halinde klamidya serolojisi bakilabilir (Fritz, 2014).

2.7.2.1.0ver rezervinin degerlendirilmesinde kullanilan testler

Statik testler: Yas, bazal antral follikiil sayisi, bazal serum Anti Mullerian Hormon
(AMH) dizeyi, bazal serum FSH dizeyi, bazal serum Ostradiol (E2) duzeyi, bazal

FSH/LH orani, over volumi, over stromal kan akimi1 olusturur.

Dinamik testler: Ekzojen FSH over rezerv testi (EFORT), Klomifen sitrat challenge
test (CCCT), GnRH (Gonadotropin salgilatici hormon) agonist stimulation test
(GAST)

FSH: Menstriel siklusun 3. giiniinde bakilan FSH diizeyi, ovaryan rezervin indirekt
gostergesidir. FSH zayif diizeyde gebe kalmay1 6ngérmekte ve azalmis over rezervini
tespit etmede orta diizeyde bir etkiye sahiptir (Bancsi ve ark., 2003). Azalmis over
rezervini tespit etmede FSH >10 IU/L olmast %83-100 spesifiktir. FSH seviyesinin
10-15 IU/L oldugu degerler esik deger olarak goriiliir. FSH seviyesi 10 TU/L’nin

altinda ise kadinin yeterli bir over rezervi oldugu disiiniiliir (McLaren, 2012).

Ostradiol: Sikluslar arasi farklilik gostermekle birlikte adet kanamasmin 2 ila 4.
gunlerinde 6l¢iim yapildiginda diisiik seviyelerde gorilmektedir (<50 ng/L) (Bancsi
ve ark., 2003). Ostradioliin, menstriiel siklusun 3. giiniinde yapilan 6l¢iimiinde >80
ng/L olmas: diisiik gebelik oranlar1 ve IVF siklus iptali ile iliskili bulunmustur
(Smotrich ve ark., 1995). Erken folikiler fazda 60-80 ng/L’nin iistiinde saptanan E2
degerleri hizlanmis oosit gelisimi ve reprodiiktif yaslanmay1 gdstermektedir
(McLaren, 2012).

AMH: TGF-beta ailesinin Gyesi olan primer, preantral ve antral foliktllerde bulunan
graniiloza hiicreleri tarafindan salinan bir glikoproteindir. Over rezervini saptamada en
iyi biyokimyasal parametrelerden olmakla birlikte primordiyal folikil havuzunu
yansitmada da Onemli Dbir belirtegtir  (lliodromiti ve Nelson, 2015).
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Gonadotropinlerden bagimsiz donemde bulunan folikiillerden sentezlendigi i¢in siklus

icinde dalgalanma gdstermez (Gracia ve ark., 2018).

Reprodiiktif yaslanma gergeklestikge oosit sayisinda azalma meydana gelir. Oosit
sayisi azaldikca AMH dizeyi azalir. Menopoza girisle birlikte Olculemeyecek
seviyelere iner. Saptanan AMH dizeyi oosit kalitesi hakkinda bilgi vermemektedir
(Steiner ve ark., 2017). AMH’ 1n 0.7-1.3 ng/ml (5.0-9.3 pmol/L) saptanan degeri
normal degerlendirilmesi gereken aralik olarak kullanilmaktadir (Kupka ve ark.,
2014). AMH dizeyi 1ng/dl altinda saptandigi durumlarda zayif over yaniti, kotl
embriyo transferi ve kotii gebelik sonuglari ile iligkili bulunmus olup; AMH diizeyi
3,5 ng/dL iizerinde saptandigi durumlarda ise hiperstimulasyon riskinde artma ile
iliskili bulunmustur (Ecochard ve ark., 2001). AMH dizeyi 1,1 ng/mL altinda

saptandiginda diisiik over rezervi olarak kabul géormektedir (Lie Fong ve ark., 2012).

2.7.3.infertilite nedenleri

Guniimuzde infertilite sebebiyle her alt1 kisiden biri gebelik olusamadigi i¢in doktora
basvurmaktadir. Infertilitenin etyolojik faktorleri simiflandirildiginda % 35 oran ile
tubal ve peritoneal patolojiler, %35 oran ile erkek faktorii olarak saptanmis bu
nedenlerden sonra % 15 oran ile anovulasyon sebep olark gdsterilmistir. Infertilite
etyolojisini agiklamaya yonelik nedenler arasinda % 10 agiklanamayan infertilite ve
% 5 sik olmayan sebepler olarak smiflandirilma yapilmistir. Tablo 2.2° de
aciklanmustir (Hugh S Taylor ve ark., 2019).

Tablo 2.2. infertilitenin etyolojik faktdrleri

Tubal ve Peritoneal Patoloji %35
Erkek Faktori %35
Anovulasyon %15
Agiklanamayan Infertilite %10
Sik olmayan sebepler %5
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2.7.3.1.0vulatuvar disfonksiyon

Infertilitenin sik sebeplerinden biri ovulatuvar disfonksiyondur. Ovulatuvar fonksiyon
bozukluklarina tant koymak i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir. Midluteal
donemde serum progesteron diizeyinin 6lctlmesi ovulasyonun belirlenmesinde en
kolay yontemdir. Menstruel siklusun 21. giinlinde 6lgulen progesteron seviyesinin 3
ng/ml’nin lizerinde saptanmasi ovulasyonun oldugunun gostergesidir (Wathen ve ark.,
1984). Eger siklusun 21. gununde o6lg¢llen progesteron seviyesi 3 ng/ml‘nin altinda

saptanirsa ovulasyonun olmadiginin gostergesidir.

2.7.3.2.Diisiik over rezervi (DOR)

Overlerdeki gonadotropinler araciligi ile uyarilabilen folikil havuzu ve istirahat
halinde bulunan primordiyal folikiil sayis1 over rezervi olarak tanimlanilabilir. IVF
sonuglarinda alinacak basar1 infertil kadinlarin over rezervinin saptanip buna uygun
tedavi protokollerinin kullanimindan etkilenmektedir. IVF tedavi protokolleri
uygulanan kadmlarda toplanan oosit sayisi tedavi basarisini etkileyen onemli bir

faktordiir. Ileri yas over rezervinin azalmasinin 5nemli nedenlerinden biridir.

Gegirilmis ovaryan cerrahi 6ykusi, endometriyozis, prematiir over yetmezligi (POF),
radyoterapi/kemoterapi Oykiisii, gegirilmis pelvik enfeksiyon, sigara-alkol tuketim
aligkanliklar: da over rezervinin azalmasinin nedenleri arasinda gosterilmektedir. IVF
tedavi protokollerinde; zayif ovaryan cevabin altinda kotii over rezervinin sebep
oldugu diistiiniilmektedir. K&tl over yanit1 olan infertil hastalarda gebelik oranlari
diismektedir. K6til ovaryan yamti tammlayabilmek i¢in Avrupa Insan Uremesi ve
Embriyoloji Dernegi (ESHRE) ve Amerikan Ureme Tibbi Dernegi (ASRM)
konsensusu ile Bologna kriterleri belirlenmistir. Bologna kriterleri (Ferraretti ve ark.,
2011):

1. Ileri anne yas1 (>40 yas) veya DOR icin diger risk faktdrlerinin saptanmast,

2. Onceki DOR 6ykiisiiniin olmasi (konvansiyonel bir stimiilasyon protokolii ile 3 ya

da 3 ten az oosit toplanmis olmasi)

3. Anormal over rezervi testi olmast (AMH<0.5-1.1 Antral folikiil sayis1 (AFC) 5-

7°den az olmasi,)
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Yukarida belirtilen ii¢ kriterden ikisini sagladiginda kotii ovaryan yanit tanisi
koyulmaktadir. Over rezervini belirlemede serum AMH diizeyi ve AFC (2-10 mm)
kullanilmaktadir. AFC; ortalama c¢aplar1 2-10 mm arasinda degisen folikullerin
menstriel siklusun herhangi bir evresinde transvajinal ultrasonografi ile saptanan

toplam sayisini ifade eder (Ruess ve ark., 1996).

2.7.3.2.1.0ver rezervi ve AMH iliskisi

Preantral ve boyutlar1 2-6 mm arasinda olan antral foliklllerde bulunan graniloza
hlcreleri tarafindan AMH Uretilmektedir (Weenen ve ark., 2004). Preantral ve kicuk
antral folikullerde AMH ekspresyonu en fazla diizeyine ulagsmaktadir (Weenen ve ark.,
2004). AMH ekspresyonu biiyiik ¢apli folikiillerde kaybolur ve FSH bagimli evreleri
sirasinda  AMH ekspresyonu gerceklesmez (Tsepelidis ve ark., 2007). AMH
seviyesinin bu sebeple siklik olarak degisim gostermedigini vurgulayan caligmalar
vardir (La Marca ve ark. 2013).

Hipofizer FSH’a benzer bir patern gosterdigi diisiiniilen serum AMH seviyesinin erken
luteal fazda, erken folikiler faza gore daha diisiik oldugu yapilan son g¢aligmalarda
saptanmistir (Hadlow ve ark., 2013). Over rezerv degerlendirilmesinde AMH,;
menstriel siklus iginde seviyesindeki degisiminin az olmasi nedeni ile over rezervini

degerlendirmede iyi bir 6ngorii sagladigi disiiniilmektedir (La Marca ve ark., 2007).

2.7.3.3.A¢iklanamayan infertilite

Aciklanamayan infertilite bir ekartasyon tanisidir. Sistematik olarak degerlendirilen
infertil bir ¢iftte herhangi bir neden saptanmamasi sonucu tan1 koyulmaktadir. Infertil
topluluklarda yaklagik %15-20 olarak sikligi saptanmustir (Guzick ve ark., 1994). Tam
olarak bir sebebe baglanamasa da, defektif endometriyal reseptivite sebebiyle
implantasyon anomalileri, semen analizi yapildiginda konsantrasyon ve motilite
degerlerinin referans alinan alt sinira yakin olmasi ve gamet anomalileri gibi farkli

hipotezler ortaya atilmigtir (Leach ve ark., 1997).

35 yas ustii kadinlarda agiklanamayan infertilite ¢ok daha sik izlenmistir. Yas
ilerledikg¢e oosit kalitesi ve dogurganlik azalmaktadir (Somigliana ve ark., 2016). Uzun

yillardir agiklanamayan infertilitede bozulmus endometriyal reseptivitenin etyolojide
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rol alan bir parametre oldugu diisiinilmektedir. Ancak endometriyal reseptiviteyi
objektif olarak degerlendirebilecek biyomarkerlar ya da radyolojik degerlendirme
uzun yillardir ortaya konulmaya calisilsa da objektif bir belirte¢ elde edilememistir.
Bozulmus endometriyal reseptivitenin blastokistin  endometriyuma tutunma
asamasini, invazyon ve implantasyon asamasini Onledigi diisliniilmektedir. Bazi
tekrarlayan gebelik kaybi ve aciklanamayan infertilite olgularindan bozulmus

endometriyal reseptivitenin sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (Lessey, 2011).

2.7.3.4.Uterin faktor

Implantasyon basarisizlig1 uterus ile ilgili infertilitenin temelini olusturur. Uterin
infertilite nedenleri arasinda intrauterin adezyonlar, uterin anomaliler, uterin fibroidler,
endometriyal polipler yer almaktadir. Bu mekanik sebepler veya endometriyal
reseptivitedeki bozukluklarla iligkili olabilir.

Uterin fibroidler diiz kas monoklonal ttimérleridir. Yaygim gordlir ve iyi huylu olan
timorlerdir. Celiskili veriler bulunmasina ragmen, uterin kavitede submukozal veya
intrakaviter bileseni olan uterin fibroidlerin gebelik olusumunu ve implantasyon
oranlarmi diistirdiigti diistiniilmektedir. Uterin fibroidlerin ¢ikarilmasini takip eden
stiregte gebelik oranlarinda meydana gelen artig bu goriisii desteklemektedir (Metwally
ve ark., 2020).

Gelisimsel uterin anomaliler obstetrik komplikasyonlar ve olusan gebeliklerin kayb1
ile iligkili iken gebe kalabilme potansiyelini etkilemedigi disiiniilmektedir. Milleryan
anomaliler iginde en fazla uterin septum gorulmektedir. Tekrarlayan gebelik kayiplar
ve reprodiktif bozukluklar ile en ¢ok iliskili olan anomali uterin septumdur (Homer
ve ark., 2000).

Uterin infertilite nedenleri arasinda intrauterin adezyonlar da bulunmaktadir.
Intauterin olusan adezyonlar intrauterin girisim yapilmis kadinlarda sekonder amenore

veya hipomenore ile klinik bulgu vermektedir (Salazar ve ark., 2017).

Semptom vermeyen endometriyal polipleri bulunan subfertil kadinlarda yapilacak
polipektomi islemi fertiliteyi artirabilir. Yapilan bir ¢alismada endometriyal polibi

olan subfertil kadinlarda, intrauterin inseminasyondan dnce histeroskopik polipektomi
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yapilan ve histereskopik polipektomi yapilmayan iki grup arasinda gebelik oranlari
karsilastirilmis ve yapilan polipektominin gebelik oranlarini 6nemli 6lgiide artirdigt

gosterilmistir (Pérez-Medina ve ark., 2005).

2.7.3.5.Tekrarlayan implantasyon basarisizhig

40 yasindan kiiciik bir kadinda, IVF tedavi yontemleri ile en az 3 siklus ve en az 4
kaliteli embriyo transferinden sonra gebeligin  ger¢eklesmemesi olarak
tanimlanmaktadir (Coughlan ve ark., 2014). implantasyon basarisizhiginin etyolojik
nedenlerine bakilacak olursa endometriyal reseptivite, embriyo kalitesi, uterusa ve
tubaya ait faktorler, immunolojik faktorler, kiiltiir ortam1 ve peritoneal faktorler yer
alir (Ola ve Li, 2006).

Basarili bir implantasyon siireci i¢in endometriyum ile embriyo arasinda gerekli uygun
iliskinin kurulmasi gerekmektedir. Reseptif endometriyum tekrarlayan implantasyon
basarisizliginda, maternal agidan gerekli 6n kosul gibi goriilmektedir. Reseptif
endometriyum implantasyon basarisizligi olan kadinlarin yaklasik tgte ikisinden

sorumludur (Defrere ve ark., 2005).

Basaril1 bir implantasyon gergeklesebilmesi igin saglikli bir blastokist ve reseptivitesi
normal olan endometriyuma ihtiyag¢ vardir. Endometriyum her menstrual dongiide kisa
sreligine implantasyonun gergeklesmesi ig¢in uygun bir hal alir. Bu sirec
implantasyon penceresi olarak tanimlanmaktadir. Normal bir menstriel donginin
icinde embriyonun endometriyal kaviteye ulagsmasi1 ovulasyondan yaklasik 4 giin sonra

gerceklesir (Croxatto ve ark., 1978).

2.8. Trombositten Zengin Plazma (PRP)

Kandaki bazal seviyeden cok daha fazla miktarda trombosit bulunduran otolog
plazmadir (Marx, 2001; Pietrzak ve Eppley, 2005). Plazmada bulunan trombositler
diger kan elemanlarindan ayristirilip, trombositler konsantre edilir. Kanda 150 000-
400 000/mm3 trombosit bulunur. PRP’de bulunan trombosit sayis1 1 000 000/mm3’tlr
(Marx, 2001). PRP trombosit kaynakli bir¢ok blyiime faktoru icermektedir. PRP’de
bulunan baslica biiyime faktorleri EGF, IGF, VEGF, PDGF olup birbirleriyle
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sinerjistik etki olusturarak PRP’nin etkinligini artirmaktadir (Haynesworth ve ark.,
2002).

2.8.1.PRP ana faktérleri ve endometriyum ve over dokusu iizerindeki olasi
etkileri

Transforming Growth Faktor- B (TGF-B): Endometriyal desidualizasyonda, uterin
immiin cevapta gorev alir. Menstrilasyonda ve endometriyal rejenerasyonda gorev
almaktadir. Primordiyal folikiilden primer folikiile gecis asamasindaki regiilasyonda
gorev almaktadir. Overlerde FSH reseptor sentezinde gorev almaktadir (Knight ve

Glister 2006; Stoikos ve ark. 2008).

Trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF): Endometriyal stroma, desidua ve epitel
Uzerine mitojenik etkiye sahiptir. Endometriyal stromal hicrelerde DNA sentezini
artirir. Kemotaksis i¢in uyarici bir rolii vardir. Primordiyal folikiil asamasindan primer

folikiile gegiste rol almaktadir (Matsumoto ve ark.2005; Nilsson ve ark.2006).

Epidermal growth faktor (EGF): Endometriyal hiicrelerin ¢ogalmasinda,
endometriyumun yeniden epitelizasyonunun desteklenmesinde, blastositin enerji
saglamasi i¢in gerekli glikojenolizis asamasinda, Oosit biiylimesini tesvik ederek
folikiil boyutunda artis asamasinda gorev almaktadir (Gargett ve ark. 2012; Silva JR
ve ark. 2004).

Fibroblast growth faktér (FGF): Endometriyumda anjiyogenik sireclerin
baglatilmasinda, endometriyumda VEGFR2min ‘up regilasyon’unda, endotelyal
proliferasyon  ve  organizasyonun  desteklenmesinde, folikiil  gelisiminin
desteklenmesinde, granlloza ve over stromal hicrelerinin ¢ogalmasinda gorev
almaktadir (Demir ve ark.2010; Garor ve ark.2009).

Vaskuler endotelyal blytme faktéri (VEGF): Endometriyumda anjiyogenezin
desteklenmesinde, oksidatif stresin neden oldugu hasarlarin baskilanmasinda, folikiler
aktivasyonun desteklenmesinde, overde graniloza hicrelerinin  apoptozunun

inhibisyonunda gorev almaktadir (Kosoka ve ark., 2007).

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF): AKT/mTOR yoluyla endometriyum

proliferasyonunun indiksiyonunda, endometriyal hicrelerin desidualizasyonunda,
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IGF-1 ve IGF-11 aracilig1 ile sekonder folikillerin gelismesinde, graniloza hiicrelerinin
¢ogalmasinin ve steroidogenezin uyarilmasinda gorev almaktadir (Carlson 2012; Silva

J ve ark.2009).

Hepatosit growth faktér (HGF): Endometriyal epitel hiicrelerinin ¢ogalmasinin
uyartlmasinda, menstriel siklusta endometriyal rejenerasyonda, grantloza
hlcrelerinin  steroidogenez regilasyonu yoluyla folikilogenezi desteklemede,
graniiloza hiicrelerinde apoptozun baskilanmasinda, primordiyal folikiil gelisiminin
indiksiyonunda gorev almaktadir (Canipari ve ark.2012; Gargett ve ark.2012;
Uziimcii ve ark.2006).

2.8.2.PRP’nin klinik uygulamalar:

Yara iyilesmesi: PRP uygulanan yara bolgesinde iyilesme asamasinda epitelyal
farklilasma, dermal bdolgede matriksin organizasyonu daha dizenli olmaktadir.
Uygulanan PRP etkisi ile fibroblast proliferasyonu, vaskuler bilylime, kollajen sentezi
artarak yara bolgesinde epitelizasyon daha hizli gerceklesmektedir (Carter ve ark.,
2003). Deneysel olarak olusturulan kutandz yaralar incelendiginde PRP
uygulanmasinin yaranin epitelizasyonunda artisa sebep oldugu goriilmiistiir (Kimura
ve ark., 2005).

Sinir iyilesmesi: Sinir iyilesmesi tizerine PRP kullanimu ile ilgili az sayida yapilmig
calisma vardir. PDGF’nin nérotrofik aktiviteyi artirdigt bulunduktan sonra sinir
tyilesmesi tizerine PRP c¢alismalari baglamistir. Calisma gruplarinda fasiyal sinir hasar1
yapilmis ve onarimi sonrasinda PRP uygulamasi yapilmistir. PRP uygulamasi

sonrasinda sinir iyilesmesin daha iyi oldugu saptanmistir (Farrag ve ark., 2007).

Tendon ve ligaman iyilesmesi: PDGF’nin tendon ve ligamanlarin tedavisi igin yapilan
deneysel ¢aligmalar vardir. Siganlarin asil tendonu riiptiire edildikten sonra PRP
uygulanan gruplarda tendon iyilesmesi yoOniinde anlamli sonuglar saptanmistir
(Aspenberg ve Virchenko, 2004).

Kemik iyilesmesi ve periodontal cerrahi: Kemik hicrelerinin yenilenmesi (zerine
PRP’nin olumlu etkileri saptanmistir. Bu nedenle ¢ene cerrahisinde ve maksillofasiyal

cerrahide kullanilmaktadir. Kemige yerlestirilen implantlarda, maksillofasiyal
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bolgenin tlimor cerrahisinde ve mandibulanin rekonstriksiyon islemini takiben,
maksiller siniisiin cerrahilerinde, alveolar yariklarin cerrahi islemlerinde basariyla
kullanilmaktadir (Klongnoi ve ark., 2006).Ayrica antikoagiilan kullanimina bagh
kanama-pihtilasma bozuklugu olan hastalarin tedavisinde kanama kontroll icin

kullanilmis, kanamay1 durdurmada basari saglanmistir (Della Valle ve ark., 2003).

Kozmetik uygulamalarda ve plastik cerrahisinde: Dokularda adezyon ve hemostaz
Uzerine etkisi sayesinde PRP kullanimi kemik greft uygulamalarinda ve deri
greftlerinde, blefaroplastilerde kullanilmaya baslanmistir. Yag greft uygulamalarina
PRP eklendiginde yag emilimi ger¢eklesmeden uzun vadede kontur yenilenmesinde
fayda saglamistir (Welsh, 2000).

Spinal cerrahiler: Titanyum implantlar ile yapilan spinal flizyon ameliyatlarinda
bolgeye PRP uygulandiginda kemik rejenerasyonun arttigi goriilmiistiir (Bose ve
Balzarini, 2002).

Koroner by-pass cerrahisi: Kardiyopulmoner by-pass cerrahisi gegiren hastalara
operasyon sonrasinda hastaya otolog PRP hazirlanilip uygulandiktan sonra ameliyat
sonrast zamanda kanama kontrolu daha erken donemde saglanmis olup, kan

parametrelerinin diizelebilecegi bildirilmistir (DelRossi ve ark., 1990).

Kadin hastaliklar1 ve dogum: PRP uygulamas 6zellikle IVF tedavi siirecine ek olarak
kullanilmaya baglanmistir. IVF tedavisi goren hasta grubunda tekrarlayan
implantasyon basarisizligi olan infertil kadinlarin endometriyal gelisimin
saglanamadig1 hastalarda kullanilmaktadir. PRP nin intrauterin uygulamas: kronik
endometrit ve Asherman sendromu olan hastalarda deneme c¢alismalar1 olarak yer
almaya baslamistir. Over torsiyonu yapilan rat modellerinde yapilan ¢aligmalarda over
hasarmi oOnledigine yonelik sonuglar saptanmistir. Ayrica intraovaryan PRP
uygulamasi DOR hasta grubunda tedaviye yardimci metod olarak daha yeni deneysel

caligmalar yapilmaya baglanmistir (Hajipour ve ark., 2021).
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Sakarya Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nde,
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (EK 7.1.) izin alinarak 12.2021/03.2022
tarihleri arasinda gerceklestirildi. Calisma esnasinda 5199 numarali “Hayvanlari
Koruma Kanunu” ve Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’nin deneysel ve diger bilimsel
amagclar i¢in kullanilan deney hayvanlarinin korunmasi, deney hayvanlarinin tiretim
yerleri ile deney yapacak olan laboratuvarlarin kurulus, ¢alisma, denetleme, usul ve

esaslarina dair yonetmeligine uyuldu.

Calismamizin cerrahi boliimi, ratlarin barindirilmasi, bakimi, beslenmesi, sakrifiye
edilmesi islemi belirli olan usiil ve isleyis esaslar1 dogrultusunda Sakarya Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda yapildi. Caligmamizin
histomorfolojik degerlendirilmesi, alinan orneklerin 151k mikroskoplar1 altinda
degerlendirilmesi ve uygun histolojik yontemler kullanilarak immiinohistokimyasal
incelemesi Sakarya Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.1.Deney Hayvanlar:

Bu calismada, Sakarya Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Birimi’nden temin edilen yaklasik 4/6 aylik 300-350 gram agirliginda, disi cinsiyete
ve normal fonksiyonlara sahip 28 adet Sprague-Dawley albino rat tiirii kullanildi.
Deney hayvanlar1 uluslararast hayvan deney bakim ve deney kilavuzlarma gore
standart laboratuvar kosullarinda (sicaklik 23+2°C, nem %45-65, 12 saat giindiiz/gece

siklusu) agik kafeslere alindi.

Deney Hayvanlari, Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda standart kosullarda beslenerek takip edildi. Calismamizda ratlar dort
gruba ayrild1 ve her grupta yedi rat olacak sekilde hayvan modeli olusturuldu (Tablo
3.1).
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Grup 1: Kontrol grubudur. Yalnizca batinin diseksiyon makasi ile acilip kapatildig

gruptur.
Grup 2: Ratlarin her iki overine ve uterin hornlarina enjektor ile girilip ¢ikilan gruptur.

Grup 3: Ratlarin her iki overine ve uterin hornlarina 0,2 ml serum fizyolojik verilen

gruptur.
Grup 4: Ratlarin her iki overine ve uterin hornlarma 0,2 ml PRP uygulanan gruptur.

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan ratlarin gruplandirilmasi

Grup Adi Deney Hayvan Yapilan islem
Sayis1
1. Grup
7 Kontrol grubudur. Yalnizca batinin diseksiyon
makasi ile agilip kapatildig: gruptur
2. Grup
7 Ratlarin her iki overine ve uterin hornlarma
enjektor ile girilip ¢ikilan gruptur.
3. Grup
7 Ratlarin her iki overine ve uterin hornlarma 0,2
ml serum fizyolojik verilen gruptur.
4, Grup

7 Ratlarin her iki overine ve uterin hornlarina 0,2
ml PRP uygulanan gruptur.

Tiim ratlara anestezi uygulandiktan sonra 0,2 ml kan alinip antikoagiilan igermeyen

sar1 kapakli biyokimya tiiplerine kayuldu.

3.2.Ratlara Anestezi Uygulamasi

Calisma grubunda ve kontrol grubunda yer alan bitln ratlara ayni anestezi islemi
uygulandu. i1k olarak pre-anestezik madde olan ketamin ratlara intramuskuler yontem
ile 80 mg/kg (Ketalar®- Ketamin 10 ml flakon, Pfizer) ve arkasindan anestezik madde
olan Xylazin hydroclorid 10 mg/kg (Basilazin 25 ml %2 flakon, Bavet)
uygulamasindan sonra cerrahi isleme baslanildi. Cerrahi islem esnasinda ratlar spontan

solunuma birakildu.
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3.3.PRP Hazirlanmasi

Anestezi sonrast PRP uygulanacak gruptaki ratlardan PRP hazirligi i¢in 0,8 ml kan
almip 0,2 ml sodyum sitrat ile karistirldi. Ilk olarak 5 dakika 1200 CFU(santrifiij
donme hizi) santrifiij uygulandi. ilk santrifiij sonras: altta kalan eritrositler 15kosit
tabakasina kadar tiipten armndirildi. ikinci santrifiijde 10 dakika 1200 CFU santrifij
uygulanip kalan eritrositler de uzaklastirildi. Boylece uygulanacak olan PRP

hazirlanmuis oldu.

3.4.Cerrahi Islem

Ratlara anestezik maddelerin uygulanmasini takiben ortalama 8- 10 dakika beklenildi.
Calismaya alinan bUtiin ratlara ayni islem uygulandi. Ratlar sirt iistli yatar pozisyona
alind1 ve abdominal trastan sonra alt karin orta hat bolgesinde diseksiyon makasi ile 2
cm'lik uzunlamasina bir kesi yapildi. Daha sonra peritoneal insizyon yapilarak uterus

boynuzlar1 ve overleri izlendi.

Grup 1 deki ratlarin uterus hornlari ve overler gozlendikten sonra kesi 4/0 ipek sutir
ile kapatildi. Grup 2 deki ratlarin uterus hornlarina ve overlerine enjektor ile girilip
cikildi. Ardindan batin 4/0 ipek siitur ile kapatildi. Grup 3 deki ratlarin uterus
hornlarina ve overlerine 0,2 ml serum fizyolojik enjekte edildi. Batin 4/0 ipek ile siiture
edildi. Grup 4 deki ratlarin uterus hornlarina ve overlerine 0,2 ml hazirlanan PRP
enjekte edildi. Batin 4/0 ipek ile siiture edildi. Ardindan tiim rat gruplar1 kafeslerine

alindi. Gruplar 3 0strus siklus takip edildi.

3.4.1.Cerrahinin ikinci asamasi

Tum ratlara anestezik 80 mg/kg (Ketalar®- Ketamin 10 ml flakon, Pfizer) ve anestezik
madde olan Xylazin hydroclorid 10 mg/kg (Basilazin 25 ml %2 flakon, Bavet)
intramuskuler olarak uygulandiktan sonra isleme baglanildi. Tum ratlardan AMH ve
FSH o6l¢iimii i¢in kan alindi. Ardindan tiim ratlar sirt Gistii yatar pozisyona alindi ve
abdominal trastan sonra eski insizyon yerlerinden acilarak uterus ve over dokular
histopatolojik inceleme igin alinip biyopsi ornekleri histolojiye gonderildi. Ratlara

servikal dislokasyon yontemi ile 6tenazi uygulandi.
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3.5.Histolojik Inceleme Yéntemi

Dokular %10’luk tamponlanmis nétral formaldehit soliisyonuna (Formaldehit 100 cc;
Cesme suyu 900 cc; NaH2P04. H204 g; Na2HP04 6.5 g) alinip 48 saat stresince fikse
edildi. Fikse olan dokular formalin sollisyonundan ¢ikarilarak dekalsifiye olmasi igin
nitrik asit ¢Ozeltisinde bekletildi. Glnlik olarak dekalsifikasyon kontrol edildi.
Dokular kesit alinabilecek yumusakliga geldiginde alkol ile dehidratasyona ugratildi,
ksilol ile seffaflagtirma yapildi ve parafinde gomme islemi yapilarak rutin doku
takibinden gegirildi. Bu histolojik islemler SLEE Mainz (Mainz, Almanya) marka
doku takip cihazi kullanilarak yapildi (Resim 3.1).

. ]

Resim 3.1. Doku takip cihazi

Doku takip islemleri sonlanan doku 6rnekleri parafine gdmdldu. Olusturulan parafin
bloklardan Thermo Scientific HM 355S marka mikrotom (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, ABD) kullanilarak 4 um kalinliginda elde edilen kesitler polilizinli
lamlara alindi. Mikrotom ile alinan kesitler Hematoksilen&Eozin (H&E) (Bio-
Optica, Milano, Italya) boyamast igin rodajli lamlara alindi. Alinan 6rnekler boyama
islemi yapilana kadar kurumasi i¢in oda sicakliginda bekletildi. Alinan doku 6rnekleri
Ki-67 ve VEGF immiin reaktivitesinin saptanabilmesi icin Avidin-Biotin-Peroksidaz
metodu uygulandi. Lamlara alinan doku Orneklerinin parafinden kurtarilmasi i¢in

oncelikle deparafinizasyon asamasi uygulandi.
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3.5.1.Deparafinizasyon

Klasik yontemler kullanilarak kesitler deparafinize edildi. Deparafinizasyonun
olusmasi i¢in alian kesitler 59 santigrad derecede etiivde bir gece bekletildi. Ornekler
sonraki giin etiivden ¢ikarilip sogumalari i¢in oda 1sisinda beklendi. 3x5 dk Ksilol’den

gecirildikten sonra sirayla asagidaki islemler uygulandi.
3.5.2.Dehidratasyon
Dehidratasyon asamalar1 Tablo 3.3.’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.3. Dehidratasyon agsamalari

%100 etanol ile 5 dk stre
%96 etanol ile 3 dk slre
%80 etanol ile 3 dk stre
%70 etanol ile 3 dk siire

Dehidratasyon islemi bittikten sonra doku ornekleri antijen maskesinden arindirma
islemi yapildi. Sitrat Tamponu Soliisyonu (Ph:6.0) na aktarilan doku orneklerini
tastyan lamlar mikrodalga firinda 95-100 santigrad derecede 20 dk kadar 1s1l isleme
maruz birakildi. Daha sonra doku O&rnekleri mikrodalga firindan c¢ikarihip 20
dksogumalari i¢in bekletildi. Soguma islemi bittikten sonra doku érneklerinin gevresi
hidrofobik kalem ile isaretlenip boyama yapilmasi planlanan alanlar isaretlendi. Daha
sonra doku Ornekleri 3x5 dk Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikandi. Yikama

islemi tamamlandiktan sonra endojen peroksit aktivesi i¢in blokaj yapildi.

3.5.3.Blokaj

Bu basamakta nonspesifik antijenik bolgeleri bloke edildi. Otomatik mikropipet
kullanilarak % 3 lik Hydrogen Peroxide Blocking Reagent (ab64218)’dan doku
ornekleri tzerine aktarilip 10 dk beklenildi. Daha sonra oda 1sisinda 3x5 dk doku

ornekleri PBS ile yikandi.
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3.5.4.immiinohistokimya boyama yontemleri

Yikama islemi tamamlaninca dokularin tizerinde kalan s1vi kurutma kagidi ile dikkatli
bir sekilde alindi. Stvisi alinan doku 6rneklerine Ultra V Block soliisyonu (LabVision
marka UltraVision Large Volume Detection System Anti-rabbit, HRP) kullanilip
zemin boyasini engellemek icin 15 dk muamele edildi. Daha sonra primer antikorlar
Ki-67 ve VEGF, 1/400 dilusyonu kullanilarak, doku iizerine mikropipet ile aktarilip
oda 1s1sinda ve nemli ortamda yaklasik 60 dk inkibe edildi. Primer antikor uygulamasi
islemi tamamlandiktan sonra lamlar 3x5 dk PBS ile yikandi. Ardindan Biotinlated
Goat anti-Rat (LabVision marka UltraVision Large Volume Detection System Anti-
rabbit, HRP) sekonder antikoru 13 dk uygulandi. Sekonder antikor uygulandiktan
sonra lamlar 3x5 dakika PBS ile tekrar yikama isleminden gecirildi. Sonraki asamada
Streptavidin Peroxidase (LabVision marka UltraVision Large Volume Detection
System Anti-rabbit, HRP) 15 dk uygulandi. Ardindan 3x5 dakika PBS ile 10 dk stre
yikama yapildi. Yikama isleminden sonra 10 dk DAB/Kromojen LabVision marka
AEC Substrat System) ile karanlik ortamda dokulara uygulandi (20ml AEC kromojen
+ 1,5 ml AEC substrat iyice karistirildi). Daha sonra doku drnekleri 3x5 dk distile su
ile yikandi. Doku o6rnekleri Mayers Hematoksilen-Eosin de 40 saniye bekletilip
ardindan akan musluk suyunda 3 dk yikama islemi yapildi. Doku 6rnekleri; sirast ile
%70 alkolde 30 saniye, % 80 alkolde 30 saniye, %96 lik alkolde 30 saniye, %100 liikk
alkolde 1 dakika ve son olarak 2x1 dakika ksilene aktarildi. Ksilenden sonra
preperatlar kurulanip kapatict (ScyTek marka Aqueous Mounting Medium) ile
kapatildi.

3.5.5.immiinohistokimya boyamasi degerlendirilmesi

Boyanma derecesi skorlamasi rastgele secilen bes alanda yapildi. Skorun en fazla
oldugu alan belirlendi. Her 40x biiylitme alani incelendiginde en az 100 hucre
isaretlendi. Alinan kesitlerde, boyanma derecesi ve boyanan hiicrelerin yiizdesi kistas
olarak alindi. Skorlama semikantitatif bir yontemle yapildi. Boyanma derecesi; 0
(boyanma yok), +1 (zayif boyanma), +2 (orta boyanma), +3 (gii¢lii boyanma) olarak
degerlendirildi (Tablo 3.4.). Her kesit i¢cin immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi,

H-SCORE adi verilen ve (I x PC), (I: boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan
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hlcrelerin ytzdesi) formiliyle hesaplanan bir skorlama algoritmasi kullanilarak hesap
edildi (Irkorucu ve ark., 2009).

Tablo 3.4. Boyanma derecesi

Boyanma Derecesi

0 Boyanma yok
+1 Zayif boyanma
+2 Orta boyanma
+3 Guicli boyanma

H -SCORE: I x PC (I: boyanmanin derecesi, PC: her derecede boyanan hiicrelerin
yuzdesi)

Hematoksilen-Eosin ile boyama islemi yapildiktan sonra, lamlar entellan ile
kapatilarak 11k mikroskobunda incelenecek duruma hazir hale getirildi. Her deneysel
gruptan sekiz baglantili boliim dikkatlice segildi ve her bir enine kesitin 6 ardigik alani

sayildi ve ortalama degerler sayisal olarak belirlendi.

3.6.Biyokimyasal inceleme

Ratlardan alinan vendz kan 6rnegi antikoagiilan igermeyen sar1 kapakli biyokimya
tipleri ile biyokimya laboratuvarina gonderildi. Gelen numunelerin pihtilagsma siireci
sona erdikten sonra 10 dk, 4000g'de santrifllj uygulanilip serumlarina ayrildi. Calisma
glinuine kadar numuneler porsiyonlanip -800C' de muhafaza edildi. Caligma giinii oda
1s1sina getirilen numuneler homojenize edilerek Rat FSH ve AMH diizeyleri, BT LAB
(Bioassay Technology Laboratory, Zhejiang, China) marka ticari ELISA Kiti

kullanilarak enzim bagli immiinoabsorbent yontemi ile ¢aligildi.
1- Numuneler uygun hacimde monoklonal antikorlart ile kapli kuyucuklara pipetlendi.

2- Isaretli monoklonal antikorlar1 kuyucuklardaki antikorlara baglanmis numunedeki

partikullere baglanmak iizere pipetlendi.
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3-Kor kuyucugu disinda kuyucuklarin tamamina streptavidin-HRP konjugati
pipetlendi ve reaksiyona girmesi icin 370 santigrad derecede 60 dk inkiibe edildi.

4-Inkiibasyondan sonra numune ile bagli olmayan antikorlar1 ortamdan uzaklastirmak

i¢cin yikama igslemi uygulandi.

5- Kromojen A ve B solusyonlarindan sirasi ile eklenip olusan bilesigi renklendirmek

icin ve 370 santigrad derecede 10 dk inkibe edildi.

6-Reaksiyon tamamlandiginda mavi renk olustu ve reaksiyonun sona ermesi icin her
kuyucuga stop solusyonundan eklendi. Olusan mavi rengin sariya donmesi ile
reaksiyonun sona erdigi anlasildi. Olusan sar1 rengin yogunlugunu analiz etmek igin
uygun dalga boyuna ayarlanan mikroelisa okuyucuda kolorimetrik olarak Ol¢iim

yapildi.

7-Standart degerleri ve buna karsilik gelen optik yogunluk degerleri birbiriyle
eslestirildikten sonra standartlarin dogrusal regresyon esitlik grafigi elde edildi.
Standart grafigindeki konsantrasyonlar ile numunelerin optik yogunluk degerleri
eslestirildikten sonra numune konsantrasyonlar1 otomatik olarak hesaplandi. Sonuglar

rat FSH icin mU/mL, rat AMH icin ng/ml olarak verildi.

ELISA Kit insertinde Rat-FSH i¢in okuma araligi1 0,2-60 mU/mL, sensitivitesi ise 0,12
mU/mL, Rat-AMH i¢in okuma araligi 0,1-40 ng/mL, sensitivitesi ise 0,051 ng/mL,
olarak verildi.

Uretici firma tarafindan yapilmis presizyon ¢alismasinda kitlerin ¢alisma igi %CV'si

<%38, calismalar aras1 %CV'si <%10 olarak verilmistir.
3.7.istatiksel Analiz

Verileri analiz etmede SPSS 20,0 paket programi kullanildi. Toplanan verilerin
aritmetik ortalamasi ve standart sapma degerleri hesaplandi. Caligmada verilerin
analizinde oncelikle elde edilen verilerin normal dagilim gosterip gdstermedigine
bakilmistir ve Shapiro-Wilk testinden yararlanmilmustir. Istatistiksel analizde gruplara
oncellikle Kruskal Wallis testi yapildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak

tanimlandi. Daha sonra gruplar1 kendi arasinda ikili olarak karsilastirmak i¢in Mann-
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Whitney U testi kullanildi. Sonuglar siirekli degiskenlerde ortalama (ort), standart
sapma (SS) olarak verildi, p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda ratlar dort gruba ayrildi ve her grupta yedi rat olacak sekilde hayvan

modeli olusturuldu.

Grup 1: Kontrol grubudur. Yalnizca batinin diseksiyon makasi ile acilip kapatildig
gruptur.

Grup 2: Ratlarin her iki overine ve uterin hornlarina enjektor ile girilip ¢ikilan gruptur.

Grup 3: Ratlarin her iki overine ve uterin hornlarina 0,2 ml serum fizyolojik verilen

gruptur.
Grup 4: Ratlarin her iki overine ve uterin hornlarma 0,2 ml PRP uygulanan gruptur.

Uterus dokusunda fibrozis, vaskiiler ¢cogalma ve inflamasyon (ndtrofil infiltrasyon)
dahil olmak tizere histolojik bulgular degerlendirildi. Yari nicel olarak, 0 ile 3 arasinda
bir puanlama 6lgegi kullanilmistir (Irkorucu ve ark., 2009). Fibrozis miktar1 asagidaki

gibi puanlanmaigtir:

0 = fibrozis yok

1 = minimal fibrozis

2 = orta derece fibrozis

3 = yogun fibrozis

Inflamasyon su sekilde puanlandu:

0 = inflamasyon yok

1 = nadir lenfositler ve plazma hicreleri

2 = plazma hiicrelerinin, eozinofillerin ve notrofillerin varligi

3 = birgok inflamatuvar hiicrenin varlig

33



Vaskiiler cogalma su sekilde puanlandi:
0 = vaskdler ¢ogalma yok

1 = hafif vaskiiler cogalma

2 = orta derecede vaskiiler gogalma

3 = yogun vaskiiler ¢cogalma

Over ve uterus dokusunda Ki-67 ve VEGF immunoreaktivite degerlendirmesi igin
200x biiylitmede hafif bir mikroskop kullanildi. Ki-67 igin pozitif hlicreler rastgele bes
farkl1 alanda sayild1 (Sills ve Wood, 2019).

Bu calismanin kan hormonu sonuglari tablo 4.1 ve sekil 4.1'de 6zetlenmistir. Kandaki
AMH diizeyi ortalamalart; Grup 1de 1,35 ng/ml ve grup 2 de 1,5 ng/ml, grup 3 de 1,45
ng/ml ve grup 4 de 1,95 ng/ml olarak tespit edildi. Grup 4 de PRP uygulamasi
sonucunda AMH degerleri diger 3 grup ile karsilastirildiginda; AMH seviyesindeki
artts anlamliydi (p<0,05). PRP uygulamasimnin ratlarin kanindaki FSH seviyesi
Uzerinde grup 4 de artisa neden oldu. FSH seviyesi Uzerinde grup 4 de saptanan bu
artig istatiksel olarak amlamli degildi (p>0,05). Grupl, Grup2 ve Grup3’i birbirleri
arasinda ikili ikili karsilastirma yapildiginda istatistiksel agidan anlamli bir fark
gorulmedi (p>0,05). Fakat bu gruplar1 siras1 ile grup 4 ile karsilastridigimizda

istasistiksel olarak anlamli degerler gosterdi (p<0,05).

Tablo 4.1. Dort grup i¢in ratlarin AMH ve FSH degerleri

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 p value
AMH 1,35+0,11 1,5+0,33 1,45+0,28 1,95+0,56 p=0,005
ng/ml
FSH 1+0,11 1,01+0,52  0,98+0,48 1,20+0,01 p> 0,05
mU/ml

p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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Grupl Grup2 Grup3 Grup4
= AMH ng/ml 1.35 1.5 1.45 1.95
FSH ng/ml 1 1.01 0.98 12

= AMH ng/ml FSH ng/ml

Sekil 4.1. PRP uygulamasi sonrasi ratlarin AMH ve FSH degerleri

Bizim ¢alismamizdaki, over ve endometriyum dokulart i¢in immiinohistokimyasal
sonuclar tablo 4.2 ve sekil 4.2' de 6zetlenmistir. Endometriyum ve overler Ki-67 ve
VEGF varlig1 agisindan incelendiginde grup 4 de istatistiksel agidan anlamli bir artis
gozlenmistir (p<0,05). Grupl, grup2 ve grup3’i birbirleri arasinda ikili olarak
karsilagtirma yapildiginda istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05).
Fakat bu gruplar sirasi ile grup 4 ile karsilastridigimizda istasistiksel olarak anlamli

degerler gosterdi (p<0,05).

Tablo 4.2. Gruplar aras1 over ve uterus dokularindaki immiinohistokimyasal boyama
sonuglari

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 p value
Over KI-67 (%)  22+1,1 25+1,01 23+2,1 38+3,1 p< 0,001

Endometriyum  15,8+0,23 16,1+0,32 16,3+0,51  25,1+0,21 p< 0,002
Ki-67 (%)

Over Vegf (%)  24,7+2,4 251+29  253%22 33,01+301 p=0,005

Endometriyum  31,3£1,6 32,1+2,1 31,5+1,8 42,329 p<0,001
Vegf (%)

p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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Over vegf % 24 25 25 33
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® Over Ki-67(%) B Endometriyum Ki-67%
Over vegf % Endometriyum vegf%

Sekil 4.2. Gruplar aras1 over ve uterus dokularindaki immiinohistokimyasal boyama
sonuglari

Uterus dokularinin histopatolojik skor sonuglar1 4 grup arasinda karsilastirilmis ve
tablo 4.3'te 6zetlenmistir. PRP uygulamasindan sonra uterus dokusunda fibrozis ve
inflamasyon miktarlari azalirken, damarsal gelisimi artirdig1 goriilmiistiir. Diger
gruplar ile karsilastirildiginda, PRP uygulanan grupta histolojik bulgularin olumlu
yonde gelistigini ve istatistiksel agidan anlamli oldugunu gézlemledik (p<0,05).

Tablo 4.3. Dort grup icin uterus dokularmin histopatolojik skor sonuglari

Uterus Grupl Grup2 Grup3 Grup4 p value
Fibrosis 0,57+0,11 0,51+0,21 0,54+0,51 1,29+0,42 p< 0,006
Inflamasyon 0,56+0,03 0,61+0,13 0,59+0,21 1,45+0,01 p<0,001

Damarsal 1,0+0,1 1,1+0,19 1,0+0,2 2,1+0,23 p=0,004
Cogalma

p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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Resim 4.1. PRP uygulanan grupta H&E ile boyanmis endometriyum

200 X biiylitmede H&E ile boyanmis endometriyum incelendiginde epitel tabakasi
duzenli, endometriyumda inflamasyon yok, bez yapisi orta derece ve kan damarlari
gelismis olarak resim 4.1°de gorilmektedir. Mavi yildiz kan damarlar1 alanlarin

gosteriyor.
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Resim 4.2. Batinin diseksiyon makasi ile agilip kapatildigi grupta H&E ile boyanmig
endometriyum

200 X biyiitmede ¢ekilmis H&E ile boyanmis endometriyum incelendiginde epitel
tabakas1 diizgiin goriinmekte ve bez yapis1 gelismis fakat kan damarlar kiigiik ve az
sayida olarak resim 4.2°de gorulmektedir. Mavi yildiz kan damarlari alanlarini

gosteriyor.
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Resim 4.3. Uterus ve overlere enjektor ile girilip ¢ikilan grupta H&E ile boyanmis

endometriyum

200 X buyutmede H&E ile boyanmis endometriyum incelendiginde epitel tabakasi
duzenli durumda olsada liimene bakan alandaki kan damarlar1 kiigiik olarak resim

4.3’te gorilmektedir. Mavi yildiz kan damarlar1 alanlarini gésteriyor.
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Resim 4.4. Serum fizyolojik uygulanan grupta H&E ile boyanmis endometriyum

Endometriyal kan damarlari PRP uygulanan grupta diger ¢ grup ile
karsilastirildiginda daha gelismis durumda resim 4.4’te gorllmektedir. Kan
damarlariin gelismis goriilmesi PRP uygulamasinin embriyo implantasyonuna katki

saglayacagini diisiindiirmektedir.

40



Resim 4.5. Ki-67 ekspresyonunun endometriyum (izerindeki aktivitesinin IHC
boyama yontemi ile gosterilmesi

A (PRP uygulanan grup), B (Batinin diseksiyon makasi ile agilip kapatildigi grup), C

(Uterus ve overlere enjektor ile girilip ¢ikilan grup), ve D (Serum fizyolojik uygulanan

grup)

Resim 4.5’te 200 X biiyiitmede endometriyum incelendiginde PRP grubunda Ki-67
ekspresyon yogunlugu diger gruplara gére daha yogun alanlara sahip izlendi. Diger

gruplar arasinda ise Ki-67 yogunluklar1 arasinda bir fark gozlenmedi.
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Resim 4.6. VEGF ekspresyonunun endometriyum (zerindeki aktivitesinin IHC
boyama yontemi ile gdsterilmesi

A (PRP uygulanan grup), B (Batinin diseksiyon makasi ile agilip kapatildig: grup), C

(Uterus ve overlere enjektor ile girilip ¢ikilan grup), ve D (Serum fizyolojik uygulanan

grup)

Resim 4.6’da 200 X buyitmede PRP uygulama grubunda damarsal gelisim diger
gruplar ile kiyaslandiginda daha fazla saptanmis, buna bagh olarak THC pozitif
boyanmanin daha yogun oldugu goriildii. Diger gruplar arasinda ise PRP grubuna gore
daha az yogunlukta gorilmesiyle beraber, yapilan semi kantitatif boyanma
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel agidan bir fark goértlmedi.
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Resim 4.7. Ki-67 ekspresyonunun overler Gzerindeki IHC boyama ydntemi ile
gosterilmesi
A (PRP uygulanan grup), B (Batinin diseksiyon makasi ile agilip kapatildigi grup), C

(Uterus ve overlere enjektor ile girilip ¢ikilan grup), ve D (Serum fizyolojik uygulanan

grup)

Resim 4.7°de over dokusunda aylik gelisim ile Ozellikle foliikiillerin yakin
bolgelerinde hiicre artis1 goriilmektedir. Calismadaki tiim gruplardaki preparatlarda
benzer hiicre artis1 goriildii. 200 X biiyiitmede PRP uygulama grubunda, PRP etkisi ile

hiicre ¢ogalmasinin diger ¢aligma gruplarina gore daha fazla artis oldugu gozlendi.
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5.TARTISMA VE SONUC

PRP tedavisi, uzun zamandir medikal estetik, plastik rekonstriktif ve estetik cerrahi,
ortopedi gibi branslarda da dahil olmak iizere ¢esitli tibbi birimlerce, doku ve organ
hasarlarinin tedavisinde, onarima yardimci olmasi i¢in kullanilmaktadir. PRP
uygulamasi, son yillarda IVF tedavileri slreci icerisinde; endometriyumu uygun
kalinliga getirmek, azalmis over rezervini iyilestirmek ve over kalitesini arttirmak igin

de kullanilabilmektedir.

PRP’nin endometriyal reseptivite ve over fonksiyonu iizerinde varsayilan rolii birkag
mekanizma ile aciklanabilir. PRP’nin intraperitoneal infiizyonu sessiz folikiillerin
aktivasyonu, over kortex hacminde artig, disfonksiyonel over dokusunda
neoangiyogenezin indiiklenmesi araciligi ile over dokusu rejenerasyonunu ve
reaktivasyonunu destekleyebilir. PRP’nin intrauterin infiizyonu arasidonik asidin
prostaglandinlere  doniistiiriicisi = olan COX2’nin  etkisini  artirict  yonde
diizenlenmesinde, dstrojen reseptori ve progesteron reseptor ekspresyonunu artirarak
ovaryan hormonlarin endometriyum ve endometriyal kalinlik {izerine etkilerinin
olusmasinda rol almaktadir. Bunun sonucu olarak embriyo implantasyonunda rol
almaktadir. Matriks metalloproteinaz ekspresyonunda artis ve sonucu olarak doku

yenilenmesine olanak saglamaktadir (Hajipour ve ark., 2018).

Tekrarlayan implantasyon basarisizlig1 40 yas altinda olan kadinlarda en az {i¢ taze
veya donma ¢Ozme tedavi protokoliinde en az 4 iyi kalitede embriyo transferine
ragmen klinik gebelik olusmamasi durumudur (Coughlan ve ark., 2014). RiF
hastalarinda ortama salgilanan biiylime faktorlerinin dogurgan kadinlara gore daha
diisiik oldugu gosterilmistir (Sak ve ark., 2013). Bu nedenle blylme faktorleri
yoniinden zengin olan PRP’nin bu eksikligi giderecegi varsayilabilir. RIF hastalart
tizerinde ¢esitli calismalar yapilmis sonuglari artan implantasyon ve gebelik

oranlarinda PRP tedavisinin etkinligini gostermektedir.

Bizim de yaptigimiz ¢alismada PRP uygulamasindan sonra uterus dokusunda fibrozis

ve inflamasyon miktarlar1 azalirken, damarsal gelisimin arttigi goriilmistiir. Ayrica
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endometriyum VEGF varligi agisindan incelendiginde PRP uygulamasi sonrasinda

istatiksel olarak anlamli derecede artis saptanmustir.

Zamaniyan ve arkadaslarinin 2020 yilinda tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan
98 hasta ile yaptiklar1 bir ¢alismada embriyo transferinden 48 saat once intrauterin
PRP inflizyonu uygulamislar ve bu calisma ile klinik gebelik oraninda, devam eden
gebelik oraninda ve implantasyon oraninda anlamli derecede artis saptamiglardir. PRP
inflizyonu tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan kadimnlar igin etkin bir tedavi

secenegi gibi goriilmektedir ( Zamaniyan ve ark., 2020).

Coksuer ve arkadaslarinin 2019 yilinda 36 hasta ile yaptiklart bir calismada
tekrarlayan implantasyon basarisizlig1 olan hastalara embriyo transferinden 48 saat
once intrauterin PRP infiizyonu uygulamislardir. Bu ¢calismadan elde ettikleri sonuglar
ise intrauterin uygulanan PRP infiizyonu anlamli derecede endometriyal kalinlik artig
saglamistir. Ayrica klinik gebelik oraninda ve canli dogum oraninda anlamli derecede

artis bulmuslardir (Coksuer ve ark., 2019).

Nazari ve arkadaglarinin 2020 yilinda 49 hasta ile yapmis olduklar1 bir ¢alismada
tekrarlayan implantasyon basarisizligina sahip hastalara embriyo transferinden 48 saat
once intrauterin PRP inflizyonu uygulanmis olup biyokimyasal ve klinik gebelik
oranlarinda anlamli fayda saptamiglardir. Cok sayida sitokin ve blytme faktori iceren
PRP'nin, RIF hastalarinda endometriyumun proliferasyonunu ve rejenerasyonunu

motive edebilecegi sonucuna varmislardir.

Embriyo implantasyonu i¢in endometrial kalinlik en az 7 mm olmalidir (EI-Toukhy ve
ark., 2008). Son zamanlarda PRP endometriyal kalinligi artirmada endometriyal
reseptivite ve proliferasyon ile ilgili genlerin up regiilasyonu ile ilgili guclu etkisinden
dolayr kullanilmaktadir (Marini ve ark.,, 2016). Otolog PRP'nin intrauterin
uygulamasmin, bir rat modelinde hasarli endometriyumun rejenerasyonunu

hizlandirabilecegini ve fibrozu azaltabilecegini buldu (Jang ve ark., 2017).

Bizim de yaptigimiz ¢alismada endometriyum Ki-67 ve VEGF varligi a¢isindan
incelendiginde PRP uygulanan grupta istatistiksel agidan anlamli bir artig gdzlenmistir

(p<0.05). PRP uygulamasindan sonra endometriyumda fibrozis ve inflamasyon
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miktarlart azalirken, damarsal gelisimi artirdigr goriilmiistiir. Diger gruplar ile
karsilastirildiginda, PRP uygulanan grupta histolojik bulgularin olumlu yonde

gelistigini ve istatistiksel agidan anlamli oldugunu gozlemledik (p<0.05)

Molina ve arkadaslar1 2018 yilinda refraktor endometriyuma sahip olan hastalar ile
calisma yaptilar. Bu ¢alismada refraktor endometriyumu 6 mmden az olarak 6lciilen
endometriyal kalinlik olarak tanimladilar. Intrauterin PRP uygulamasini hormon
replasman tedavisinin 10. glnlnde ve takip eden 72 saat sonra ikinci kez PRP
inflizyonu yaparak tasarladiklar1 19 hasta ile yapmis olduklar1 ¢alismada PRP
inflizyonunun endometriyal kalinlik artigin1 olumlu etkilediklerini saptamis oldular.
Ve bu endometriyal kalinlik artis1 sonrasinda %73,7 gebelik orani ve %26,3 canli

dogum oran1 saptamiglardir (Molina ve ark., 2018).

Colombo ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada endometriyal patoloji
icin negatif histeroskopik ve bakteriyolojik tarama ile 3 defa donma ¢6zme tedavi
sikliisu baslanmis olup yeterli endometriyal kalinlik artis1 saglanamadigi igin tedavi
sikluslar1 iptal olan 8 kadma intrauterin PRP uygulanmistir. Intrauterin PRP
uygulamasinin endometriyal kalinligr 6.9 mm nin iizerine ¢ikardiginmi saptamislardir.
Calismaya alinan 8 kadinin 6 sinda pozitif beta-HCG saptanmustir. 2 kadin canli
dogum yapmustir (Colombo ver ark., 2017).

Zadehmodarres ve arkadaslar1 2017 yilinda yapmis olduklari bir galismada 10 hastaya
intrauterin PRP inflizyonu yapmislardir. Bu 10 hastanin yapilan ultrasonogrofi
Olciimlerinde endometriyal kalinligin 7 mm {izerine ¢iktig1 tespit edilmis ve %350 sinde

gebelik olusmustur (Zadehmodarres ve ark., 2017).

Chang ve arkadaslarinin 2015 yilinda 5 hasta ile yaptiklari ¢alismada endometriyal
kalinligi 7 mm den az olan hastalara intrauterin PRP infiizyonu uygulandi.
Uygulamadan 48-72 saat sonra tekrar 6l¢tilen endometriyal kalinlik 7 mm den az ise
2. doz PRP uygulandi. 3 hastaya 2 kez PRP infiizyonu uygulandi. 5 hastanin
tamaminda gebelik gerceklesmis ve endometriyal kalinlik 7 mm in iizerine ¢ikmustir.
Yapilan bu calismada da intrauterin PRP inflizyonu endometriyal kalinlagmaya

yardimci olarak bulunmustur (Chang ve ark., 2015).
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Allahveisi ve arkadagslarinin 2020 yilinda 50 hasta iizerinde yaptiklar1 calismada PRP
inflizyonunun gebelik basarisina etkisini arastirmiglardir. 50 hasta iki gruba ayrilmis
olup gruplardan birine embriyo transferinden 48 saat dnce serum fizyolojik inflizyonu
diger gruba ise ayni miktarda PRP infiizyonu yapilmis olup her iki grupta gebelik
sonuglar1 karsilagtirildiginda anlamli bir fark saptanmamustir (Allahveisi ve ark.,
2020).

PRP’nin endometriyal reseptiviteyi artirdigi mekanizmalar net degildir. Ancak
biiyiime faktorlerinin ¢ok dnemli bir rolii oldugu oldugu diistiniilmektedir(Marini ve
ark. 2016). PRP'nin biyume faktorlerinin endometriyum uzerinde faydali etkileri
olmasina ragmen, PRP'nin diisik konsantrasyonunun (%5) sigir endometriyal
hicrelerinin proliferasyonunu artirabilecegini, yiiksek konsantrasyonun (%10) ise
proliferasyon oranini 6nledigini ve olumsuz yan etkilere yol agtigini gdstermistir
(Marini ve ark., 2016). %5 trombosit konsantrasyonunun sigir embriyosunun blastosist
tiretim hizin1 ve hiicre sayisimi artirdigini, %10 trombosit konsantrasyonunun ise
embriyo sayisini azalttigini bildirmistir (Lange-Consiglio ve ark., 2015). Bu nedenle,
asirt  miktarda blylme faktorinin endometriyal ve embriyonik hicrelerin
proliferasyonu tzerine engelleyici bir etkiye sahip oldugu varsayilabilir. PRP tedavisi
ayrica hiicre proliferasyonunda rolii olan c-Myc ekspresyonunu da artirir; bu etki,
PRP'de EGF'nin varligindan kaynaklanabilir (Anitua ve ark., 2004). Bununla birlikte,
klinik kullanimlar i¢in onaylanmig bir PRP uygulama dozu, sayisi ve zamani bulmak
ve PRP tedavisini standart ve Onerilen bir tedavi stratejisi haline getirmek i¢in daha

cok galismaya ihtiyag¢ vardir.

Ileri yas, over rezervlerinin azalmasiyla iliskilidir ve bu da overlerin gonadotropine
verdigi yanit1 etkileyebilir. IVF dongusu iptallerine, daha az oosit sayisina ve daha az
embriyo elde edilmesine ve gebelik oranlarinda nihai diisiislere yol agabilir (Giovanale
ve ark., 2015). Pantos ve arkadaglar1 2016 yilinda 8 infertil menopozal kadin ile
yaptiklar1 bir ¢aligmada intraovaryan PRP enjeksiyonu uygulamislardir. Caligmaya
katilan kadinlarin % 40 inda 1 ila 3 ay i¢inde menstriiel sikliis geri donmiis, % 18.5
hastada yapilan IVF indiiksiyonundan 1-5 oosit elde edilmistir. Ancak PRP’nin hangi

mekanizma ile buna yol agtig1 heniiz bilinmemektedir (Pantos ve ark., 2016).
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PRP'nin over mikrogevresini iyilestirme ve over germ hatt1 kok hiicreleri i¢in biiytime
faktorleri saglama potansiyeli, PRP'yi DOR tedavisi igin uygun bir aday yapar.
Dehghani ve arkadaslar tarafindan 2018 yilinda yapilan bir ¢alisma siklofosfomidin
neden oldugu over yetmezligi olusturulan ratlara intraperitoneal PRP uygulamasini
kapsamaktadir. Bu ¢aligmadan elde ettikleri verilere gore pre-antral folikiil sayisinda
artig, over kortex hacminde artis, antral folikiil capinda artig ve oosit ¢apinda artis

saptamiglardir (Dehghani ve ark., 2018).

Over son derece anjiyogenik bir organdir. Bu nedenle PRP kaynakli anjiyogenik
faktorlerin over dokusunda neoanjiyogenezi tetiklemesi ve doku rejenerasyonu ve

yeniden aktivasyonu tizerinde etkili oldugu diistiniilmektedir (Farimani ve ark., 2019).

Over dokusu neovaskiilarizasyonun olusabilecegi nadir dokulardandir. VEGF etkisi
ile kumulus ooforus, tekal hicreler ve mural groniuloza hicrelerinde sentezlenen
mRNA ile ovaryan angiyogenez kontrol edilir (Robinson ve ark., 2009). VEGF
folikiilogenezi diizenler ve folikiiler bliylime ve canliligin tiim agsamalarinda etkilidir
(Kang ve ark., 2016). Bizim yaptigimiz ¢alismada da ratlara uygulanan intraovaryan
PRP uygulamsi sonrasinda VEGF varligi ve damar gelisiminin istatiksel olarak

anlamli diizeyde arttigin1 saptadik.

Bakacak ve arkadaglarinin 2015 yilinda ratlarda over torsiyonu olusturularak yaptiklari
bir calismada PRP’nin over fonksiyonunu korumada faydali etkileri oldugunu
saptamuglardir. Intraperitoneal PRP uygulamasmnin torsiyona bagl iskeminin neden

oldugu over hasarlarini azaltabilecegini bildirmislerdir (Bakacak ve ark., 2015).

Budak ve arkadaslarinin 2022 yilinda ratlarda siklofosfomid ile ovaryan hasari
indiikleyerek olusturduklart bir calisma modelinde ratlara intra-ovaryan PRP
uygulamiglardir. Calismadan elde ettikleri sonuglara gore siklofosfamidin neden
oldugu hasar sonrasi uygulanan PRP sonrasinda bakilan AMH diizeyinde istatiksel
olarak anlamli bir artig saptanmistir. Elde edilen oosit sayisinda ve olusturulan embriyo

kalitesinde iyilesme saptamislardir (Budak ve ark., 2022).

Melo ve arkadasglarmin 2020 senesinde yaptiklart bir ¢alismada kontrolli over

stimulasyonu yapilacak DOR tanis1 alan 46 hastaya intra-ovaryan PRP enjeksiyonu
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uygulamiglardir. Yapilan c¢alisma sonuglarina bakildiginda intra-ovaryan PRP
enjeksiyonu sonrasit 3 menstriiel siklus beklenmistir. Sonrasinda serum AMH
seviyelerine bakildiginda %63 artis saptanmistir. Serum FSH seviyesinde ise %33
azalma saptanmistir. Bu bulgular istatiksel olarak anlamli saptanmistir. Aym
calismada ultrasonografi ile antral folikiil sayisi incelenmis olup, islem Oncesi ve 3
menstriel dongu sonrasinda karsilastirildiginda AFC sayisinda %75 oraninda artis
saptanmistir. Yine bu c¢alismada biyokimyasal gebelik oraninda ve klinik gebelikte
artis saptanmustir. Bu ¢alisma ile intra-ovaryan PRP enjeksiyonun DOR da etkili bir

tedavi segenegi olabilecegi vurgulanmaktadir (Melo ve ark., 2020).

Farimani ve arkadaslariin 2019 senesinde yaptigi bir ¢alismada over rezervi diisiik 23
hastaya oosit toplama giinii oosit aspirasyonu sonrasinda intra-ovaryan PRP
enjeksiyonu yapilmis ve 2 veya 3 ay sonra yapilan kontrollii over hiperstimiilasyonu
sonrast yapilan oosit aspirasyonunda oosit sayisinda anlamli diizeyde artis tespit
etmiglerdir. Yine bu ¢alisma esnasinda 2 hastada intra-ovaryan PRP enjeksiyonu

sonrasi spontan gebelik ger¢eklesmistir (Farimani ve ark., 2019).

Sills ve arkadaglar1 2018 yilinda yumurtalik rezervi azalmis 4 hasta ile yaptiklari bir
calismada intra-ovaryan PRP enjeksiyonu sonrasinda 2 hafta aralar ile serum AMH ve
FSH olglimleri yapmuslar. Elde ettikleri sonuglara bakacak olursak 2 ay sonra AMH
diizeyinde istatiksel olarak anlamli olmasa da AMH diizeyinde artis ve FSH diizeyinde
azalis saptanmasidir. Yine bu 4 hastanin takip eden oosit aspirasyonu sonucunda M2
kalitesinde oosit toplanmis ve 4 hasta i¢inde embriyo gelismis olup hastalardan birine
taze embriyo transferi yapilmis sonrasinda canli gebelik elde edilmistir (Sills ve ark.,
2018).

PRP’nin over yetmezligi olan kadinlarda oosit gelisimine nasil etkiledigi konusunda 2
hipotez 6ne siiriilmiistiir. Bunlardan ilki PRP i¢inde bulunan biiylime faktorlerinin
latent bekleyen oositlerin harekete gegmesini sagladigi digeri ise PRP’nin ovaryan kok
hlcrelerin denovo olarak oosite farklilasmasini ve gelismesine yonelik uygun kosulu
sagladigina yoneliktir (Sills ve ark., 2018). PRP destekli kultlr ortamindan elde edilen
foliktllerin blyume ve hayatta kalma oranlarinin, PRP icermeyenlere gore 0nemli
oranda daha fazla oldugu ortaya konmustur. PRP'nin folikiiliin erken asamasini

destekleyebilecegini agiklamaktadir (Hosseini ve ark., 2017).
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Stakianoudis ve arkadaslar1 2019 yilinda daha 6nce IVF tedavi basarisizligi olan ve
diisiik over yaniti olan 3 hastaya intra-ovaryan PRP enjeksiyonu yapmislar ve
sonuglar1 3 ay sonra yapilan biyokimyasal analizde FSH diizeyinde %67,33 azalma
AMH duzeyinde ise %75,18 artistir. Ayrica ¢alismaya dahil ettikleri 3 hastada da

gebelik olusmustur.

Biz de yaptigimiz ¢alismada PRP uygulanan grup diger gruplar ile karsilastirildiginda,
PRP uygulamasi sonrasi serum AMH seviyesindeki artis anlamliydi (p<0,05). PRP
uygulamasinin ratlarin kanindaki FSH seviyesi Uzerinde PRP uygulanan grupta artisa
neden olsa da istatistiksel agidan anlamli bir artisa neden olmadi (p>0,05). Overlerin
Ki-67 ve VEGF varlig1 agisindan incelendiginde PRP uygulanan grupta istatistiksel

acidan anlaml bir artis gézlenmistir (p<0,05).

Yaptigimiz c¢alismanin kisithliklarima bakacak olursak orneklem sayisinin kiigiik
olmasi ve deney hayvanlarinin histopatolojik inceleme yontemi olarak tercih edilen
skorlama sisteminin siibjektif ve semikantitaif olmasi sayilabilir. PRP uygulamasinin
hazirlanmasi, uygulama sayisi, uygulama siiresi ve PRP uygulanmasinin sonrasinda
degerlendirmenin yapilacagi zaman agisindan net bir goriisiin verememesi kisitliliklar
arasinda gosterilebilir. Calisma gruplarimiz arasinda hasta olarak niteleyebilecegimiz
bir grupta yer almamistir. Biz etik kaygilardan dolayi, deney hayvani sayisini fazla
arttirmak istemedik. Prp uygulamasinin ilk 6nce normal over ve uterus dokusundaki
etki-yanetki durumunu gozlemlemek istedigimiz i¢in boyle planladik. PRP
uygulanmas1 sonrasinda elde edilen sonuglarin degerlendirildigi ve karsilastirildig:
caligmalar siirli sayidadir. PRP uygulanmasi IVF tedavi siirecinde hala deneysel bir

calisma olarak yer almaktadir.

Guniimuzde, PRP tedavisi; gerek deneysel, gerekse klinik ¢alismalar seklinde, giderek

artan oranda, Kadin Dogum kliniklerinin uygulamalari arasinda yer almaya bagladu.

Bizim yaptigimiz ¢alismada, rat uterus ve overi {lizerinde, PRP uygulamasi yaparak,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal acilardan olas1 etkilerini inceledik. Ratlar
tizerindeki PRP uygulamasindan sonra, uterus dokusunda fibrozis ve inflamasyon
miktarlar1 azalirken, damarsal gelisimi artirdigint saptadik. PRP uygulamasi

sonrasinda serum AMH diizeyinde istatiksel agidan anlamli bir artis saptadik.
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Literatr incelendiginde benzer sonuglarin oldugu, destekleyici ¢aligmalar gozoniine
alindiginda, intrauterin otolog PRP inflizyonu 6zellikle RIF 6ykulsu olan hastalarda
endometriyal kalinlasmay1 saglamada giivenli, ucuz bir adjuvan tedavi yontemi olarak,
yine embriyo transferinden 6nce PRP uygulamasi, implantasyonda basariy1 artirmada

etkili bir yontem olarak daha kapsamli arastirilmali diisiincesindeyiz.

Intraovaryan PRP enjeksiyonunun klinik uygulamasina iliskin kanitlar ¢ok yenidir ve
heniiz yeterince agikliga kavusturulmamistir. Bu sebepten dolayi, bu konu daha blyiik
orneklem boyutlari ile daha fazla calisilmalidir. Simdiye kadar, over yiizey epitelinde
ovaryum ve germ hatti kok hiicrelerinin, belirli kosullar altinda oositlere
farklilagabilme yetenekleri, endotelyal ve vaskiiler hiicre biiylime faktdrlerinin varlig
géz Oniine alindiginda, intraovaryan PRP uygulamasi ‘over rejuvenation’

(genglestirme)de yeni bir tedavi metodu olmaya aday olabilir.

Sonu¢ olarak, PRP'nin tam fonksiyonel mekanizmasini belirlemek ve klinik
kullanimlar i¢in onaylanmis bir PRP uygulama dozu, sayis1 ve zamani bulmak ve PRP
tedavisini standart ve dnerilen bir tedavi stratejisi haline getirmek icin iyi kurgulanmis

ve randomize kontrollii caligmalara daha fazla ihtiyag vardir kanaatindeyiz.
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