IVF Unitelerine Yonelik
«mmunolojik Testler

Gebelik kay)plarna, infertiliteye ve tiip bebek uygulamalarnda
baflans:zhaa yol agan bir cok neden bulunmaktadr. Cabfimalar
dafliklerin birgoaunun kromozom (genetik) anomalilerine
baal olduaunu goéstermifitir. Bunun yannda anatomik
anomaliler, hormonal nedenler, enfeksiyonlar ve immunolojik
faktorler gibi anne ve baba adayna basly problemler ve

cevresel faktorler de tekrarlayan dufliiklere neden olabilir.
Son yillarda immunoloji alarndaki gelifimelerle birlikte yaplan
araflbrmalar, nedeni bilinmeyen dufliklerin % 80'inin
immunolojik faktorlere bazl olabilecerini ve bunlarn
birgoounun yeni tedavi yontemleri ile 6nlenebilecexini
gostermifitir.

IVF Tarama Paneli

« «nfertilite tedavisinde IVF secenerine baflvuran ve tek erkek
faktorune bazb infertilite geliflmemifl olgularda, immunolojik
risk faktorlerinin daha yiiksek oranda bulundusu bilinmektedir.
Kad>na barl bir neden ya da agklanamayan infertilite
olgularnda, IVF siklusuna bafllamadan 6nce tedavi edilebilecek
Ozellikte olan muhtemel implantasyon baflans:zhana yol
acacak immunolojik faktorleri arafitbrmada kullanlabilecek
testlerdir.

< Endometrioz, pelvik yapsfbkbklar, agklanamayan infertilite,
tekrarlayan spontan difliikler ve ailede otoimmun hastabk
bildiren kad>nlar dnce rutin ksth say:da tarama testinden
gecirilmelidir. Ancak hasta anamnezine bammb olarak hastaya
6zgun immunolojik testler yap>Imas> gereklidir.

Panel <«cerizi

o Anti-Fosfolipid Antikorlar (APA),
Anti-Kardiolipin IgG ve IgM Antikorlar

O Anti-Tiroid antikorlar (ATA)

o NK Aktivasyon Testi

Ornek Ozellikleri
* 10 ml krm»z> kapakl tip 1 adet
e 4.5 ml mor kapakl (EDTA) tiip 1 adet

Gebelik «zleme Paneli

« Gebeliklerin kayb>nda immunolojik faktorlerin de etkin
olduou diflinuldiaiinde, daha sonra oluflan gebeliklerde
takibin dorru yap>ld>@ndan emin olunmas icin yaprlan
analizlerdir.

Panel <«cerizi

O Anti-Fosfolipid Antikorlar (APA),
Anti-Kardiolipin IgG ve IgM Antikorlar
O Reprodiiktif .mmunofenotip
(CD3, CD19, CD4, CD8, CD16, CD56)
o APTT
o Trombositler

Ornek Ozellikleri

* 10 ml kormvz> kapak) tip 1 adet

= 4.5 ml yeflil kapakl (Heparin) tiip 1 adet
* 4.5 ml mavi kapakl (Sitrat) tip 1 adet
* 4.5 ml mor kapakl (EDTA) tup 1 adet




Tekrarlayan Duflukler «in Panel

* Gebelizin I. Trimestrinde iki yada daha fazla istenmeyen
dufluk ya da Il. ve lll. Trimestirde duflik olmas» tekrarlayan
diflik olarak tanomlanmaktadsr. Tekrarlayan diflikler igin
genelikle uterusda anatomik anomaliler ya da hormonal
yetmezlikler neden olsa da ana nedenler arassnda kromozom
anomalileri ve immunolojik etkenler de bulunmaktadr.
Tekrarlayan dufliikler icin uygulanan bu panel bu duruma
neden olabilecek immunolojik faktérin tansmlanmas:n
saclamaktadr.

Panel <«cerizi

O Anti-Fosfolipid Antikorlar (APA),
Anti-Kardiolipin 1gG ve IgM Antikorlar
Antinukleer antikorlar (ANA)
Antitiroid antikorlar (ATA)
mmunoglobulin panel

0O 0 0O

Reproduktif cmnmunofenotip

(CD3, CD19, CD4, CD8, CD16, CD56)

NK Aktivasyon Testi (NK Sitotoksisite Testi)
Lupus Antikoagilan (LAC)

Lokosit Antikor (LAD)

APTT

PT

0O 0 00O

Ornek Ozellikleri

e 10 ml krmyz> kapakl tip 1 adet

» 4.5 ml yeflil kapakh (Heparin) tiip 2 adet
* 4.5 ml mavi kapakl (Sitrat) tlp 2 adet

* 4.5 ml mor kapakl (EDTA) tiip 1 adet

Preamatiur Over Yetmezliai Paneli

= 40 yafla yak:n dénemde over fonksiyonlanmn azalmaya
bafllamas:na prematur over yetmezlini ad> verilmektedir.
Antifosfolipid Antikorlar (APA) -Antikardiolipin Antikorlar
IgM ve IgG, antinlikleer antikorlar (ANA), antitiroid antikorlar
(ATA) ve antiover antikorlan (AOA) prematur over yetmezliai
ile iliflkili otoantikorlar olduklar bildirilmektedir. Over
fonksiyonlarn> tam olarak inceleyebilmek icin «hibin B testi
de bu panele eklenmifitir.

Panel <«cerizi

O Anti-Fosfolipid Antikorlar (APA),
Anti-Kardiolipin IgG ve IgM Antikorlar

O Antinukleer antikorlar (ANA)

O Antitiroid antikorlar (ATA)

o Antiover antikorlar (AOA)

o ¢hibin B

Ornek Ozellikleri
* 10 ml krrmyz> kapak) tip 1 adet

Over Kapasite Olgiim Paneli

= Over kapasitesi 6l¢imU gonadotropin uyans:na yant olarak
normal embriyolar olufiturabilme yetisi olan yeterli say>da
kaliteli yumurta Uretme kapasitesini belirtmek ic¢in
kullanimaktacbr. «nhibin B serum konsantrasyonunun élgiima
siklusun 3. giiniinde yapslan FSH (Follikdil Stimiilan Hormon)
ve E2 (Estradiol) dl¢cimleri ile birlikte over kapasitesinin dlgimu
icin bilgi sarlamaktad»r. <nhibin-B granilosa hiicrelerinden
sekrete edildizi ve pituiter glanddan FSH sabnsmny kontrol
ettini icin follikil fonksiyonunu saptamada doarudan etkili
bir élgutudar.

= Antiover antikorlar (AOA) tafbyan kad>nlann IVF/ET sonras
gebe kalma oranlan tafbmayanlara gére daha dufliiktur. Pozitif
AOA olmasmn gebelizin baflans:z olmas i¢in prediktif dexeri
%382 olarak bildirilmektedir.

Panel <cerizi

o Antiover Antikorlar (AOA)

o xhibin B

O FSH (Follikul Stimilan Hormon)
O LH (Luteinizan Hormon)

O E2 (Estradiol)

NOT: Bu hasta grubundan istenildizi takdirde over
aspirasyonlarndan granulosa hticreleri icin DNA icerik
analizi ve apoptosis tayini yap>lmas> mimkundur.

Ornek Ozellikleri
e 10 ml krmyz> kapak) tip 3 adet



Endometrioz Paneli

= Endometrioz infertilite ile sk gortlen bir jinekolojik hastabktr

ve infertilite nedeni de olabilmektedir. Endometrioz patogenez o Anti-Fosfolipid Antikorlar (APA),

Anti-Kardiolipin IgG ve IgM Antikorlar
O Antinukleer Antikorlar (ANA)
o Cal25
O Soluble CD23

ve patofizyolojisinde immunolojik mekanizmalarn rolu
olduauna dair giderek artan kantlar saptanmaktadr.
Endometriozlu hastalarda izlenen immunolojik dexifliklikler
B lenfosit yamt:nda abartl> bir artfl olmas> ile
iliflkilendirilmektedir.

Ornek Ozellikleri
* 10 ml krmvz> kapakl tip 3 adet

Tablol: Bu testler i¢in aflacvda belirtilen tablodaki duyarbbk, 6zglinlik, negatif ve pozitif prediktif decerler bildiriimektedir.

o Prediktif D
Duyarbbk Ozgunluk

Sadece Cal25 % 93 % 54 % 65 % 93
Sadece sCD23 % 90 % 45 % 36 % 93
CA125+sCD23 % 90 % 63 % 72 % 86
CA125+sCD23+APA+ANA % 90 % 67 % 76 % 86

Koagulasyon Paneli

« Tekrarlayan dufliikler dolafbmda olan antikoagtilanlara bazb

da gellﬂeblllmektedlr. Lupu§-L|ke antikoagtlan> dolafsmda o Lupus Antikoagiilan (LAC)
aktive parsiyel tromboplastin zamanymn (APTT) uzamasna o Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamans (APTT)

yol agmaktadr. O Protrombin zaman

Ornek Ozellikleri
< 5 ml mavi kapakbh (Sitrat) tiup 3 adet

Tromboz Paneli

= Trombofili de tekrarlayan duflikler icin risk faktorlerinden

bi"risidir..TekrérIayan difluklerde .tromk?'ozun; endotelyal © MTHER (Metilen-tetrahidrofolat-rediiktaz)
hiicrelerin aktivasyonu, dogzal antikoagilasyon yollarnda

defekt olmas ve trombositlerin tromboksan tretiminin artfbna (C677T) Mutasyonu

basly olduzu duflindimektedir. Antifosfolipid antikorlar, O Faktor V Leiden Mutasyonu (Q506) (APC Genotipi)
endotelyal hiicre yiizeyini aktive ederek hiicre yiizeyini O Faktor Il Mutasyonu (G20210A)

tromborezistan durumdan trombojenik hale gegirmektedirler. Anti-Fosfolipid Antikorlar (APA),

Anti-Kardiolipin IgG ve IgM Antikorlar

Lupus Antikoagulan (LAC)

o]

 Yiizey tromboemboli icin kabtsal gecifli en sk gériilen kabtsal
defect Aktive Protein C Rezistansxdr (APC-R). Olgularn o
¢orunda (> %90) APC-R, koagtilasyon faktéri kodlayan gen o
olan Faktor V, Faktor V von Leiden geninde bir nokta mutasyon O Protrombin zaman (PT)
olmas sonucu olufimaktadsr. Heterozigot Faktor V tafbyanlarda o Trombosit Say>m»
vendz tromboembolik durum ortaya pkmas ¢ ile befl kat
daha fazla oranda izlenmektedir, tekrarlayan difliik olgularnda
hastalann %8’inde bu olgu gozlenmektedir.

Aktive Parsiyel Tromboplastin Zaman, (APTT)

Ornek Ozellikleri
* 10 ml krmvz> kapakl tip 1 adet
= 4.5 ml mavi kapakl (Sitrat) tlip 2 adet

« Hiperhomosisteinemi arteryal ve venéz tromboz i¢in major -
* 4.5 ml mor kapakl> (EDTA) tup 3 adet

risk faktori olarak gosterilmifitir. Homosisteinin remetilasyon
yolunda gorevli olan Metilen-tetrahidrofolat-rediiktaz (MTHFR)
geninde C677T polimorfizmi ile plazma total homosistein
dizeyleri aras:nda bir iliflkinin varba bulunmufl ve venéz
trombozu olan hastalann %211 ile arteryal trombozu olan
hastalann %19’unda bu polimorfizm tespit edilmifitir.



Semen Analizi

= Semen orneklerinde konsantrasyon, hareketlilik ve canbbk
Olcimleri yap lmas, sperm analizi icin WHO (Diinya Saabk
Orgiitii) tarabndan yaynlanan ‘WHO Laboratory Manuel for
the Examination of Human Semen and Servical Mucus
Interaction’ kitapta bildirilen testlerdir.

= ASA (Anti Sperm Antikorlar) sperm ylizeyinde otoantikorlar
(I9G, IgM) olup olmadymryn arafibrimas icin kullarlmaktadsr.

* SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) sperm kromatin
biitlnli=inin acridine orange isimli boya ile araflbrimasscbr.
nsitu ortamda duflik pH’la indikte edilebilen DNA
denattirasyonuna sperm DNA’ssron duyarbbmsmn dlgildisi
bu ydntem; WHO tarafhndan kabul edilen sperm
konsantrasyonu, morfoloji ve vitalite parametreleri ile
korelasyon gdstermeyen, tek bafhna anlaml bilgi sazlayan,
bammsz bir “predictive” parametredir.

Panel «erizi

Sperm Konsantrasyonu Olgiimii

Sperm Hareketliliai Olcimii

Canbbk Olglimii

ASA (Antisperm Antikorlar)

Acrozom Reaksiyonu (MCP, CD46)
<nhibin B

SCSA (sperm Chromatine Structure Assay)

0O 00O 0O OO0 OO0

Ornek Ozellikleri

e 2-7 gunluk cinsel a¢hk sonras» abnmyfl semen 6rnexri
- Tum orneklerin en ge¢ bir saat i¢inde laboratuvara
ulafibrimas), mimkunse laboratuvarda 6rnek verilmesi
gereklidir.

- SCSA icin 6rnek laboratuvanmyz tarafndan saclanan TNE
Buffer icinde ve uygun hazrbk aflamas» sonras)nda
gonderilmelidir.

Uygulanan Testler e «gili Genel Bilgiler

APA (Anti-Fosfolipid Antikorlar)

= Antifosfolipid antikorlar organa spesifik olmayan anyonik
ve zwitterionic fosfolipidlere barclanan antikorlardor.
Fosfolipidler hiicre zanndaki énemli molekillerdir. Bu
molekillere karfly geliflen antikorlar hiicre fonksiyonlann»
bozarak iltihaplanma ve phtlaflmaya neden olur.

= Erken gebelik kayplarnn en énemli nedenlerinden biri
antifosfolipid antikorlardr.

» Tekrarlayan gebelik kayplar olan kad>nlarn %22’sinde
antifosfolipid antikorlar tespit edilmifitir. Antifosfolipid
antikorlarnn oluflma ihtimali her gebelik kayb» ile %15 artar.

« Antifosfolipid antikorlar» embriyonik implantasyon,
trofoblastik fonksiyon ve differensiyasyonu ile plasental
trombozu etkilemektedir.

e Kardiyolipin, fosfoethanolamin, fosfotidilserin,
fosfotidilgliserol, fosfotidilinositol, fosfotidilkolin ve fosfatidik
asite karfh Ig M, 1gG ve IgA tipinde antikorlar oluflur. Hicre
6lumi veya hasars bu molekdllerin hepsine veya birine karfl
antikor gelifimine neden olur. Fosfolipidlere karfl oluflan
antikorlar plasentan>n uterusa tutunmasyn» ve
sinsityotrofoblastlara dondflmesini engeller.

« Antifosfolipid antikorlarndan en ¢ok lupus antikoagtlan
ve antikardiolipin antikorlar (IgG ve IgM) klinik dnemi
gOosterilmifitir.

APA (+) kadbnlara heparin veya prednizon + aspirin ya da
IVIG uyguland>=nda gebelik orarmn artbas bildiriimektedir.

ANA (Anti-Nukleer Antikorlar)

» Tekrarlayan diflik yapan kadnlann %22’sinde, infertilite
ve tup bebek tedavilerinde ssrarla gebelik elde edilemeyen
kadnlarn %50’sinde tespit edilmifltir.

* ANA saptanmas> SLE (Sistemik Lupus Eritematozus) ve
kollagen vaskulit RAFS (Reproductive Autoimmune Failure
Syndrome) icin tafbyan bireylerin saptanmas:nda énemlidir.

= Bu antikorlar implantasyon srassnda embryo etrafnda,
implantasyondan sonra da plasenta etrafinda inflamasyona
neden olur.

« DNA’ya karfh oluflan otoantikor plasenta etraf:nda iltihabi
reaksiyon oluflmasna neden olur. DNA ve DNA ykom Uriinlerine
karfl antikorlar oluflur. Bu antikorlar dsDNA (cift iplikli DNA),
ssDNA (tek iplikli DNA) ve DNA’y> meydana getiren
polintkleotid ve histon gibi daha kiguk molekullere karfl
oluflabilir.



Anti-Tiroid Antikorlar (ATA)

Anti Tiroglobulin Antikoru

Anti Tiroid Peroksidaz Antikoru

= Anti tiroid antikoru tafbyan kadnlarda duflik riski dicer
kad>nlardan iki kat daha fazladr. Bu antikorlar IVF/ET sonras
baflans:zhbk olduaunda da yuksek oranda saptanmyfilard>r.

Anti tiroid antikor olan kad>nlardan yap»lan endometrial
biyopsilerde aktive T hiicrelerinin yiiksek oranda olducu
izlenmifitir. Tekrarlayan diflik yapan kad>nlann 1/3 de ATA
ya da ANA pozitiflini saptanmsfibr.

Anti-Over Antikorlar (AOA)

= Overe karfb gelifimifl olan antikorlar over hicreleri ylizeyindeki
fonksiyonel proteinleri maskeleyebilir ya da hiicre i¢i protein
iflevieri ile etkileflerek over fonksiyonlan ve fertiliteyi etkileyebilir.
Artmyfl oranda anti over antikoru tafbyanlarda ovilasyon

indiiksiyonuna diflik oranda yamst ya da yantszbk geliflebilir,
bu hastalarda Prematir Over Yetmezlizi izlenebilir. Antiover
antikorlar «nhibin B diizeyinin azalmassndan 6nce izlenebilir
ya da azalmay» indukleyici etki gdsterebilir.

ahibin B

= Over granilosa hicreleri nhibin B salglamaktad>rlar. ahibin
pitliter glanddan FSH sekresyonunu kontrol etmektedir. Bu
nedenle FSH’ a gbre daha dorrudan over fonksiyonu hakknda
bilgi samlamaktad>r. IVF hastalarnda siklusun 3. gininde

inhibin B serum konsantrasyonu &lcimu IVF sikluslanmnn
gonodatropin uyanrs:na yantn dnceden belirlemede yararh
olmaktadbr.

<mmunoglobulin Paneli (IgG, IgM, IgA)

* Endometrioz, tekrarlayan duflik, infertilite ve IVF sonras
implantasyon olmamas» halinde total IgG izotiplerinde belirgin

anomali izlenebilir. Hipergammaglobulinemi olgulannda IVF
ile klinik gebelik olgularmn azald>o bildirilmektedir.

Reproduktif cmmunfenotipleme

« CD3, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56 monoklonal antikorlarn»
iceren bir panel ¢abfslmaktadr. <mmun sistemin dengede
olmas» da fekondasyon ve farkblafima icin &nemli bir etkendir.

= Tekrarlayan duflik, infertilite ve IVF sonras» implantasyon
olmamas halinde CD56 + hiicreleri tespit edilmelidir. CD56
+ hiicrelerin says> artbanda embriyo implantasyonunu énler
ve plasental hiicrelere zarar vererek desidua tabakas:nda
harabiyete ve diflice yol ag¢tro goésterilmifitir.

NK Aktivasyon Testi

< NK hiicreleri sekretuar endometrium ve erken gebelikte
decidua’da en sk gdzlenen hiicrelerdir (Uterin NK). Trofoblastik
hucrelerin migrasyonunu diizenleyici rolleri olduzu
difluntlmektedir.

» NK hcre aktivasyon testleri dolafsmdaki NK hiicrelerinin
oldtrme fonksiyonunun yan» ssra bu hiicrelerin IL-2 ile uyanm>
ve aktiviteyi basklamak icin IVIG etkisini gostermekte de
kullanlabilmektedir.

e Embriyo implantasyonu onler. Plasental hicrelere zarar
vererek desidua tabakas'nda harabiyete ve difliize yol agar.

« Spontan duflik yapan ya da IVF baflans:zho ile sonlanan
olgularda cevresel kan ve endometrial NK aktivitesinin artmfl
olduzu gosterilmifitir. Normalde NK aktivitesi %10’den azdr.
Endometrioz tars alan IVF hastalanmn % 40»nda NK aktivitesi
artmfibr.

SCSA-Sperm Chromatin Structure Assay

= «nfertil erkeklerden abnan sperm 6rneklerinde kromozom
anomalileri, sodyum dodesil sulfat (SDS) ile induklenen
dekondensasyona dufliik direng, DNA knimalannda artfl ve
in situ asitle induklenen DNA denaturasyonuna duyarbbkta
artfl gbzlenmektedir.

* SCSA sperm kromatin butlnli=inun kantitatif dlgimani
samlayan, asitle indiiklenen in situ DNA denatiirasyonu
hakkonda bilgi edinmemizi saalayan bir yontemdir. SCSA fertil
bireyler reproduktif streslere maruz kalmadkca, zaman i¢inde
stabil 6zellik géstermektedir.

= ART’de (Assisted Reproductive Technuquies-Yardmla Ureme
Teknikleri) baflanh olma icin WHO (Diinya Sazbk Orgiitii)
parametreleri olan konsantrasyon, motilite ve morfoloji
parametreleri ile korelasyon géstermemekte, DNA knima ve
in vivo fertilite oranlan ile korelasyon gdstermektedir. Bu
nedenle SCSA’mn bammsz bir parametre olduau ve ART
baflans:n> 6nceden saptamada rol oynad» diflintimektedir.
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