IVF Unitelerine Yonelik
Immunolojik Testler

Gebelik kayiplarina, infertiliteye ve tiip bebek uygulamalarinda
basarisizliga yol acan bir cok neden bulunmaktadir. Calismalar
disuklerin birgogunun kromozom (genetik) anomalilerine
bagl oldugunu goéstermistir. Bunun yaninda anatomik
anomaliler, hormonal nedenler, enfeksiyonlar ve immunolojik
faktorler gibi anne ve baba adayina bagli problemler ve

cevresel faktorler de tekrarlayan dustklere neden olabilir.
Son yillarda immdanoloji alanindaki gelismelerle birlikte yapilan
arastirmalar, nedeni bilinmeyen dustklerin % 80'inin
immunolojik faktorlere bagl olabilecegini ve bunlarin
birgogunun yeni tedavi ydntemleri ile dnlenebilecegini
gOstermistir.

IVF Tarama Paneli

« Infertilite tedavisinde IVF secenegine basvuran ve tek erkek
faktorine bagli infertilite gelismemis olgularda, immunolojik
risk faktorlerinin daha ylksek oranda bulundugu bilinmektedir.
Kadina bagli bir neden ya da agiklanamayan infertilite
olgularinda, IVF siklusuna baglamadan énce tedavi edilebilecek
Ozellikte olan muhtemel implantasyon basarisizligina yol
acacak immunolojik faktorleri arastirmada kullanilabilecek
testlerdir.

* Endometrioz, pelvik yapisikliklar, agiklanamayan infertilite,
tekrarlayan spontan dusukler ve ailede otoimmun hastalik
bildiren kadinlar dnce rutin kisitli sayida tarama testinden
gegirilmelidir. Ancak hasta anamnezine bagimli olarak hastaya
6zgUn immunolojik testler yapiimasi gereklidir.

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

1 Anti-Tiroid antikorlar (ATA)

alNK Aktivasyon Testi

Ornek Ozellikleri
* 10 ml kirmizi kapakli tip 1 adet
e 4.5 ml mor kapakli (EDTA) tlp 1 adet

Gebelik izleme Paneli

¢ Gebeliklerin kaybinda immunolojik faktorlerin de etkin
oldugu distnuldagunde, daha sonra olusan gebeliklerde
takibin dogru yapildigindan emin olunmasi icin yapilan
analizlerdir.

[ Anti-Fosfolipid Antikorlar (APA),
Anti-Kardiolipin IgG ve IgM Antikorlari
(1 Reproduktif immunofenotip
(CD3, CD19, CD4, CD8, CD16, CD56)
4 APTT
allTrombositler

Ornek Ozellikleri

* 10 ml kirmizi kapakli tip 1 adet

® 4.5 ml yesil kapakl (Heparin) tlp 1 adet
* 4.5 ml mavi kapakli (Sitrat) tp 1 adet
* 4.5 ml mor kapakli (EDTA) tip 1 adet




Tekrarlayan Dustikler icin Panel

¢ Gebeligin I. Trimestrinde iki yada daha fazla istenmeyen
dusik ya da Il. ve lll. Trimestirde disik olmasi tekrarlayan
disuk olarak tanimlanmaktadir. Tekrarlayan dusikler icin
genelikle uterusda anatomik anomaliler ya da hormonal
yetmezlikler neden olsa da ana nedenler arasinda kromozom
anomalileri ve immunolojik etkenler de bulunmaktadir.
Tekrarlayan dusukler icin uygulanan bu panel bu duruma
neden olabilecek immunolojik faktértin tanimlanmasini
saglamaktadir.

[ Anti-Fosfolipid Antikorlar (APA),
Anti-Kardiolipin IgG ve IgM Antikorlari
[ Antintkleer antikorlar (ANA)
1 Antitiroid antikorlar (ATA)
 Immunoglobulin panel
(1 Reproduktif [mmunofenotip
(CD3, CD19, CD4, CD8, CD16, CD56)
1 NK Aktivasyon Testi (NK Sitotoksisite Testi)
[ Lupus Antikoagulan (LAC)
1 Lokosit Antikor (LAD)
d APTT
alet

Ornek Ozellikleri

* 10 ml kirmizi kapakli tip 1 adet

* 4.5 ml yesil kapakli (Heparin) tip 2 adet
* 4.5 ml mavi kapakli (Sitrat) tip 2 adet

* 4.5 ml mor kapakli (EDTA) tlp 1 adet

Preamatir Over Yetmezligi Paneli

* 40 yasa yakin dénemde over fonksiyonlarinin azalmaya
baslamasina prematur over yetmezligi adi verilmektedir.
Antifosfolipid Antikorlar (APA) -Antikardiolipin Antikorlar
IgM ve IgG, antinikleer antikorlar (ANA), antitiroid antikorlar
(ATA) ve antiover antikorlari (AOA) prematir over yetmezligi
ile iliskili otoantikorlar olduklari bildirilmektedir. Over
fonksiyonlarini tam olarak inceleyebilmek igin inhibin B testi
de bu panele eklenmistir.

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

[ Antintkleer antikorlar (ANA)

1 Antitiroid antikorlar (ATA)

1 Antiover antikorlari (AOA)

Qllinhibin B

Ornek Ozellikleri
* 10 ml kirmizi kapakli tip 1 adet

Over Kapasite Olciim Paneli

¢ Over kapasitesi dlgimi gonadotropin uyarisina yanit olarak
normal embriyolar olusturabilme yetisi olan yeterli sayida
kaliteli yumurta Uretme kapasitesini belirtmek igin
kullanilmaktadir. Inhibin B serum konsantrasyonunun dlcimii
siklusun 3. gininde yapilan FSH (Follikal Stimtlan Hormon)
ve E2 (Estradiol) dlctmleri ile birlikte over kapasitesinin dlcimi
icin bilgi saglamaktadir. Inhibin-B granilosa hicrelerinden
sekrete edildigi ve pitliter glanddan FSH salinimini kontrol
ettigi icin folliktl fonksiyonunu saptamada dogrudan etkili
bir olcutudar.

 Antiover antikorlari (AOA) tasiyan kadinlarin IVF/ET sonrasi
gebe kalma oranlari tasimayanlara gére daha dusuktar. Pozitif
AOA olmasinin gebeligin basarisiz olmasi icin prediktif degeri
%82 olarak bildirilmektedir.

Panel icerigi

alAntiover Antikorlar (AOA)

[ Inhibin B

1 FSH (Folliktl StimGlan Hormon)
[ LH (Luteinizan Hormon)

QlE2 (Estradiol)

NOT: Bu hasta grubundan istenildigi takdirde over
aspirasyonlarindan graniilosa hiicreleri icin DNA icerik
analizi ve apoptosis tayini yapilmasi miimkiindiir.

Ornek Ozellikleri
* 10 ml kirmizi kapakl tip 3 adet



Endometrioz Paneli

* Endometrioz infertilite ile sik gorllen bir jinekolojik hastaliktir
ve infertilite nedeni de olabilmektedir. Endometrioz patogenez
ve patofizyolojisinde immunolojik mekanizmalarin roli
olduguna dair giderek artan kanitlar saptanmaktadir.
Endometriozlu hastalarda izlenen immunolojik degisiklikler
B lenfosit yanitinda abartili bir artis olmasi ile
iliskilendirilmektedir.

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

[ AntinUkleer Antikorlar (ANA)

1 Ca125

QliSoluble CD23

Ornek Ozellikleri
* 10 ml kirmizi kapakl tip 3 adet

Tablo1: Bu testler icin asagida belirtilen tablodaki duyarlilik, 6zgtnlik, negatif ve pozitif prediktif degerler bildirilmektedir.

Sadece Ca125 % 93
Sadece sCD23 % 90
CA125+sCD23 % 90
CA125+sCD23+APA+ANA % 90

Prediktif Deger
Negatit | Poziti |

% 54 % 65 % 93
% 45 % 36 % 93
% 63 % 72 % 86
% 67 % 76 % 86

Koagiilasyon Paneli

e Tekrarlayan dusukler dolasimda olan antikoagulanlara bagli
da gelisebilmektedir. Lupus-Like antikoagilani dolasimda
aktive parsiyel tromboplastin zamaninin (APTT) uzamasina
yol agmaktadir.

Panel icerigi
[ Lupus Antikoagulan (LAC)
[ Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamani (APTT)

QlProtrombin zamani

Ornek Ozellikleri
* 5 ml mavi kapakli (Sitrat) tup 3 adet

Tromboz Paneli

* Trombofili de tekrarlayan dusikler icin risk faktorlerinden
birisidir. Tekrarlayan dusuklerde trombozun; endotelyal
hucrelerin aktivasyonu, dogal antikoagulasyon yollarinda
defekt olmasi ve trombositlerin tromboksan Gretiminin artisina
bagl oldugu dustnilmektedir. Antifosfolipid antikorlar,
endotelyal hicre ylzeyini aktive ederek hicre ylzeyini
tromborezistan durumdan trombojenik hale gegirmektedirler.

* Ylizey tromboemboli icin kalitsal gegisi en sik gorilen kalitsal
defect Aktive Protein C Rezistansidir (APC-R). Olgularin
cogunda (> %90) APC-R, koagdilasyon faktori kodlayan gen
olan Faktor V, Faktor V von Leiden geninde bir nokta mutasyon
olmasi sonucu olusmaktadir. Heterozigot Faktdr V taslyanlarda
vendz tromboembolik durum ortaya ¢ikmasi Ug ile bes kat
daha fazla oranda izlenmektedir, tekrarlayan diistk olgularinda
hastalarin %8'inde bu olgu gézlenmektedir.

* Hiperhomosisteinemi arteryal ve vendz tromboz icin major
risk faktori olarak gosterilmistir. Homosisteinin remetilasyon
yolunda gorevli olan Metilen-tetrahidrofolat-rediiktaz (MTHFR)
geninde C677T polimorfizmi ile plazma total homosistein
dizeyleri arasinda bir iliskinin varhg@ bulunmus ve venéz
trombozu olan hastalarin %11 ile arteryal trombozu olan
hastalarin %19’unda bu polimorfizm tespit edilmistir.

1 MTHFR (Metilen-tetrahidrofolat-redtiktaz)
(C677T) Mutasyonu
[ Faktor V Leiden Mutasyonu (Q506) (APC Genotipi)
[ Faktor I Mutasyonu (G20210A)
1 Anti-Fosfolipid Antikorlar (APA),
Anti-Kardiolipin IgG ve IgM Antikorlari
[ Lupus Antikoagulan (LAC)
1 Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamani (APTT)
[ Protrombin zamani (PT)
QliTrombosit Sayimi

Ornek Ozellikleri

* 10 ml kirmizi kapakl tip 1 adet

* 4.5 ml mavi kapakl (Sitrat) tlp 2 adet
* 4.5 ml mor kapakli (EDTA) tip 3 adet



Semen Analizi

¢ Semen Orneklerinde konsantrasyon, hareketlilik ve canlilik
olcimleri yapilmasi, sperm analizi icin WHO (Dunya Saglk
Orgitl) tarafindan yayinlanan ‘WHO Laboratory Manuel for
the Examination of Human Semen and Servical Mucus
Interaction’ kitapta bildirilen testlerdir.

¢ ASA (Anti Sperm Antikorlar) sperm yizeyinde otoantikorlar
(IgG, IgM) olup olmadiginin arastiriimasi igin kullanilmaktadir.

e SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) sperm kromatin
butlinlU§unun acridine orange isimli boya ile arastirimasidir.
Insitu ortamda dasGk pH’la indUkte edilebilen DNA
denatiirasyonuna sperm DNA'sinin duyarliidinim &l¢ildugu
bu ydntem; WHO tarafindan kabul edilen sperm
konsantrasyonu, morfoloji ve vitalite parametreleri ile
korelasyon gdstermeyen, tek basina anlamli bilgi saglayan,
bagimsiz bir “predictive” parametredir.

[ Sperm Konsantrasyonu Olgiimi

[0 Sperm Hareketliligi Olctim

1 Canlilik Olgimi

1 ASA (Antisperm Antikorlari)

[ Acrozom Reaksiyonu (MCP, CD46)

Q Inhibin B

lSCSA (sperm Chromatine Structure Assay)

Ornek Ozellikleri

e 2-7 glnluk cinsel aglik sonrasi alinmis semen 6rnegi
- Tum 6rneklerin en geg bir saat icinde laboratuvara
ulastirilmasi, miimkinse laboratuvarda 6rnek verilmesi
gereklidir.

- SCSA igin 6rnek laboratuvarimiz tarafindan saglanan TNE
Buffer icinde ve uygun hazirlik asamasi sonrasinda
gonderilmelidir.

Uygulanan Testler ile llgili Genel Bilgiler

APA (Anti-Fosfolipid Antikorlar)

¢ Antifosfolipid antikorlar organa spesifik olmayan anyonik
ve zwitterionic fosfolipidlere baglanan antikorlardir.
Fosfolipidler hiicre zarindaki énemli molekullerdir. Bu
molekdllere karsi gelisen antikorlar hicre fonksiyonlarini
bozarak iltihaplanma ve pihtilasmaya neden olur.

 Erken gebelik kayiplarinin en énemli nedenlerinden biri
antifosfolipid antikorlardir.

 Tekrarlayan gebelik kayiplari olan kadinlarin %22'sinde
antifosfolipid antikorlari tespit edilmistir. Antifosfolipid
antikorlarinin olusma ihtimali her gebelik kaybr ile %15 artar.

¢ Antifosfolipid antikorlari embriyonik implantasyon,
trofoblastik fonksiyon ve differensiyasyonu ile plasental
trombozu etkilemektedir.

e Kardiyolipin, fosfoethanolamin, fosfotidilserin,
fosfotidilgliserol, fosfotidilinositol, fosfotidilkolin ve fosfatidik
asite karsl Ig M, IgG ve IgA tipinde antikorlar olusur. Hicre
6limi veya hasari bu molekdllerin hepsine veya birine karsi
antikor gelisimine neden olur. Fosfolipidlere karsi olusan
antikorlar plasentanin uterusa tutunmasini ve
sinsityotrofoblastlara dontsmesini engeller.

¢ Antifosfolipid antikorlarindan en cok lupus antikoagulani
ve antikardiolipin antikorlari (IgG ve IgM) klinik 6énemi
gOsterilmistir.

APA (+) kadinlara heparin veya prednizon + aspirin ya da
IVIG uygulandiginda gebelik oraninin arttigi bildirilmektedir.

ANA (Anti-Niikleer Antikorlar)

e Tekrarlayan disuk yapan kadinlarin %22'sinde, infertilite
ve tlp bebek tedavilerinde israrla gebelik elde edilemeyen
kadinlarin %50’sinde tespit edilmistir.

* ANA saptanmasi SLE (Sistemik Lupus Eritematozus) ve
kollagen vaskulit RAFS (Reproductive Autoimmune Failure
Syndrome) icin tasiyan bireylerin saptanmasinda dnemlidir.

¢ Bu antikorlar implantasyon sirasinda embryo etrafinda,
implantasyondan sonra da plasenta etrafinda inflamasyona
neden olur.

* DNA'ya karsi olusan otoantikor plasenta etrafinda iltihabi
reaksiyon olusmasina neden olur. DNA ve DNA yikim Grtnlerine
karsi antikorlar olusur. Bu antikorlar dsDNA (cift iplikli DNA),
ssDNA (tek iplikli DNA) ve DNA'yl meydana getiren
polinlikleotid ve histon gibi daha kigtk molekillere karsi
olusabilir.



Anti-Tiroid Antikorlar (ATA)

Anti Tiroglobulin Antikoru

Anti Tiroid Peroksidaz Antikoru

e Anti tiroid antikoru tasiyan kadinlarda dusik riski diger
kadinlardan iki kat daha fazladir. Bu antikorlar IVFIET sonrasi
basarisizlik oldugunda da ytksek oranda saptanmislardir.

Anti tiroid antikor olan kadinlardan yapilan endometrial
biyopsilerde aktive T hicrelerinin yiksek oranda oldugu
izlenmistir. Tekrarlayan dusik yapan kadinlarin 1/3 de ATA
ya da ANA pozitifligi saptanmistir.

Anti-Over Antikorlari (AOA)

* QOvere karsl gelismis olan antikorlar over hiicreleri yiizeyindeki
fonksiyonel proteinleri maskeleyebilir ya da hicre igi protein
islevleri ile etkileserek over fonksiyonlari ve fertiliteyi etkileyebilir.
Artmis oranda anti over antikoru tasiyanlarda ovilasyon

indiksiyonuna distk oranda yanit ya da yanitsizlik gelisebilir,
bu hastalarda Prematur Over Yetmezligi izlenebilir. Antiover
antikorlari Inhibin B diizeyinin azalmasindan énce izlenebilir
ya da azalmayi indikleyici etki gdsterebilir.

inhibin B

« Over granulosa hiicreleri Inhibin B salgilamaktadirlar. Inhibin
pitliter glanddan FSH sekresyonunu kontrol etmektedir. Bu
nedenle FSH' a gére daha dogrudan over fonksiyonu hakkinda
bilgi saglamaktadir. IVF hastalarinda siklusun 3. glninde

inhibin B serum konsantrasyonu dlcimu IVF sikluslarinin
gonodatropin uyarisina yanitini dnceden belirlemede yararl
olmaktadir.

immunoglobulin Paneli (IgG, IgM, IgA)

s Endometrioz, tekrarlayan dusik, infertilite ve IVF sonrasi
implantasyon olmamasi halinde total IgG izotiplerinde belirgin

anomali izlenebilir. Hipergammaglobulinemi olgularinda IVF
ile klinik gebelik olgularinin azaldigr bildirilmektedir.

Reprodiiktif immunfenotipleme

* CD3, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56 monoklonal antikorlarini
iceren bir panel calisilmaktadir. Immun sistemin dengede
olmasi da fekondasyon ve farklilasma icin dnemli bir etkendir.

o Tekrarlayan dusuk, infertilite ve IVF sonrasi implantasyon
olmamasi halinde CD56 + hiicreleri tespit edilmelidir. CD56
+ hicrelerin sayisi arttiginda embriyo implantasyonunu onler
ve plasental hiicrelere zarar vererek desidua tabakasinda
harabiyete ve dlstge yol acti§gi gosterilmistir.

NK Aktivasyon Testi

* NK hucreleri sekretuar endometrium ve erken gebelikte
decidua’da en sik gdzlenen hicrelerdir (Uterin NK). Trofoblastik
hicrelerin migrasyonunu dizenleyici rolleri oldugu
dUstntlmektedir.

* NK hicre aktivasyon testleri dolagimdaki NK hiicrelerinin
oldirme fonksiyonunun yani sira bu hiicrelerin IL-2 ile uyarimi
ve aktiviteyi baskilamak icin IVIG etkisini gdstermekte de
kullanilabilmektedir.

* Embriyo implantasyonu &nler. Plasental hiicrelere zarar
vererek desidua tabakasinda harabiyete ve distge yol agar.

* Spontan dustk yapan ya da IVF basarisizligi ile sonlanan
olgularda gevresel kan ve endometrial NK aktivitesinin artmis
oldugu gosterilmistir. Normalde NK aktivitesi %10'den azdir.
Endometrioz tanisi alan IVF hastalarinin % 40'inda NK aktivitesi
artmistir.

SCSA-Sperm Chromatin Structure Assay

¢ Infertil erkeklerden alinan sperm &rneklerinde kromozom
anomalileri, sodyum dodesil stlfat (SDS) ile indUklenen
dekondensasyona dusik direng, DNA kirilmalarinda artis ve
in situ asitle indklenen DNA denatlrasyonuna duyarlilikta
artis gdzlenmektedir.

e SCSA sperm kromatin biatinligintn kantitatif dlgimin
saglayan, asitle indiklenen in situ DNA denatlrasyonu
hakkinda bilgi edinmemizi saglayan bir yontemdir. SCSA fertil
bireyler reproduktif streslere maruz kalmadikga, zaman icinde
stabil 6zellik gostermektedir.

* ART'de (Assisted Reproductive Technuquies-Yardimla Ureme
Teknikleri) basarili olma icin WHO (Diinya Saghk Orgiti)
parametreleri olan konsantrasyon, motilite ve morfoloji
parametreleri ile korelasyon gostermemekte, DNA kirllma ve
in vivo fertilite oranlari ile korelasyon gostermektedir. Bu
nedenle SCSA'nin bagimsiz bir parametre oldugu ve ART
basarisini dnceden saptamada rol oynadig§i dustintlmektedir.
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