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Oosit toplama sirasindaki folikiil yikamanin fertilite prezervasyonu sikluslari
sonuglarina etkisi, retrospektif calisma

The effect of follicle flushing during oocyte retrieval on fertility preservation cycle
outcomes, retrospective study
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oz

Amag: Kanser hastalarinin kemoterapi sonrasi yumurtalik rezervlerini kaybetme riski altinda oldugu
g6z oniine alindiginda, fertilite prezervasyonu (FP) doéngilerinde oosit kalitesini en st dizeye
cikarmak ¢ok énemlidir. Amacimiz, FP igin letrozol ve gonadotropinler ile oositleri veya embriyolari
korumak icin kontrolli yumurtalik stimilasyonu uygulanan kadinlarda elde edilen oosit ve embriyo
sayisini maksimize etmede folikliler yilkamanin yararliigini belirlemekti.

Gere¢ ve Yontem: Fertilite prezervasonu planlanan meme kanserli olgular retrospektif olarak tarandi.
Cift Iimenli yikama yaklasimi (GLY) kullanilarak oositlerin aspire edildigi 11 dongu, oositlerin tek
[Gmenli aspirasyon (TLA) yoluyla alindigi yas uyumlu 31 déngi ile karsilastirildi. 10 mm ve uzerinde
olcim yapilan tum folikuller aspire edildi. CLY grubunda, folikiiller 6 defaya veya oosit elde edilene
kadar yikandi.

Bulgular: Ortalama yas ve anti-mullerian hormon (AMH) degerleri CLY ve TLA gruplari arasinda
benzerdi (sirasiyla, yas:39,8 + 0,48 / 37,9 + 0,74; p=0,162; AMH: 1,69 + 0,37 / 1,47 + 0,25 ng/mL
p=0,635). Pik estradiol seviyeleri CLY grubunda anlamli olarak daha yuksekti (CLY / TLA: 1022,66 +
205,45/ 715,5 £ 33,69 pg/mL, p= 0,026). Toplam gonadotropin dozu ( CLY / TLA: 5345 + 344 / 5017 +
108 1U, p= 0,236) ve toplam letrozol dozu (CLY / TLA: 59,0 + 2,84 / 57,9 + 1,08 mg, p=0,633) her iki
grupta benzerdi. Tetikleme 6ncesi ultrasonografide 10 mm Gzerindeki foliklil sayisi temel alindiginda
benzer sayida folikil saptandi (16,2 + 1,2/ 12,5 £ 1,3; p=0,16). Cift lumenli yikama yaklasimi ile daha
yuksek toplam oosit sayisi (17,4 £ 2,3/ 10,9 £ 1,2; p=0,015) ve daha yuksek sayida olgunlasmamis
oosit elde edildi (8,36 £ 1,12 / 3,531 0,45; p < 0,001). Ancak dondurularak saklanan embriyolarin
sayisindaki fark istatistiksel anlamliiga ulagsmadi (7,2 £ 1,94 /5,2 + 0,79; p = 0,279).

Sonuglar: Fertilite prezervasyonu déngulerinde CLY kullanimi, kiglk foliklllerden elde edilen immatir
oosit sayisini arttirabilir. Cift [limenli yikama yaklasiminin nihai embriyo verimini artirmadaki degeri, FP
uygulanan kadinlar arasinda daha genis prospektif calismalarda arastiriimalidir.

Anahtar Sozciikler: Oosit, meme kanseri, in vitro fertilizasyon.

* Bu galigma, 17-21 Ekim 2015 tarihlerinde Baltimore, ABD’ de diizenlenen Amerikan Ureme Tibbi Cemiyeti
Kongresi’'nde s6zlu bildiri olarak sunulmustur.

ABSTRACT

Aim: In oncology cases, chemo-radiotherapy treatments affect the ovarian reserve negatively, and
fertility-preserving (FP) approaches are recommended in this patient group. Our purpose was to
evaluate the efficacy of follicular flushing to increase oocyte and embryo retrieval in women
undergoing controlled ovarian stimulation to preserve oocytes or embryos using gonadotropin in
combination with aromatase inhibitors for FP.
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Materials and Methods: In our study, breast cancer cases were screened retrospectively. Eleven
cycles in which oocytes were retrieved using the Double-lumen washing technique (DLF) in the same
age group were compared with the cycle in which the oocytes were aspirated by single-lumen
aspiration (SLA). All follicles displayed above 10 mm were aspirated. In the DLF group, oocyte was
washed up to retrieval or up to 6 times.

Results: Mean age and anti-mullerian hormone (AMH) levels were not significantly different in both
groups (age: 39.8 + 0.48 vs. 37.9 £ 0.74 years; p=0.162; AMH: 1.69 + 0.37 vs. 1.47 + 0.25 ng/mL;
p=0.635, respectively), maximum estradiol levels were significantly higher in the flushing group. (DLF
vs SLA: 1022.66 + 205.45 vs 715.5 + 33.69 pg/mL; p= 0.026). Total dose of gonadotropins (DLF vs.
SLA: 5345 + 344 vs. 5017 + 108 IU; p= 0.236) and total dose of aromatase inhibitors (DLF vs. SLA:
59.0 + 2.84 vs. 57.9 £ 1.08 mg; p=0.633) were not different. According to the number of follicles >10
mm on the trigger day, a similar number of follicles was stated (DLF vs. SLA: 16.2 + 1.2 vs. 12.5 + 1.3;
p=0.16). The total number of oocytes retrieved in the DLF group (17.4 £ 2.3 vs 10.9 + 1.2; p=0.015;
respectively) and metaphase 1 oocytes (8.36 = 71.12 vs 3.53 = 0.45; p < 0.001) were statistically
significantly higher. However, the number of cryopreserved embryos was statistically similar in both
groups. (DLF vs. SLA: 7.2 £1.94vs. 5.2 £0.79; p = 0.279).

Conclusions: Administration of DLF in ovarian stimulation cycles in oncology patients may increase
the number of immature oocytes retrieved from non-dominant follicles. The value of DLF in increasing
the total number of embryos should be investigated in randomized controlled trials in patients
undergoing fertility preservation.

Keywords: Oocyte, breast cancer, in vitro fertilization.

* This research was presented as an oral presentation at American Society for Reproductive Medicine Annual
Congress, held on Oct 17" — 121%, 2015 in Baltimore, USA.

GIRIS enjekte ederek folikiilin yikanmasini igeren bir
Meme kanseri kadinlarda en sik gorilen tekniktir. Dogrudan folikiiler ponksiyon, her bir
malignitedir  (1). ABD'den alinan en son folikiilde bulunan oositlerin sadece %60-80'ini

istatistiklere gore, en son bes yillik dénemde
(2012-2016) olum oranlarinda dusus olmakla
birlikte insidansta, 6zellikle gen¢ yas grubunda,
%0,3 oraninda bir artig bildirilmistir (2).

Meme kanserli gen¢  kadinlarin ¢ogu,
gonadotoksik ajanlar iceren adjuvan
kemoterapiye ihtiya¢ duyar (3). Bu tur tedavilere
baglh olarak yumurtalik rezervinin azaldigi
literatiirde tanimlanmistir. Yumurtalik rezervinin
azalmasi hastanin yasi, kemoterapétik ilaglarin
tipi ve kimdulatif dozu gibi bircok faktére baglidir.
Alkilleyici ajanlar en gonadotoksik ilaglardir ve
primordial foliklllere zarar verebilir (4). Yas en
onemli risk faktéri olmakla birlikte daha geng
kadinlar da gonadotoksik tedavilere bagli olarak
yumurtalik rezervlerinin  azalmasi nedeniyle
infertilite karsimiza cikabilir. Kanser
tedavilerinden sonra dogurganligin devam etmesi
geng kadinlar igin en biylk sorunlardan biridir.
infertilite ve prematiir ovaryan yetmezIik riski
nedeniyle, birgok kilavuz, gonadotoksik tedavilere
baslamadan o6nce fertilite  prezervasyonu
secgeneklerini tartismaya tesvik etmektedir (5).
Cift limenli igne ile foliktler yikama, bir in vitro
fertilizasyon (IVF) programinda folikul ponksiyonu
sirasinda, folikiler sivinin ilk aspirasyonundan
sonra delinme ignesini degistirmeden icine salin
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toplayabilir (6). Teoride, folikller yikama, kalan
icerigin aspire edilmesini saglayarak bu orani
arttirabilir (7). Ek bir oosit meme Kkanseri
hastalarinda basari sansini  6nemli Olglde
artirabilir.

Bu calismanin amaci; meme kanseri nedeniyle
fertilite  prezervasyonu vyapillan hastalarda
dogrudan aspirasyon ile cift limenli igne ile
foliktler yilkamadan sonra oosit toplama oranini
retrospektif olarak karsilastirmaktir.

GEREG ve YONTEM

Bu retrospektif kohort calismaya, izmir Ekonomi
Universitesi Medicalpark Hastanesi Tip Bebek
Merkezi'ne fertilite prezervasyonu igin sevk edilen
ve 2012-2020 yillari arasinda embriyo ve/veya
oosit kriyoprezervasyonu uygulanan 42 meme
hastasi dahil edildi. Dahil edilme kriterleri; 18 —
45 vyas arasl, onkolojik tedavilerden &nce
oosit/embriyo kriyoprezervasyonu yapilmis, yeni
tani almisg Evre 0 — 3 meme kanseri hastalari idi.
ileri evre ve/veya metastatik hastalik diglama
kriterleriydi. Ovaryan stimiilasyon Oncesi tum
hastalardan onkoloji  konslltasyonu istendi.
Fertilite prezervasyonu (FP) icin ilk konsultasyondan
sonra, ilgilenen hastalara oosit veya embriyo
kriyoprezervasyonu icin  kontrolli  ovaryan
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hiperstimulasyon uygulandi. TUm  hastalar
onkolojik tedavilerinden énce FP prosedurleri igin
ve ayrica bu retrospektif calisma igin
bilgilendiriimis onam verdi. Bu c¢alisma Ege

Universitesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir(E.360950-15.10.2021).

Kontrolli  ovaryan stimulasyon, yumurtalik
rezervine goére 150 - 375 |IU dozlarinda

rekombinant folikll stimilan hormon (recFSH) ile
yapildi. Letrozol, meme kanseri dstrojen reseptor
durumundan badimsiz olarak stimilasyon
boyunca kullanildi. Siklus boyunca serum
estradiol seviyeleri ve folikiler boyut &lguldi.
Gonadotropin  salgilaticc  hormon  (GnRH)
antagonisti, folikll capi 12 mm'ye ulasir ulasmaz
baslandi ve ovulasyon tetiklenene kadar devam
edildi. iki folikilin ¢api >18 mm'ye ulastiginda
rekombinant insan koryonik gonadotropin (hCG)
enjeksiyonu ile ovulasyon tetiklendi.

Basit aspirasyon grubu: 35 cm tek limenli 17
gauge igne ile klinigin standart protokoll
izlenerek ponksiyon yapildi.

Cift limen yikama (CLY) grubu: ilk folikil 35
cm'lik ¢ift l[Gmenli 17 gauge igne kullanilarak
aspire edildi ve sivi, folikil numarasi ile
etiketlenmis bir tipte toplandi, ardindan tup, bir
yikama sivisi kullanilarak ayni folikiilden c¢ikan
siviyl toplamak icin degistirildi. Diger folikiller icin
islem tekrarlandi.

Tek Iimen aspirasyon (TLA) grubu: Bu gruptaki
hastalarda sadece folikl 35 cm'lik tek limenli 17
gauge igne kullanilarak aspire edildi ve sivi,
degerlendirme igin direkt laboratuvara génderildi.

TUim hastalarda -150 mm Hg'ye ayarlanmis bir
vakum pompasi (Cook® K-MAR-5200)
kullanilarak foliktler sivinin aspirasyonu yapildi.
Biyolog, ylkama ortaminda toplanan oositleri
tespit ederek tum tlplerde bulunan oosit sayisini
saydl, ayrica toplanan oositlerin her birinin
maturasyon derecesi de kaydedildi. Tum
hastalara intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
yapilarak elde edilen embriyolar donduruldu.

Birincil degerlendirme kriteri, elde edilen oosit

sayisiydi. ikincil  degerlendirme  kriterleri,
fertilizasyon orani ve dondurulabilir embriyo
sayisiydi.

Tim istatistiksel analizler Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS) v.22.0 for Windows
(SPSS, Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak
yapildi. Hasta gruplarinin temel &zelliklerini
tanimlamak ve Kkarsilastirmak igin tanimlayici
istatistikler ~ kullanildi.  Sirekli  degiskenlerin
normallik varsayimini kontrol etmek igin Shapiro-
Wilk Normallik testi kullanildi. Folikiler yikama ve
kontrol gruplarinin sonuglari, veri dagiliminin
normalligine gére bagimsiz érnek t testi veya
Wilcoxon runk-sum (Mann-Whitney U) testi ile
karsilastirildi.  .05'ten  kiguk bir p degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Tablo-1’de hastalarin siklus karakteristikleri ve
fertilite sonuglari gérilmektedir. Ortalama yas ve
anti-millerian hormon (AMH) degerleri CLY ve
TLA gruplarn arasinda benzerdi.  (sirasiyla,
yas:39,8 + 0,48 vs 37,9 £ 0,74; p=0,162; AMH:
1,69 £ 0,37 vs 1,47 £ 0,25 ng/mL, p=0,635), pik
estradiol seviyeleri CLY grubunda anlamli olarak
daha yiksekti. (CLY vs TLA: 1022,66 + 205,45 vs
7155 + 33,69 pg/mL, p= 0,026). Toplam
gonadotropin dozu (CLY / TLA: 5345 + 344 /
5017 + 108 IU; p= 0,236) ve toplam letrozol dozu
(CLY / TLA: 59,0 + 2,84 / 57,9 £+ 1,08 mg;
p=0,633) her iki grupta benzerdi. Tetikleme
Oncesi ultrasonografide 10 mm lzerindeki folikul
sayisi temel alindiginda benzer sayida folikul
saptandi (16,2 +1,2/12,5 + 1,3; p=0,16). CLY ile
daha yuksek toplam oosit sayisi (17,4 + 2,3 /
10,9 = 1,2; p=0,015) ve daha yuksek sayida
olgunlasmamis oosit elde edildi (8,36 + 1,12 /
3,563+ 0,45; p < 0,001). Ancak dondurularak
saklanan embriyolarin sayisindaki fark
istatistiksel anlamliliga ulagsmadi (7,2 £ 1,94/ 5,2
+0,79; p =0,279).

Tablo-1. Siklus karakteristikleri ve fertilite prezervasyon sonuglari.

CLY* (n=11) TLA** (n=31) P degeri

(Orttsd) (Ortxsd)
Yas (yil) 39,8+0,48 37,9+0,74 0,163
AMH***" (ng/mL) 1,640,37 1,4+0,25 0,635
Toplam FSH™ dozu (IU) 5345+344 5017+108 0,236
Toplam Letrozol dozu (mg) 59,09+2,84 57,90+1,08 0,633
Pik E2” seviyesi (pg/mL) 1022,46+205,45 715,51+33,69 0,026
Tetikleme guinu folikul sayisi 16,2+1,2 12,5+1,4 0,166
Toplanan oosit sayisi 17,4+2,34 10,9+1,26 0,015
Toplanan immatdr oosit sayisi 8,36+1,12 3,53+0,45 p<0,001
Dondurulan embriyo sayisi 7,2+1,94 5,2+0,79 0,279

*****
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TARTISMA

Yapmis oldugumuz bu tek merkezli ¢alismada
amag, meme kanserli olgularda FP igin yapilan
oosit veya embriyo dondurma iglemi sirasinda
foliktler yilkamanin elde edilen oosit ve embriyo
sayisi Uzerindeki etkinligini degerlendirmekti. Bu
amacla, FP vyapilan 42 in vitro fertilizasyon
siklusunu geriye donlk olarak analiz ettik.
Taranan hastalarda, folikiiler yikamanin total
oosit sayisi Uzerinde istatistiksel olarak anlamli
bir pozitif etkisi oldugunu gosterdik ancak elde
edilen metafaz 2 oosit sayisi ve embriyo
sayisinda herhangi bir farklihk saptamadik.

Su anki bilgilerimize gére yapmis oldugumuz bu
caisma meme kanserli olgularda folikiler
yikamanin siklus sonuglari Uzerine etkisini
gosteren ilk calisma idi.

Daha o6nce vyapilan randomize kontrolli bir

calismada Haydardedeoglu ve arkadaslari
folikiler yikamanin siklus sonuglar Uzerinde
anlamh bir etkisi olmadigini belirtti. Bununla

birlikte, bu galismada yalnizca normal yanit veren
hastalari incelemislerdi (8). Calismamizda, basit
aspirasyon grubunda folikiler yikama grubuna
gbre anlamli olarak daha disik olan tetikleme
guninde serum estradiol seviyeleri disinda her iki
grup da tim temel kriterler agisindan benzer
saptandi. Bu hasta grubunda, ylkamanin
potansiyel olarak toplanan oosit sayisini
maksimuma c¢ikarabilecegine yaygin olarak
inanilsa da, dogrudan aspirasyon ile
karsilastirildiginda, yilkama yapilanlar arasinda
matir oosit sayisinda ve dondurulan embriyo
sayisinda hicbir fark saptamadik.

Onceki randomize kontrollii ¢calismalar ve meta-
analizler, elde edilen oosit sayisi uzerinde
yikamanin faydasi olmadigini ifade ederken,
uzun iglem sdresi disinda herhangi bir olumsuz
etki de gdstermediler (9). Mok-Lin ve arkadaslari
ise yapmis olduklar ¢calismada daha az embriyo
eldesi ve daha diisik gebelik sonuglari bildirdiler
(10). Bizim yapmis oldugumuz c¢alismada ise
elde edilen embriyo sayisinda herhangi bir
farkhlik saptanmadi.

Calismalar, tek basina folikller sivi aspirasyonu
ile folikiler yikamanin birbirine Ustunltklerinin
olmadigini  goéstermistir.  Teknik, cerrahlarin
tercihlerine bagh olabilir. Yapilan bir ¢alismada
tek basina aspirasyon ile folikiiler yikama
arasinda gebelik oranlarinda fark bulunmamistir
(12).
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Ameliyat suresi, anestezik ajan kullanimi ve
ayrica ameliyat maliyetinde azalma gibi
aspirasyonun ylkamaya gére bir dizi teorik
avantaji vardir. Buna ek olarak, oosit hasari ile
birlikte potansiyel bir pelvik enfeksiyon riski
vardir. Ancak bu teorik risklere, ameliyat
suresinde hafif artis disinda karsilasiimadi,
anestezi kullanim protokolimuizde herhangi bir
degisiklik olmadi.

in vitro fertilizasyon veya intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu uygulanan kadinlarda tek basina
aspirasyon ile folikller yikamanin etkinligini
degerlendiren bir Cochrane derlemesinde orta
kalitede kanitlar, folikiler yikama ile canl
dojumun sonuglarinda ¢ok az fark oldugunu
veya hi¢ fark olmadigini gdésterdi. Yine ayni
derlemede orta kalitede kanitlar, tek basina
aspirasyona kiyasla folikliler yikama ile elde
edilen oosit sayisinda ¢ok az fark oldugunu veya
hic fark olmadigini gdsterdi. Oosit toplama
surecinin, bu kanitin ¢ok dusik kalitede olmasina
ragmen, tek basina aspirasyona goére folikller
yikama ile 6nemli dlgide daha uzun surdugu
kaydedildi. Toplam embriyo sayisi, dondurularak
saklanan embriyo sayisi veya klinik veya devam
eden gebelik oranlarinda hicbir  farklilik
saptanmadi (12). Bizim yapmis oldugumuz bu
calismada da elde edilen total oosit sayisi
anlamli oranda yuksek iken matir oosit ve
embriyo sayisinda farklilik saptanmadi.

Bu c¢alismanin sinirlayict yani geriye doénuk
dosya taramasi ve sinirli hasta sayisi idi.
Calismanin giglu yani ise tek merkezli bir
calisma olmasi, FP vyapilan 6zellikli bir hasta
grubunu degerlendirmesi ve hasta gruplarinin
homojenligi idi.

SONUG

Folikller ylkama yapilmazsa, oosit alimi igin
gereken sure daha kisa olacaktir. Cok sayida
folikuli olan hastalar icin, gebelik sansi yikama
olmadan degismeyebilir, ancak folikili az olan
hastalarda, sadece bir ekstra oosit sonucu
etkileyebilecedinden, her oositin alinmasi arzu
edilir. Gonadotoksik tedavi planlanan bu hasta
grubunda elde edilen her bir oosit FP igin hastaya
bir sans sunacaktir.

Cikar catismasi: Calismada herhangi bir kurum
ve kisi ile ¢ikar gatismasi bulunmamaktadir.
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