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DUSUK DOZ VE YUKSEK DOZ GONADOTROPINLER iLE OVULASYON
INDUKSIYONU YAPILAN KOTU OVER YANITLI HASTALARDA
LUTEINIZE GRANULOZA HUCRELERINDE SURVIVIN VE HiF-1 A GEN
EKSPRESYONUNUN ARASTIRILMASI

OZET

Amag: Koti over yanith hastalarda diisiik ve yliksek doz gonadotropinler ile yapilan

KOH’da graniiloza hiicrelerindeki survivin, HIF-1a, SMAD5, OXSR1, eNOS, TERT

gen ekspresyon diizeylerini arastirmaktir.

Yontem ve gerecler: Calisma yiliksek (Grup 1 n:11) ve diisiik doz (Grup 2 n:9)
gonadotropinler ile KOH yapilan kotii over yanith oldugu tespit edilen 30 hasta ve
normal ovaryan yanitli 16 hasta ile yapilmistir. Grup 1 hastalara siklusun 2-3. giinii 375
IU FSH+75 IU LH baslandi. Grup 2 hastalara siklusun 2-3. giiniinden baslayarak 5 giin
stireyle 100 mg CC ve siklusun 6.giinti 187.5 IU/giin rFSH+75 [U/gilin rLH basland.
Her iki gruba dominant folikiil >14 mm oldugunda hCG giiniine kadar 0.25 mg/giin
GnRH antagonisti eklendi. Kontrol grubu olarak normal ovaryan yanith hastalara 225
IU FSH+75 IU LH baslandi. En az 2 tane >18 mm folikiil gelisimi oldugunda hastalara
250 pg of hCG yapild1 ve 36 saat sonra OPU yapildi. Graniiloza hiicrelerinden Real

Time PCR ile Survivin ve HIF-1a, gen ekspresyonu belirlendi.

Bulgular: Antral folikiil sayisi, HCG giinii E2, P, aspire edilen folikiil sayisi, toplanan
oosit sayisi ve matiir oosit sayisinda, 1. grup ve 2. grup hastalar arasinda fark
izlenmezken, normal over yanith hastalarda, diger gruplara gore anlamli olarak daha

yiiksek bulunmustur. Stimiilasyon siiresi tiim gruplarda benzer olarak bulunmustur.

2. grupta toplam kullanilan gonadotropin dozu diger gruplara gére anlamli derecede az
olarak bulundu. Tiim gruplar arasinda fertilizasyon oranlari, transfer edilen embriyo
sayilari, klinik gebelik oranlari arasinda fark bulunmadi. 1. grup ve 2. grup hastalar
arasinda olugan embriyo sayilarinda fark yokken, kontrol grubunda anlamli olarak daha
yiikksek bulundu. 1. grup ve 2. grup hastalarda survivin ve HIF-1a ekspresyonlari
arasinda fark izlenmezken, kontrol grubunda 2. gruba gére anlamli olarak daha yiiksek

bulunmustur. Ayrica 1.grup hastalarda da kontrol grubuna goére survivin ekspresyonu
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anlamli olarak daha fazladir. 1. grup ve 2. grup hastalarda matiir oosit alinan ve
alinmayan hastalarda survivin ve HIF-1a ekspresyonlar1 arasinda anlamli farklilik
izlenmedi. Tium gruplarda gebelik olan ve olmayan hastalar arasinda survivin

ekspresyonu igin istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi.

Sonug¢: Diisiik doz gonadotropin kullanimi klinik sonuglara olumsuz etki etmezken
tedavi maliyetini diistirmiistiir. Yiiksek doz gonadotropin kullaniminin survivin ve HIF-
la ekspresyon diizeylerini istatistiksel olarak anlamli olmasada artirdigi gosterilmistir.
Yiiksek doz gonadotropin kullanimi1 graniiloza hiicrelerinde HIF-1a diizeyini arttirmistir
ancak bu durum istatiksel olarak anlamli degildir. Diisiik doz tedavi uygulanan
hastalarda istatistiksel anlamli olmamak ile birlikte OXSR1 ve SMADS gen
ekspresyonlarinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Hem kotli over yanith hem de
normal over yanitli hastalarda graniiloza hiicrelerinde eNOS ve TERT ekspresyonu elde

edilememistir.

Buna bagli olarak survivin ekspresyonundaki artis alinan matiir oosit sayisini artirarak

IVF-ET basarisina katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Kétii over yaniti, Survivin, IVF, HIF-1a, SMAD5, OXSR1,
eNQOS, TERT.
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COMPARISON OF EFFECTS OF MILD AND HIGH DOSE OVARIAN
STIMULATION PROTOCOLS ON LUTEINIZED GRANULOSA CELL
SURVIVIN GENE AND HIF 1o GENE EXPRESSIONS IN POOR RESPONDER
PATIENTS

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to evaluate survivin, HIF-1a, SMAD5, OXSR1,
eNOS, TERT gen expression in granulosa cells from infertile patients.

Matherial and Metods: The Study included 36 patients with poor ovarian response
who have used either high (group 1, n:11 ) and low dose gonadotropins (group 2, n:9)

and 16 patients with normal ovarian response.

Patients in the group 1 were given 375 IU FSH + 75 IU LH starting from cycle day 2-3.
When one or more follicles reached 14 mm in size, gonadotropin relasing hormone
(GnRH) antagonist 0.25mg, was introduced. Patients in the group 2, were given 100 mg
of clomiphene daily for five days, starting from cycle day 2-3, followed by
administration of 187,5 IU recombinant follicle stimulating hormone (rFSH) +75 U
luteinizing hormone (LH), Patients with normal ovarian response were given 225 1U
FSH+75IU LH. When at least two follicles reached >18 mm in size, 250 pg of
recombinant human chorionic gonadotropin (hCG) was administered and oocytes were
retrieved approximately 36 hours after hCG administration. Survivin and HIF 1o gene
expression was determined by real time polymerase chain reaction (PCR) in the

granulosa cells.

Result: There was no differences in the antral follicle count, hCG day estradiol (E2)
levels, hCG day progesterone (P), number of aspirated follicles, oocytes retrieved and
the mature oocytes between groupl and group 2 but these parameters were higher in
patients with a normal ovarian response. The time of the stimulation were similar in
group 1, group 2 and control group. There were no difference in fertilization rates,
number of transferred embryos and clinical pregnancy between group 1, group 2 and
control group. There was no differences in the number of embryos between groupl and
group 2, but was higher in patients with a normal ovarian response. There was no

statistically significant difference between group 1 and 2 with regard to survivin
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(p>0,05) and HIF-1a expression (p>0.05). Survivin and HIF-1a levels were found to be
higher in group 1 compared with control group (p<0,05) and the group 2 was
significantly lower levels of survivin expression than control group (p<0,05). The genes
expression level of survivin and HIF-1 o were not significantly different in patiens from
whom mature oocytes were obtained than those were not. The genes expression level of

survivin and HIF-1a were similar in pregnant and nonpregnant patients in all groups

Conclusion: The low dose gonadotrophin stimulation does not negatively affect IVF
outcome, and additionally, has lower cost than high dose stimulation protocol. The use
of low dose gonadotrophin stimulation increases survivin and HIF-1 a expression, albeit
the trend can not reach statistical significance. The high levels of survivin and HIF-1 a,
may increase the number of mature oocytes retrieved and may contribute to success of
IVF. The use of high-dose gonadotropin in poor responders in granulosa cells HIF-1a
levels increased, but this was not statistically significant. Low-dose treatment in patients
with higher gene expression of SMADS and OXSR1 not to be statistically significant
was observed. Both in normal and poor over responsenders in granulosa cells eNOSand
TERT genes expression could not be obtained. Our results should be confirmed by

further studies including larger patient populations.

Key Words: Poor ovarian response, Survivin, HIF-1 a, IVF, SMAD5, OXSR1, eNOS,
TERT.



1. GIRIS ve AMAC

Infertilite, yaygin bir klinik problemdir. Tiim diinyada c¢iftlerin %13-15"ini
etkilemektedir [1]. Yardimla iireme teknikleri (YUT) olan IVF ve ICSI, gebelik elde
edemeyen ciftler icin son basamak tedavi olarak uygulanmaktadir. IVF/ICSI basarisinda
ciftlerin 6zelliklerini iyi belirlemek 6nem teskil etmektedir. Bu baglamda, hastaya gore
ayarlanan kontrollii over hiperstimiilasyon protokolleri (KOH) ile daha fazla gebelik
orani ve daha az istenmeyen yan etki elde etmek amaglanmaktadir. KOH’un amaci, iyi
kalitede, fertilize olabilen oosit elde edebilmek ve bu sayede en uygun erken embriyo

gelisimi ve basarili embriyo transferi saglayabilecek ¢ok sayida follikiil toplanmasidir

[2].

Ovaryan stimiilasyona baslamadan Once hastanin over rezervinin belirlenmesi ve
stimiilasyon protokoliiniin bu dogrultuda belirlenmesi 6nem arzetmektedir. Bir hastay1
‘kotii over yanitli’ (Poor Ovarian Responder; POR) olarak kategorize etmede ¢esitli
Ozelliklerin standardize edilmesi zor olmak ile birlikte, IVF tedavisi alan hastalarin

yaklagik %9-24’liniin kotii over yanith olduklar: tahmin edilmektedir [3].

Bir ¢ok faktdr, ovaryan stimiilasyona yetersiz cevap ile iliskili olabilir. ileri yash
hastalarda over rezervinin azalmasi veya geng hastalarda erken ovaryan yaslanma, daha
once gecirilmis ovaryan cerrahi ve pelvik adezyonlar bu sebepler arasinda sayilabilir
[3]. Maalesef, ¢ok sayida test Onerilmesine ragmen, higbirisi ovaryan cevabi
belirleyebilmek icin dogru prediktif test olmamaktadir. Bununla birlikte ideal test,
ovaryan stimiilasyona overlerin cevabi gibi goriinmektedir [3]. Stimiilasyona kotli over

yanit1 veren kadinlar1 tanimlamak igin ilk sistematik girisim 2011 yilinda the European
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Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) tarafindan yayinlanmis ve
‘Bologna kriterleri’ olarak adlandirilmistir [4]. Bologna kriterlerine gore, asagidaki 3
maddeden 2 sine sahip olmak, POR tanimi i¢in yeterli kabul edilmektedir [4];

0] Ortalama maternal yas ( > 40 y1l) veya herhangi bir baska risk faktort,

(i)  Daha 6nce uygulanan tedaviye kotii ovaryan cevap gelistirmek (siklus iptali

veya klasik protokol ile < 3 oosit gelismesi),

(ili)  Anormal bir over rezerv testi (ORT) (antral follikiil sayis1 (AFS) < 5-7
follikiil veya anti-Miillerian hormon (AMH) <0.5-1.1 ng/ml — ESHRE’ye
gore AFS ve AMH, ovaryan rezervi predikte etmekte 3. giin follikiil

stimiiledici hormon (FSH) diizeyine gore daha anlamli olmaktadir.

Yas faktorii ve anormal ORT yoklugunda ise, daha 6nce maksimum stimiilasyon
sonrasinda iki kez kotli ovaryan cevap gelistirmis olmasi da hastanin kotli over yanith
olarak tanimlanmasi i¢in yeterli olarak kabul edilmektedir ( Bologna kriterlerinin 4.

0zelligi olarak kabul edilmektedir) [5].

Bir follikiil, ti¢ farkli hiicre tipinden olusmaktadir: bir oosit ve iki farkli tip somatik

hiicre olan graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri [6].

Kiimiiliis hiicrelerindeki gen ekspresyonu ile ilgili ¢calismalar sadece oositin biiylimesi
ve matlirasyonunun anlasilmasini saglamakla kalmayip ayni zamanda, oositin
biliylimesindeki molekiiler mekanizmalara ulagmay1 da saglamistir ¢iinkii kiimiiliis
hiicrelerindeki gen ekspresyonundaki anormallik, oositin biiylimesi ve gelismesinde de
anormalliklere yol agacaktir [7]. Apopitozis, ovaryan follikiiler atrezi ve luteal
regresyon ile iligkili hiicresel bir mekanizmadir. Bir follikiil populasyonundaki
graniiloza hiicrelerinin yiiksek oranda atreziye ugramasi, follikiili apopitotik hiicre
6liimiine kars1 son derece duyarli bir hale getirmektedir [8]. Graniiloza hiicrelerindeki
apopitozis, IVF sonuglar1 {izerinde olumsuz bir etkiye sahiptir [9]. Survivin diger adiyla
baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-containing 5 ( BIRCS), apopitozis inhibitor
proteinlerinin (AIPs) en kiigiik iiyesidir ve caspas inhibitdr fonksiyonu i¢in esansiyeldir
[6]. Survivin, embriyonik ve fetal dokudan da eksprese edilmis olup, bir ¢ok kanser ile

de iliskili oldugu saptanmustir [6].



Biiylime faktorleri tarafindan, fosfatidilinozitol 3-kinaz/Akt yolu iizerinden indirekt
olarak aktive edilebilen Nukleer faktor-xB, survivin lretimini arttirmaktadir [10].
Ayrica, insiilin benzeri biiylime faktorii I/m TOR {iretiminin de survivin ekspresyonunu
arttirdig1 bildirilmistir [11]. Bunun disinda, survivinin mRNA’dan ayrigtirilmasi fikri de

farkli ekspresyon yollarini ve apopitozu dnleme 6zelliklerini ortaya ¢ikarmaktadir [12].

Apopitozis, hipoksiye bir cevap olarak da artabilmektedir. Hipoksinin siddeti, hiicreleri
O0lmeye veya hipoksiye adapte olup hayatta kalmaya zorlamaktadir [13]. Heterodimerik
bir protein olan HiF-1, HIF-1a ve HIF-1P denilen iki subiinitten olusmaktadir [14].

Fare beyninde yapilan caligmalar, hipoksi tedavisi sonrasinda survivin ve HiF-1 artisi
oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Sonuglar, HIF-1a ve survivinin hipoksi bagimli hiicre
apopitozisinde koruyucu rol oynadigini ve hipoksi tarafindan survivinin upregiile

edilmesinin HIF-1a bagimli oldugunu ortaya ¢ikarmustir [10].

Saglikli bir insanin viicudunda Reaktif oksijen Tiirleri (ROS) ve antioksidanlar bir
denge durumundadir. Bu dogal denge ROS artis1 yoniinde bozuldugunda oksidatif stres
meydana gelir. Reaktif oksijen ¢esitleri oosit olusumundan doéllenmeye, embriyo
gelisiminden hamilelige kadar bir ¢ok fizyolojik stireci etkiler. Endometriosis, tubal and
peritoneal faktor infertilitesi ve aciklanamayan infertilitede rol aldigina iliskin birkag

kanit vardir (15).

Oxidative stress responsive 1 (OXSR1) gen iiriinii Serin/Treonin protein kinaz ailesi
tiyesidir. Cevresel strese cevapta kinazlarin downstreamini regiile eder ve aktin hiicre
iskeletinin regiilasyonunda rol alir. Ayrica bu gen oksidatif stres nedeniyle gerceklesen

hiicre 6liimii ve proliferasyonunun kontroliinde 6nemli rol oynar (16).

Nitrik Oksit (NO), memeli viicudundaki yararli veya zararli bir¢ok fizyolojik ve
patolojik siiregte rol oynayan onemli bir sinyal molekiiliidiir. Bu molekiil ¢cok sayida
nitrik oksit sentaz (NOS) enzimlerinin yardimiyla arjinin ve oksijenden veya inorganik
nitrat  gruplarinin  indirgenmesiyle  nitrovazodilator  ilag  molekiillerinden
sentezlenmektedir. NO’yu sentezleyen Endotelial Nitrik Oksit Sentaz (eNOS3) enzimi
teka, graniiloza hiicrelerinde ve oositin yiizeyinde folikiiler gelisim boyunca sentezlenir

ve bir¢ok biyolojik siirecte 6nemli rollere sahiptir (15).



SMAD aile iiyesi-5 (SMADS) geni ise graniiloza hiicrelerinin fonksiyonunu direkt
olarak etkileyebilir. SMADS5 geni graniiloza hiicrelerinin gelisiminde de onemli rol
oynayan bir regiilatordiir. SMADS5 geni Bone morphogenetic protein (BMP), sinyal
yolaginin anahtar genlerinden birtanesidir ve bu sinyal yolagi apopitosis
mekanizmasinda gorev alir. SMADS’in ovaryan graniiloza hiicrelerinde gerceklesen
apopitozisteki roliinli arastirmak i¢in yapilan bir calismada, SMADS5 siRNA’s1

kullanilarak kiiltiire edilmis graniiloza hiicrelerinde bu gen inhibe edilmistir (17).

Literatiirde  follikiiler —gelisim boyunca graniiloza hiicrelerinin  k6k hiicre
popiilasyonundan koken aldigi bircok c¢alismada rapor edilmektedir. Graniiloza
hiicrelerinin kok hiicre karakteristigi gdstermelerinin ana kaniti ise telomer bolgeleri ve
telomeraz enzimidir. Telomer bdlgeleri kromozomlarin u¢ kisminda yeralan
kromozomun biitiinliiglinli ve stabilizasyonunu saglayan tekrar bolgeleridir. Telomeraz
enzimi Telomeraz Revers Transkriptaz (TERT) ve Telomeraz RNA (TERC) olmak
tizere iki alt tiniteden olusur. TERT geni telomeraz enziminin aktivitesinin primer
regiilatoriidiir.  Ayrica TERT  geni, Telomeraz enziminin aktivasyonunun
mekanizmasinda gérev almasininin yaninda, telomeraz enziminden bagimsiz olarak
apopitozisin regiilasyonunda gorev alir. Artan apopitozis ile azalan TERT geni
ekspresyonu ile koreledir (18, 19).

Bu baglamda ¢alismamizda YUT ne basvuran kadinlardan follikiil aspirasyonu ile elde
edilen graniiloza hiicrelerindeki apopitozis, oksidatif stres, hiicre yaglanmasi1 ve hipoksi
mekanizmasinda farkli gérevlere sahip olan survivin, HIF- 1a, OXSR1, SMADS ve
TERT genlerinin ekspresyonuna farkli over stimiilasyon protokollerinin etkisini

arastirmay1 amaglamaktayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. INFERTILITE

Infertilite 1 yil korunmasiz, aym partner ile diizenli cinsel iliskiye ragmen gebe
kalinamamasi olarak tanimlanmaktadir. Infertilite yaygin bir klinik problemdir. Tiim
diinyada ciftlerin %13-15’1ni etkilemektedir. Prevalans1 genis bir farklilik gdstermek ile
birlikte gelismis iilkelerde daha az ve yetersiz arastirma ve tedavi olanaklari nedeniyle
gelismekte olan iilkelerde daha fazladir. EK olarak, infertilite toplumsal bir problemdir.
Sadece ciftlerin hayatim1 etkilemek ile kalmamakta ayn1 zamanda saglik kuruluslar1 ve

sosyal cevreye de etki etmektedir [1].

Saglikli geng ciftler igin, her reprodiiktif siklus basina gebelik elde edebilme olasilig1
(fekundabilite)  %20-25°tir. Infertilite reproduktif cagdaki ciftlerin  %15’ini
etkilemektedir. Korunmasiz gecen 12 aylik sure sonunda ciftlerin ortalama %85’1 gebe

kalabilmektedir.
2.1.1. infertilite Nedenleri

Literatiir arastirmasina gore en sik infertilite nedenleri sperm anormallikleri gibi erkek
faktoriine bagli sebepler, ovulasyon disfonksiyonu ve tubal patoloji gibi kadin fakt6riine
bagli sebepler, hem erkek hem kadin faktoriiniin bir arada bulundugu sebepler ve hi¢bir
faktoriin saptanamadigr agiklanamayan infertilitedir. Tiim infertil ¢iftlerin %30-40’1nda
erkek, %40-50’sinde kadin faktorii tespit edilir. %20-25 giftte hem erkek hem de kadina
ait patolojiler birlikte gozlenir. %15 ¢iftte ise tiim tanisal tetkikler sonucunda bir

infertilite nedeni tanimlanamaz (agiklanamayan infertilite) [20].



2.1.2. infertil Ciftlerin Degerlendirilmesi

Infertil ¢iftlerde, basvuru aninda hem nedenin saptanmasina yardimci olmas1 hem de
tedavi asamasinda yol gosterici olmasi agisindan arastirmaya baglamadan 6nce tam bir

tibbi 6ykil (anamnez) alinmasi uygun olacaktir.

Erkek; mevcut durum/sikayeti, yas, meslek, onceki semen analizi bulgulari, memede
bliylime veya herhangi bir meme degisikligi, ilag ya da keyif verici madde kullanimi,
sigara, alkol kullanim1 ve asir1 kahve tiiketimi sorgulanmalidir. Koitus siklig1, zamani
ve erektil disfonksiyon veya ejakiilasyon problemi gibi koitusla iliskili herhangi bir
problem, libido kaybi, dnceki evlilikleri veya evlilik dis1 cinsel iliskileri, daha once
herhangi bir kontraseptif yontem kullanip kullanmadigi, kabakulak gibi gegcirilmis bir
hastalik, gecirilmis medikal ya da cerrahi Oykii, cinsel gecisli enfeksiyon, hidrosel,
varikosel, inmemis testis, apendektomi, inguinal herni veya mesane boynu siispansiyon

ameliyat1 sorgulanmalidir.

Kadin; onceki hikayesi: mevcut problem/sikayet, yas, meslek, en son servikal smear
bulgulari, siit benzeri salgi gibi meme degisiklikleri, yiizde veya gogiiste sivilce ile
birlikte veya tek basina asir1 tiiylenme, ates basmasi, yeme bozukluklari, DM ve/veya
HT gibi mevcut dahili hastalik, NSAID’ler, seks steroidleri, sitotoksik ilaglar gibi ilag
kullanim1 veya mariuana ve kokain gibi keyif verici madde kullanimi, sigara ve alkol

kullanim1 ve asir1 kahve tliketimi sorgulanmalidir.

Menars yasi, siklus karakteristikleri ve menstruasyon esnasinda agr1 ve intermenstrual
lekelenme gibi belirtiler. Primer veya sekonder amenore Oykiisii, eger varsa Onceki
gebelikler ve sonuglari, tekrarlayan gebelik kaybi, indiiklenmis abortus, abortus sonrasi
infeksiyon veya puerperal sepsis, daha once kullandigi herhangi bir kontraseptif ajan,
ozellikle RIA ve bununla iliskili herhangi bir problem olup olmadig, koitus sikligi,
daha 6nce vajinal lubrikant kullanip kullanmadig1 veya koitus sonrasi vajinal dus, libido
kayb1 ve zor ve agrili koitus gibi bir problem olup olmadigi, pelvik enfeksiyon,
tuberkiiloz, ovaryan kist, apendektomi, laparatomi, sezaryen ameliyati ve servikal
konizasyon gecirip gecirmedigi, aile liyelerinde benzer problemler, DM, HT, ikiz

dogum, meme kanseri varlig1 sorgulanmalidir.



2.1.2.1. Klinik degerlendirme

Erkek

Ayrintil1 bir iirolojik muayene ve spermiogram yapilmalidir
Kadin

Genel muayene: Vital bulgular (6zellikle kan basinct), boy, kilo, BMI, asir1 veya diisiik
kilo, sekonder seksiiel karakterler, ylizde veya gogiiste sivilcelenme ile birlikte veya tek
basina olan asir1 tiiylenme ve akantozis nigrikans, otoimmiin hastaliklar1 cagristiran
vitiligo gibi anormal deri depigmentasyonlarinin varligi incelenmelidir. Arastirma tiroid

bezini de i¢ermelidir.

Meme incelemesi: Galaktore gibi bir patolojiyi dislamak ve meme gelisimini

degerlendirmek i¢in meme muayenesi yapilmalidir.

Abdominal inceleme: herhangi bir kitle, organomegali, asit, abdominal stria ve cerrahi

skar varlig1 degerlendirilmelidir.

Genital inceleleme: Klitorisin sekli ve biiyiikliigii, vajinal intraoitus, imperforehymen,
vajinal septum, uterusun varligi (RKHM sendromu agisindan), sekli, boyutu, yoni,
herhangi bir palpabl abdominal kitle, hassasiyet, uterosakral ligament kalinligi ve
nodiili,  cul-de-sac’daendometriozis = veya  tuberkiilozise @ bagli  bulgular

degerlendirilebilir.
2.1.2.2. Tanisal Arastirmalar

Takip eden arastirmalar, infertilitenin en sik sebeplerini saptamada en az invaziv
yontemler ile, ilgili faktorlerin hepsini tanimlamak i¢in sistematik, hizlandirilmis ve
kost-efektif bir sekilde yonetilmelidir. Arastirmanin hizi ve biiyikligi igin, ¢iftlerin
tercihleri, hastalarin yas1 ve tibbi dykiiniin ve fizik muayenin kisiye 6zgii 6zellikleri ve

infertilitenin stiresi dikkate alinmalidir.
2.1.2.3. Ovulatuar Fonksiyon

Ovulatuar disfonksiyon tiim infertil ¢iftlerin %15°i tanimlanmakta ve infertil kadinlar

g6z Oniinde bulunduruldugunda ise %40’ olusturmaktadir (21). Siklikla menstrual

7



diizensizlikler (oligo/amenore) ile kendini gostermekte fakat daha ¢o6ziimi zor bir
durumda da karsimiza ¢ikabilmektedir. Spesifik tedavi gerektirebilecegi ve diger saglik
nedenlerinin sebepleri ve sonuglari ile iliskili olabilecegi igin altta yatan neden
anlagilmaya calisilmalidir. Ovulatuar disfonksiyonun en sik altta yatan nedeni PCOS,
kilo artis1 veya kaybi, yorucu egzersizler, tiroid disfonksiyonu ve hiperprolaktinemidir.
Ancak, siklikla ovulatuar disfonksiyonun altinda yatan neden belirsizdir [21]. Ovulatuar

fonksiyonu degerlendirmede;

Menstrual Oykii tiim hastalarda bilinmelidir. Seri bazal viicut 1s1 Olglimleri, serum
progesteron Olglimii, iiriner LH saptamak i¢in ¢esitli “’ovulasyon saptama kitleri’’,
endometrial biyopsi ve histoloji, transvajinal ultrasound (TV USG) gelisen follikiillerin
biiyiikliigiinii ve sayisin1 gostermektedir ve progresif follikiil biiyiimesi ardindan birden
preovulatuar follikiiliin riiptiire olmasi, follikiiliin agik¢a kaybolmasi ve douglasta sivi

birikimi ile ovulasyon ve luteinizasyon i¢in varsayimsal bir kanit saglamaktadir (17).
2.1.2.4. Ovaryan Rezerv

“Ovaryan rezerv’’ kavrami, elde edilen oositlerin kalitesi ve sayisinin bir fonksiyonu
olarak reprodiiktif potansiyeli gostermektedir. Azalmis veya yetersiz ovaryan rezerv
(AOR) reprodiiktif ¢agda diizenli mensturasyon paternine sahip ovaryan stimiilasyona
cevabi veya fekunditesi kendi yasindakilere kiyasla azalmis olan kadinlar
tanimlamaktadir. Testler, “’ovaryan rezerv’’i degerlendirmek i¢in, siklusun 3. giinii
follikiil stimiile edici hormon (FSH) ve estradiol (E2) 6lgiimlerinden, klomifen sitrat
chellenge test, erken follikiiler antral follikiil sayisi (AFS) (TV USG ile) veya serum
Anti Miillerien Hormon (AMH) seviyelerinden yararlanmaktadir. Bu testler, AOR i¢in

artmis riske sahip olan;
1) 35 yagindan biiyiik
2) Erken menapoz i¢in aile dykiisii olan

3) Daha once ovaryan cerrahi, kemoterapi veya pelvik radyasyon terapi Oykiisii olan

veya tek overe sahip olan
4) aciklanamayan infertilitesi olan

5) Gonadotropinlere (Gn) kotii cevap verdigi gosterilmis olan



6) Yardimla iireme teknolojileri (YUT) ile tedavi planlanan kadinlarda prognostik
bilgileri arttirabilir [21].

Ovaryan rezerv Ol¢iimli, AOR’nin tanisin1 kanitlamamaktadir fakat bunun yerine
ekzojen gonadotropinler (Gn) ile ovaryan stimiilasyona cevabin predikte edilmesine ve
daha az olarak da YUT ile basarili gebelik elde etme olasiligimi saptamaya yardimci
olmaktadir [22]. Ancak, herhangi bir testte kotli sonuclar elde etmek gebelik elde

edilmesinde basarisiz olunacagi anlamina gelmemektedir.
Siklusun 3. giinii FSH ve Estradiol

Siklusun 2-5. giinii olgiilen FSH degeri ovaryan rezerv Olgiimiinde siklikla
kullanilmaktadir. Yiiksek degerleri (10-20 IU/L) hem kot ovaryan yanit hem de
gebelik elde dilmesinde basarisiz olunmasi ile yakindan iliskilidir [22]. Olgiim, Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) ikinci uluslararas: standartlara gore tanimlanmis, stimiilasyona
kotii ovaryan cevabin (genellikle < 2-3 follikiil veya <4 oosit eldesi ile tanimlanir)
yiiksek spesifiteye (%83-100 araliginda) sahiptir. Ancak kotli over yanitinin saptanmasi
icin sensitivitesi (%10-80) degiskendir [22]. Tek basmma E2, AOR taramasi icin
kullanilmamalidir. Test ancak normal bazal serum FSH degerlerinin dogru
yorumlanmasina yardimci olabilir. Erken follikiiler fazda bazal FSH konsantrasyonlari
normal olup E2 degerleri yiiksek oldugu zaman (>60-80 pg/mL), kétii ovaryan cevap,
artmis siklus iptali oran1 ve daha diisiik gebelik oranlari i¢in sinirli bir kanit elde
edilebilir [21].

Klomifen Sitrat Chellenge Test [23]
Antral Follikiil Sayis1 (AFS)

AFS, erken follikiiler fazda her iki overden toplam follikiil sayisinin TV USG ile
gosterilmesidir. Antralfollikiiller, en genis 2 boyutlu diizlemde 2-10 mm veya 3-8 mm
capindaki bir 6l¢limle tanimlanmaktadir. Diigiik bir AFS (total AFS’nin 3-10 aralifinda
olmasi), ovaryan stimiilasyona kotii cevap ve gebelik elde edilmesinde basarisizlik

olarak tanimlanmaktadir [24].

Serum AMH seviyeleri



Erken follikiillerin graniiloza hiicrelerinde iiretilen AMH’nin serum konsantrasyonlari
Gn bagimsizdir ve bu nedenle hem infertil kadinlar ve hem de normal geng¢ ovulatuar
kadinlarin menstrual sikluslar1 arasinda kismi bir tutarlilik mevcuttur [21]. Bu nedenle
AMH degerleri siklusun herhangi bir giiniinde dlciilebilmektedir. Tamaminda, diigiik bir
AMH degeri (<1 ng/mL), ovaryan stimiilasyona kotii ovaryan yanit, kotii embriyo

kalitesi ve IVF te kotii gebelik sonuglari ile iligkilidir [21].
2.1.2.5. Uterin Anormallikler

Uterin anatomi veya fonksiyonundaki anormallikler kadinlarda infertilitenin sik
olmayan nedenlerini olusturmaktadir fakat diglanmamalidir. Uterusu degerlendirmek

icin kullanilan yontemler su sekilde siralanabilir;

HSG, uterin kavitenin biiyiikliigiinii ve seklini tanimlar ve potansiyel reprodiiktif
sonuglara sahip gelisimsel anomalileri (unikornus, septum, bikornus uteri) veya diger
edinilen anomalileri (endometrial polip, submiikéz myomlar, sinesi) ortaya ¢ikarabilir.
Ancak, HSG, relatif diisiik senstiviteye sahiptir (%50) ve asemptomatik infertil
kadinlarda submiik6z myom ve endometrial poliplerin tanisi i¢in pozitif prediktif degeri

%30 tur [21].
USG myomlar da dahil uterin patolojilerde kullanilabilir [21].

Sonohisterografi, uterin kaviteye salin verdikten sonra TV USG ile degerlendirme
yapilmasi, uterin kavite ve seklini daha iyi degerlendirmekte ve daha ytiksek bir pozitif
prediktif degere sahip (>%90) olmaktadir ve intrauterin (IU) patolojileri diglamak i¢in
negatif prediktif degeri daha yiiksektir.

Histeroskopi, IU patolojilerin tanisi tedavisi i¢in esas yontemdir. En maliyetli ve en
invazif yontem oldugu i¢in, genellikle HSG ve Sono gibi daha az invazif yontemler ile

tanimlanan anormalliklerin ileri degerlendirmesi ve tedavisi i¢in ayrilabilmektedir [21].
2.1.2.6. Tubal Agikhk

Tubal hastalik infertilite i¢in dnemli bir sebeptir. Tubal agikligin degerlendirilmesi ve

efektif tedavisi i¢in kullanilan yontemler asagida belirtilmistir:
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HSG, tubal agikligin degerlendirilmesinde geleneksel ve standart bir yontemdir ve bazi
tedavi edici faydalar1 da bulunabilir. HSG, proksimal veya distal tubal okliizyonu

dokumante edebilir.

SIS, siv1 ve USG kullanarak tubal agikligi degerlendirmek i¢in kullanilan bir testtir.
Douglasta sivi goriilerek tubal agiklik gdzlenebilmesine ragmen, tek veya ¢ift tarafli

aciklig1 ortaya koyamamaktadir.

L/S ve metilen mavisi veya indigokarminin (tercihen) su ile diliie edilmesi ve serviks
yolu ile verilmesi ile gergeklestirilen kromotubasyon, tubal agikligi gosterebilir veya

proksimal veya distal obstriiksiyonu gosterebilir.
2.1.2.7. Peritoneal Faktorler

Endometriozis ve pelvik veya adneksiyal adezyonlar gibi peritoneal faktorler
infertiliteye sebep olmakta veya katkida bulunmaktadir. Anamnez ve/veya fizik
muayene bulgulart silipheleri arttirabilir fakat tani i¢in nadiren yeterlidir. Peritoneal

faktorler aciklanamayan infertilitesi olan kadinlarda ortaya konulmalidir.

TV USG taninmayan endometrioma gibi reprodiiktif etkileri olan diger pelvik

patolojileri ortaya ¢ikarabilir [21].

Pelvikreprodiiktif anatominin L/S ile direk goriilerek degerlendirilmesi, fertiliteyi

etkileyebilen peritoneal faktorlerin spesifik tanisinda kullanilabilen tek yontemdir.

Infertil ciftlerin degerlendirilmesine korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebelik elde
edememelerinden 12 ay sonra baglanmalidir ancak female partner 35 yasin iizerinde ise

ve her iki partner i¢in de infertilite i¢in asikar bir sebep varsa bu siire 6 aya diismektedir.

Infertilitenin major sebepleri igerisinde sperm anormallikleri, ovulatuar disfonksiyon ve
fallop tiip obstriiksiyonlar1 sayilabilir. Arastirmalarda baslangigta semen analizi {izerine
odaklanilmali ve degerler DSO referans degerler ile karsilastirilmalidir [25], hormonal
degerler degerlendirilmeli (erken follikiiler fazda FSH, LH seviyeleri ve mid-luteal
fazda progesteron Ol¢limleri) ve histerosalpingografi ile tubal patolojiler {izerine

odaklanilmalidir.
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Daha ileri arastirmalar, klinik durum ve baslangic testlerinin sonuclarina gore
yapilmalhidir. Ozellikli ¢iftlerde gereksiz testlerin ¢ikarilmas1 infertilite basarisini
diisiirmeden toplam tedavi maliyetini azaltacaktir. Ornegin, daha oncesinde pelvik
enfeksiyon veya endometriozis Oykiisii olmayan normal HSG bulgulara sahip bir
kadinda laparoskopi yapmak gereksizdir. Benzer olarak, IVF veya ICSI endikasyonu

olan hastalarda tubal degerlendirme yapilmasi gereksizdir.
2.1.3. IVF/ICSI i¢in Hasta Secimi

IVF Tedavisine Baslama Kriterleri

A. Erkek faktorii: Oligoastenospermi- azospermi [25].

B. Kadin faktorii:

1. Tubal faktor [20]

2. Endometriozis [20]

3. Hormonal -Ovulatuar Bozukluklar

a) Oligo - anovulasyon

C. Agiklanamayan Infertilite:

Hem erkek, hem de kadmin tetkiklerinin normal olmasma ve en az ii¢ siklus IUI
uygulanmasina ragmen ti¢ yil veya daha uzun siireli gebe kalamama halinde IVF

tedavisine bagslanabilir.

Tim bu bilgiler 15181nda infertil ciftin degerlendirilmesi ve IVF’e yonlendirilmesi
asamalar1 sabirla ve titizlikle basamak basamak gerceklestirilmelidir. Hasta i¢in maliyeti
en diisiik, en kolay ve en fazla yarar saglama olasilig1 olan tedavi yontemi isabetli

olarak dogru zamanda secilmelidir.
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Bazi otorler, klasik stimiilasyon protokollerini hastalarin karakteristiklerine gore
modifiye ederken, ki buna bireysellestirilmis KOH denir, digerleri standart, hasta dostu,

diisiik Gn dozlar igeren diisiik yogunlukta stimiilasyon protokollerini benimsemektedir.

Acikgasi, herkese hitap edecek bir protokol bulunmamaktadir bu nedenle KOH
bireysellestirilmelidir. Hormonal, fonksiyonal ve genetik biyomarkerlar ile en uygun
KOH protokoliinii uygulamak i¢in ¢aba sarfedilmektedir. Bireysellestirilmis KOH’un
amact: 1) kotii veya asir1 cevap yiiziinden siklus iptallerinin engelenmesi 2) stimiilasyon
yiikiinii en aza indirmek 3) artmis canli dogum oranlar 4) azalmis ¢ogul gebelik

oranlaridir [26].

KOH’un bireysellestirilmesi i¢in stimiilasyona verilen ovaryan cevabin bilinmesi ya da
ongoriilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in hastalar kotii over yanitli, normal over yanith

ve artmis over yanitl olarak ayrilmaktadir.
2.1.3.1. IVF icin KOH’a Koétii Yanit Verenler

IVF siirecinde gonadotropin stimiilasyonuna kotii ovaryan cevap, yardimla ilireme
alaninda en zorlu ve yorucu problemlerden birisidir, 6zellikle bu durum beklenmiyorsa
ve hasta gengse. IVF tedavi basarisi, kismen, yeterli diizeyde kontrollii ovaryan
hiperstimiilasyona baglidir. Gonadotropinlere kotii yanit verme, siklus iptali, transfer ve
kriyoprezervasyon i¢in uygun embriyolarin sayisinda azalma, buna bagl olarak diisiik
gebelik orani, ciftlerde stres ve hiisran ve doktorda da hayal kirikligina neden
olmaktadir. Kotii cevap verenler i¢in en uygun stimiilasyon i¢in bir miicadele devam

etmekte ve 1y1 bir reprodiiktif sonug elde etmek i¢in 6zel dikkat gerektirmektedir.

Kotili yanit veren tanimi onlarca yil sonra bile devam eden bir tartisma halindedir. Kotii
yanit verenin ne oldugu konusunda bir fikir birligi bulunmamaktadir ve bu durumun

calismalar arasinda karsilastirma yapmasi imkansiz degilse de zordur.

Kot yanit verenleri tanimlamak i¢in en sik kullanilan kriter artmis bir bazal FSH
seviyesi, suboptimal ovaryan cevap nedeniyle onceki bir siklus iptali, human koryonik
gonadotropin (hCG) giinii 3-5’ten daha az preovulatuar follikil sayis1 veya 3-5’ten daha
az oosit elde edilmesidir. K&tii ovaryan yanit1 temsil etmesi bakimindan artmis (>300

IU/giin) gonadotropin kullanimi 6nerilmektedir. <40 yas kadinlarda, kotii ovaryan yanit,
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giinlik >300 IU FSH (<3 preovulatuar follikiil gelisimi) ile siklus iptali veya oosit
toplama i¢in yeterli follikiil gelisimi elde etmek icin >3000 IU FSH ihtiyaci ile

tanimlanmalidir [27].

Otorler, kotii over yanitin tanisinin mevcut en az bir siklusa dayanarak konulmasi
gerektigini ortaya koymakta ve bu ¢aligmanin sonuglar1 bir ila iki oosit elde edilen bu
kadinalarin koti yanith oldugunu gostermektedir. Bu durum, artan FSH dozlarina
ragmen, ikinci ve ilgilncii IVF sikluslarinda kotii yanitin  devam etmesi ile

desteklenmektedir [28].

Son bir Cohrane derlemesinde (Pandian ve ark., 2010), kotii yaniti tanimlamak igin, 17
mm ve daha biiyiik 6l¢lide 3’ten az follikiil olmas1 ve bunun sonucunda elde edilen oosit

sayisinda azalma (3’ten az ) kullanildi [29].

European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) multidissipliner
goriis toplantisinda alinan karara gore (BOLOGNA kriterleri) asagidaki kriterlerden
tigtinden ikisinin mevcut olmasi kotii over yamiti tanmisi konulmast icin yeterli kabul

edilmistir:
1. AOC i¢in ortalama maternal yas veya herhangi bir diger risk faktori
2. Stimiilasyona onceki bir kotii yanit
3. Anormal over rezerv testleri [4].

Tanim, daha 6nce ovaryan stimiilasyon ge¢irmemis veya kaydedilen bir 6nceki cevabi
bulunmayan hastalarda ‘’beklenen’’ teriminin eklenmesi ile modifiye edilmistir. Risk
faktorleri igerisinde 4 veya daha az oosit elde edilmesi AOC i¢in cut off deger olarak

kabul edilmektedir (ESHRE SIG) [4].

Mevcut literatiirde genis farkliliklar olmas1 nedeniyle kontrollii ovaryan stimiilasyona
kotii over cevabinin insidansini saptamak zordur. Ancak, IVF tedavisi alan hastalarin
%9-24, sikluslarin %9-18’i KOH uygulanan kadmlarin %2-30’unda bulundugu ortaya
koyulmaktadir [28].

Stimiilasyona ovaryan cevabi etkileyen pek ¢ok faktér bulunmakta bunlarin bazilar

genetik olmakla birlikte bazilar1 da sonradan kazanilmaktadir. Bu faktorler, ya elde
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edilebilen follikiil popiilasyonunun biiyiikliigli iizerinde ya da bu follikiillerin
gonadotropinlere hassasiyeti lizerinde etki etmektedir [28].
KOH’a kétii over yanit1 gelistirmesi beklenen hasta grubu
>37 yas
1. Ileri kadin yas1, canli dogumun en 6nemli prediktériidiir
<37 yas
1. Onceki ovaryan cerrahi
2. llerlemis endometriozis, endometrioma
3. Yiiksek BMI
4. Onceki pelvik enfeksiyon/adezyon
5. Cevresel faktorler-sigara kullanimi
6. latrojenik-kemoterapi/radyoterapi sonrasi
KOH’a kétii ovaryan yanit gelistirmesi beklenmeyen hasta grubu
Bu gruptaki hastalar genellikle gen¢ yas ve normal bazal tetkiklere sahip ve agresif
uyarilma protokollerine diisiik over yanit1i gelistirmesi herhangi bir sebeple

aciklanmayan hastalar1 kapsamaktadir. Bu geng infertil hastalarin yonetimi, lireme tibb1

icin en zor ve hayal kiriklig1 yaratan konulardan biridir.

Cok sayida etyolojik faktor ortaya konulmasina ragmen, kotii ovaryan yanitin baslica

faktoriinilin azalmis bir over rezervi oldugu diistintilmektedir.
[leri siiriilen diger olas1 etyolojik faktorler:

1. Mevcut graniiloza hiicrelerindeki FSH resptorlerinin azalan sayisi

2. FSH reseptor baglanmasindan sonra defektif sinyal iletimi

3. Follikiiler s1vida 6zel bir FSH reseptor baglayici inhibitoriiniin varlig
4. Gonadotropinlerin dagilimi i¢in uygun olmayan bir lokal vaskiiler ¢evre
5. Graniiloza hiicrelerine kars1 otoantikor varligi ve

6. Gonadotropin dalgalanma faktorlerinin azalmis biyoaktivitesi (GnSAF)
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IVF’te FSH stimiilasyonuna kotii ovaryan cevap ile iligkili olan, matiir follikiiller
tizerinde anti-FSH IgA ve 1gG ile potansiyel olarak lokal bir FSH antagonistik etki

uygulayan serum anti-FSH antikorlar1 olduguna dair bazi fikirler mevcuttur [28].
FSH reseptor gen polimorfizmi

FSH, normal ovaryan follikiiler gelisim icin anahtar bir rol oynamaktadir. Bu
gonadotropin, overdeki graniiloza hiicrelerinde spesifik bir reseptorde bulunan

baglanma ile gametogenezis iizerinde stimiilator ve trofik etkiye sahiptir [30].
Kétii ovaryan cevabin arastirilmasi/tahmini

Primordial ovaryan follikiiller, insan hayatinin ilk bes ayinda belirlenmekte ve bu fetal
evredeki primordial follikiillerin sayis1, bireysel ovaryan rezervi belirlemektedir.
Baslangicta primordial follikiillerin sayis1 yaklasitk 10 milyondur ve git gide
azalmaktadir ve azalma in utero baslamaktadir. Sonu¢ olarak bu sayr dogumda 1-2
milyona diismektedir ve pubertede 300.000-500.000 olup ovulasyon i¢in kullanilabilir
olanlar bunlardir. Bu nedenle, her ay yaklasik 1000 tane olmak tizere istikrarli bir
follikiiler kayip meydana gelmekte ve follikiillerde baslayan bu azalma orani 35 yas
civarinda artis gostermektedir. Ovaryan rezervdeki anlamli diisiis 37 yasta veya
primordial follikiiller 25.000 e ulastifinda meydana gelmektedir. Yaklagik 50 yas
civarinda primordial follikiil sayis1 sadece 1500 civarindadir ve menapoz ile (+3 yil)
tamamen sona ermektedir. Primordial follikiildeki azalmanin bu havuzdaki azalma

hizinda ve bu oranda, bireysel varyasyonlarin genis bir aralig1 mevcuttur.

Acikgasi, yas, yardimla iireme ve canli dogumun basarisinda en 6nemli ve en iyi
prediktdr olmaya devam etmektedir. Oosit kalitesi yasa baglidir bu nedenle hem yas
hem de oosit kalitesi telafi edilemeyecek diizeye gelmektedir. Bu durum, kadinlarin
cocuk yapmayi erteledigi ve klinisyenlerin her giin daha biiyiik sorunlarla karsilagtig

mevcut toplum i¢in son derece 6nemlidir.
2.2. Biyokimyasal Markerlar

Persiste eden yliksek bazal serum FSH (>12-15 mIU) azalmis ovaryan rezerv hakkinda
fikir verebilir. Ancak FSH, gebelik sonuglar ile giiglii bir iliskiden yoksundur ve bu

durum FSH seviyelerindeki aylik degisimi daha az giivenli kilmaktadir. Son bir
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sistematik derlemede, diizenli siklusa sahip kadinlarda, bazal FSH degerlendirilmis ve
FSH ol¢iimiiniin, ancak yanlizca ¢ok yiiksek esik seviyelerinde, kotli yanitin tespit
edilmesi i¢in yeterli dogrulukta oldugu ortaya konulmustur [32]. 40 yasin iizerindeki
kadinlarda, 3. giin persiste eden yiiksek FSH seviyeleri, ¢ok biiyiik oranda normalin
altinda bir ovaryan cevap ile iligkili olmaktadir bu durum elde edilen oositlerin
sayisinda azalma, yiiksek siklus iptal oranlari, bozulmus embriyo kalitesi ve diisiik

implantasyon ve gebelik oranlari ile a¢iklanmaktadir.

Yiiksek 3. giin estradiol seviyeleri (>75 pg/ml) IVF’e kotii over yanit1 ve diisiik gebelik
oranlari ile iliskilidir [33].

AMH (Anti Miillerien Hormon) graniiloza hiicrelerinde sekonder, preantral ve toplanan
follikiiller FSH’ya duyarli olmaya baslayana kadar 6 mm Olciisiinde erken antral
follikiillerden salgilanir [28]. AMH seviyeleri, diisiik siklus i¢i degiskenlik ve erken
evrelerde follikiil azalmasi ve antral follikiil sayisi ile kuvvetli korelasyon saglamasi
nedeniyle ovaryan rezerv i¢in rutin kullanilan diger markerlara gére en iyi hormonal

faktor gibi goriinmektedir.

AMH ile yastan bagimsiz olarak elde edilen oosit sayis1 arasinda giiglii bir korelasyon
goriilmekte ve bu nedenle asir1 cevap verenler ve kotii cevap verenleri saptama
kapasitesi bulunmaktadir [28]. Otorler ilk ovaryan stimiilasyondan 6nce kisilerin AMH
seviyelerine gore katagorize edilip optimal stimiilasyon protokolii ve tedavi

stratejilerinin buna gore belirlenmesini 6nermektedir.

Inhibin B graniiloza hiicrelerinde preantral ve erken antral follikiillerden fiiretilen,
FSH’ya cevap veren biiyiiyen follikiillerden iiretilmektedir. inhibin B’nin serum bazal
seviyeleri <45 pg/ml olmasi kotii over yaniti, yiiksek IVF siklus iptal orani, diisiik
sayida oosit elde edilmesi ve azalmis gebelik oranlan ile iligkili bulunmustur [28].
Inhibin B, azalmus follikiil havuzunun oldukca geg bir markeridir ve biiyiiyen follikiiller
ile direkt iligkili oldugu igin, ovaryan aktivite i¢in ovaryan rezervden daha iyi bir

indikatOrdiir.
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Ultrasound Markerlar

Antral follikiil sayisinin da dahil oldugu ovaryan rezervin mevcut uygulanabilir
ultrasound belirtecleri, ovaryan voliim Olglimii ve ovaryan kan akiminin Doppler
degerlendirilmesidir. Gibreel ve ark tarafindan 2009 yilinda yapilan son bir sistematik
derlemede, ovaryan rezervin USG ile degerlendirilmesinde, AFS 4’ten az ise yardimla
iiremede siklus iptalinde yiiksek spesifite i¢in cut off deger olusturmaktadir [34]. Bu
deger ovaryan voliim i¢in 3 ml’dir ve yardimla iiremede siklus iptali ve gebelik
olusmayacagini saptamak ic¢in yiiksek spesifite gostermektedir. Ovaryan stromal kan
akimina ait Doppler ¢alismalari umut vadetmektedir ancak daha fazla c¢alisma temin
edilmelidir. Bu 3 USG testinin, AFS, ovaryan voliim ve ovaryan vaskiiler kan akimi, ya
arka arkaya veya paralel olarak 6l¢ilimiiniin, gebelik veya kotii yanit agisindan AFS’nin
saptayabilirligini gelistirip gelistirmeyecegini belirlemek i¢in daha fazla sayida
calismaya ihtiya¢ vardir. Antral follikiil sayisi ve ovaryan voliimiiniin IVF hastalarinda
bir prediksiyon araci olarak karsilastirildigi bir meta-analizde, antral follikiil sayisinin
ovaryan cevabi belirlemede ovaryan voliime gore daha iyi sonu¢ verdigi gosterilmistir

[35].

AFS, elde edilebilir follikiil kohortunu yansitmakta ve ovaryan cevabin Onemli bir
belirleyicisi oldugu gosterilmektedir [35]. Bazi ¢alismalar, follikiiler duyarlili§in
ovaryan kan akiminin derecesi ile ve gonadotropinlerinlerin follikiiller iizerindeki etkisi

ile olabildigini gostermektedir [28].

Ovaryan rezerv belirleyicileri olan AMH, Inhibin-B ve 3D USG’nin karsilastirildig1 son
bir prospektif ¢alismada Kannamannadiar ve ark., 2010 yilinda tedavi dncesi AFS ve
AMH’nin toplanan oosit sayis1 ve yardimla iireme siirecinde ovaryan stimiilasyona kot

ovaryan cevap gelistirenlerin saptanmasinda en anlamli belirtre¢ olduklarini gostermistir

[36].
KOH a kotii cevap verenler igin yonetim segenekleri/miidahaleleri

Kot yanit verenlerin sonuglarmi iyilestirmek icin ¢esitli degisik yaklagimlar
Onerilmektedir (Sum. Tablo 1-4) ancak calismalarin biiylik 6lgekli olmamasi, farkli
yonetim stratejilerine ait prospektif randomize kontrollii ¢alismalar olmasi ve

popiilasyonlarin ortak bir tanima sahip olmamasi heterojen gruplarin elde edilmesi ile
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sonuglanmis ve bu durum kesin sonug¢ elde etmeyi zorlastirmistir. Onerilen
miidahalelerin fazla sayida olmasi problemin kompleksligini yansitmakta ve heniiz
KOH’da kotii yanit igin ideal etkili bir tedavi bulunmadigini géstermektedir. Sonuglari,
yani canli bir dogumu, arttirmak igin g¢esitli stratejiler One siiriilmiistiir fakat
calismalarin esas ¢ogunlugu canli doguma primer sonug¢ gibi bakmamistir. Son bir

Cohrane derlemesinde 10 ¢alisma disinda sadece bir canli dogum bildirilmistir [29].
Gonadotropinlerin artan dozlart

Belkide kotii over yanitlilardan oosit elde etmek i¢in en sik kullanilan strateji, giinliik
gonadotropin dozlarint arttirmaktir. Pek ¢ok otére gore kotii over yanitlilar igin en
uygun baslangi¢ dozu en az 300 IU/giin fakat tiim kotli over yanitli protokolleri yiiksek
doz gonadotropin dozlar1 (tipik olarak 300-450 IU/giin) kullanilmasina ragmen Klinik
Etkinlik Merkezine gore (2000) yiiksek doz protokoliin avantaji goriilmemistir.

Piirifiye iiriner FSH ya karst rekombinant FSH kullanimi

Pek ¢ok caligma, elde edilen oosit sayisi, matiir oositlerin yiizdesi, daha iyi kalitede
embriyo yiizdesi ve gebelik oram1 bakimindan rFSH kullanimi i¢in baglangicta bir
heyecan gostermistir [37] fakat baslangigta elde edilen bu olumlu sonuglar digerleri
tarafindan desteklenmemistir [38]. Bir meta-analizde IVF/ICSI sikluslarinda rFSH ve
ptirifiye iiriner FSH arasinda klinik anlamli farklilik izlenmemistir [39]. Bu nedenle
rFSH’nin kotli over yanithilarda daha iyi sonuglar elde ettigine dair iyi kanitlar

bulunmamaktadir.
Luteal FSH baslanmast

Bu yaklasim ilk olarak 1980’lerin sonlarinda ortaya koyulmustur [28]. Hipotez,
FSH’nin daha erken eklenmesi, onceki siklusun luteal fazinda geri alim penceresini
erken acarak toplanan folliikiil sayisinda arti meydana getirebilirdi. Ancak, prospektif
randomize bir caligmada bu otorler bu yaklasimin herhangi bir faydasim

gosterememislerdir [28].

Diger bir 6n hazirlik niteligindeki ¢aligma, kotli yanit veren kadinlarda, rFSH’ nin GnRH
(long protokol) agonist ile es zamanli olarak luteal baglanmasi, short protokol, GnRHa

ve ek yiiksek doz FSH rejimleri ile karsilastirildiginda, daha yiiksek sayida metafaz 2
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oosit iiretildigini ortaya koymaktadir [40]. Ikinci bir grup [41], luteal faz FSH ve
follikiiler faz FSH kullaniminin karsilastirildiginda IVF sonuglariin benzer oldugunu
ve sonu¢ olarak luteal fazda baslanan FSH’nin koétii yanit verenlerde gilivenli bir

potansiyel alternatif protokol oldugunu belirtmislerdir.

Simdiye kadar yapilmis calismalar kiiglik ve sonuglar tutarsizdir. Bu konuyu

aydinlatmak i¢in daha genis prospektif randomize ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.
Kotii yanit verenlerde GnRH agonistler

GnRH agonistler prematiir ovulasyon ve luteinizasyonu onlemekte fakat kullanimlari
hala yiiksek gonadotropin gereksinimi iligkili olmaktadir. Standart yaklasim mid-luteal
fazda GnRH agonist baglamaktir fakat 6zellikle kotli yanit verenlerde GnRHa dozunun
azaltilmasi veya siklus icerisinde baglama zamaninda degisiklik yapmak faydali olabilir.

Bu durum agonist dozun azaltilmas1 iizerinde ¢ok sayida degisiklikle sonu¢lanmaistir.
GnRH agonist stop protokol

Bir GnRH agonist mid-luteal fazda baslatilir fakat hipofizer down regiilasyon olur
olmaz durdurulur ve ovaryan stimiilasyon baglar. Kotii over yanithilarda prospektif
randomize bir ¢alismada [42], geleneksel long GnRH agonist protokol ve GnRH agonist
stop protokolii karsilagtirildi. Calismada iki protokol arasinda klinik gebelik oranlarinda
anlaml bir fark bulunmadi zaten ¢alisma da boyle bir giice sahip degildi. Bu nedenle bu
giine kadar GnRH agonist stop protokoliin kotii cevap verenlerde sonuglar1 6nemli
ol¢iide gelistirdigine dair ¢cok az kanit mevcuttur ve spontan LH artis1 ve prematiir

ovulasyon i¢in potansiyel artmig bir insidansa sahiptirler.
Flare up GnRH agonist rejimler:short ve ultra-short protokoller

Flare-up rejimler, Gn baglanmasindan 6nce ¢ok az bir gecikme ile GnRH agonist’in
baslanmasint erken follikiiler faza dahil eder. Bu yaklasgimin avantaji, ovaryan
supresyon asirt olmamakta ve GnRH reseptorlerinin ilk stimiilasyonu ve endojen
Gn’lerin takip eden sekresyonlari, eksojen eklenen Gn’lerin etkilerini arttirmaktadir
[28]. Eski bir ¢aligma, flare rejim kullanildiginda, siklus iptali lizerinde degisken etki ile
birlikte daha yiiksek gebelik oranlar1 elde edildigini de bildirmislerdir [28]. Ancak,

digerleri bir flare protokoliin ya KOH cevabini veya siklus sonuglarii gelistirmekte
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basarisiz oldugunu ortaya koymuslardir. Daha yeni prospektif randomize kontrollii bir
calisma [43] Onceki siklusunda kotii cevap veren 60 hastayr dahil ederek iki protokolii
karsilastirdi (geleneksel long GnRHa protokol ile flare GnRHa protokol) ve geleneksel
long protokolde, anlamli olarak daha fazla oosit elde edildi ve gebelik oranlar1 anlamli

olarak daha fazla bulundu (22.5 ile 3.4%).
GnRHa Mikrodoz flare protokol

21 giinliik monofazik bir OKS ile tedaviyi takiben GnRH agonistin son derece diisiik
dozu leuprolide asetati giinde iki kez 20-40 mikrogram, siklusun 2-3. giinleri baslanir.
GnRHa’ten 1-2 giin sonra ardindan Gn’ler baslanir. Prospektif randomize olmayan
birgalismada, GnRHa dozlarinin mikrodoz flare protokolde azalmasi, kotii yanithilar i¢in
tekrarlayan iptal indsidansini azaltmakta ve follikiiler fazda takip eden bir progesteron

veya LH artis1 olmaksizin gebelik oranlarini arttirmaktadir.
GnRHa minidoz protokol

Diger bir alternatif yaklasim, ovaryan stimiilasyon dncesi, luteal faz siirecinde baslatilan
GnRHa dozunun azaltilmasidir. Feldberg ve collegues (1994) daha oncesinde 2 IVF
siklusunda 3. Giin FSH seviyeleri >15 olan, 2’den fazla follikiil gelistirmekte basarisiz
olarak kotii cevap veren 106 hastayr degerlendirdiler. Bu retrospektif analizde Gn
stimiilasyonundan 6nce 3 yaklasim uygulandi: (1) GnRHa D-Trp6 3.75 mg tek bir
enjeksiyon, (2) Mense kadar giinliik D-Trp 0.5 mg takiben giinliik 0.1 mg azaltarak, (3)
D-Trp 6 0.1 mg giinliikk mense kadar takiben giinliik 0.05 mg azaltarak, E2 seviyelerinde
artis, taoplanan oosit sayis1 ve transfer i¢in kullanabilecek embriyo sayisi, azaltilan
GnRHa dozlar ile birlikte not edildi. Iptal oranlar1 ayrica azalmisti. Minidoz protokolde
implantasyon ve gebelik oranlarindaki artistaki dogru egilim kaydedildi. Calismanin

retrospektif olmasi, 6nyargi meydana getirdigi i¢in dezavantaj olusturmakta idi.

Bu bulgular, standart uzun GnRHa protokole yetersiz cevap veren 98 hastanin analizi ile
olusan prospektif bir caligma ile teyit edildi (Olivennes ve ark., 1996). Leuprolide
asetat, mid luteal fazda giinlik 0.5 mg sc dozda baslandi ve mensten sonra Gn
stimiilasyonu basladiginda giinliikk 0.25 mg azaltildi. Otorler, E2 seviyelerinde artis,

toplanan oosit ve 1yi kalitedeki embriyo sayilarinda artis ile KOH cevabinda gelisme
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oldugunu bildirdiler. Ek olarak, Gn stimiilasyon siiresi ve ihtiya¢ duyulan dozda azalma

oldugu bildirildi.
Kotii yanit verenlerde GnRH antagonist protokol

Antagonistlerin kesfi ile klinisyenler kotli yanit veren hastalara yeni bir perspektiften
bakabildiler. Stimiilasyon protokoliine GnRH’larin eklenmesi ile birlikte erken
follikiiler fazda uzamis supresyona neden olmaksizin AOC’lar i¢in 6énemli bir zaman
olan prematiir LH piki engellenmis oldu. GnRH antagonistlerin ilk kullanimi 1999

yilinda olmustur.

Sadece ¢ok az prospektif randomize c¢aligma GnRH antagositler ile degisik agonist
protokolleri  karsilastirdi. Bunlarin  higbiri  gebelik oranlarindaki  farkliliklart

degerlendirecek giice sahip degildi ve 4 vakanin hepsinde de IVF sonuglar1 benzerdi.

Arastirmacilar  GnRH antagonist protokol ile mikrodoz flare rejimi prospektif
randomize ¢aligmalarda karsilastirdilar. 48 AOC ile yapilan randomize bir ¢aligmada 24
hasta tedaviyi tamamladi. Schmidt ve ark’nin., 2005 yilinda yaptiklar1 bu ¢alismada,
kotii over yanmith hastalarda herhangi bir parametre dikkate alindiginda protokoller
arasinda anlamli bir fark tespit etmediler. Kotii over yanitlilardan olusan her iki grupta

da %41°1 askin 6nemli 6l¢iide siklus iptali kaydedildi.

Malsumi ve ark. Tarafindan 2005 yilinda yapilan randomize prospektif bir ¢calismada
GnRH antagosnist ve GnRH agonist flare up (full doz) protokol karsilastirildi. Transfer
edilen embriyolarn en iyi kalitede olmasi, fertilizasyon oranlari ve toplanan matiir
oositler agisindan flare up protokoliin daha efektif oldugunu buldular. implantasyon ve

gebelik oranlar1 benzerdi [44].
Dogal siklus [45]

Koétii over yanith kadinlarin bu grubunda efektif alternatif opsiyonlarin eksikligi
nedeniyle geleneksel IVF, dogal siklus IVF deneme yoluna gitmistir. Ancak, heniiz 1yi

kalitede veri belirlemek i¢in veri yetersizdir.
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Letrozol eklenmesi

Aromatazin segici inhibisyonu estrojenin tiim tretimini Onlemektedir ve follikiiler
sensitivite veya IGF-1 stimiilasyonunu gelistirebilecek olan follikiiler androjen
akiimiilasyonunu uyarmaktadir. Yardimli tiremede Letrozol eklenmesi hakkinda daha
sonra tamamen dayanaksiz bulunmasina ragmen giivenlik endisesi duyulmasi 6nem
arzetmektedir ve sonra kaldirilmistir ve bu nedenle bu endikasyon ile Letrozol kullanimi

heniiz onay almamastir.

Garcia-Valesco ve ark.’nin, 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢calisgmada 6nceden iptal edilen
IVF siklusu olan toplamda 147 kotli over yanith hastanin bulunmakta, bunlardan 71
hastaya FSH/HMG-antagonist rejim ile birlikte 2.5 mg letrozol verildi (ovaryan
stimiilasyonun ilk 5 giinii) ve 76 hasta sadece FSH/HMG-antagonist rejim uygulandi.
Letrozol ile elde edilen oosit sayisi anlamli olarak daha yiiksekti (6.1-4.3; p=0.03)
fertilizasyon oraninda fark yoktu fakat istatiksel anlamli olmasa da gebelik oranlar1 daha

yiiksekti (41.6-28.9%) [46].

Yarali ve ark., tarafindan 2009 yilinda genis bir retrospektif vaka kontrol ¢alismasi
yapildi. Bu ¢aligmada, kotii over yanit oykiisii olan ve siiphesi olan 885 hastada GnRH
antagonist/letrozol protokoliiniin etkisi mikrodoz GnRH agonist flare up protokol ile
karsilastirildi. Fertilizasyon ve transfer edilen 1yi kalitede en az bir embriyo orant GnRH
antagonist/Letrozol grubunda daha yiiksek olmasina ragmen klinik gebelik orani her iki

grupta karsilastirilabilir diizeyde idi [47].

Letrozoliin giivenligi ile ilgili olarak, infertilite i¢in letrozol tedavisi hakkinda teratojen
(kemik ve kardiak anomalilerde artis riski), olabilecegi ile iligkili olarak ge¢miste olan
baz1 endiseler rafa kaldirilmaktadir. Ancak bu diisiince daha ileri calismalar ile teyit
edilmedi. 45 saatten daha kisa yar1 omrii implantasyon oncesi viicuttan hemen hemen
tamamen elimine edilir bu nedenle teratojenite potansiyeli diisiikk gibi goriinmektedir.
Klomifen sitrat veya letrozol tedavisi sonrasi gebe kalan kadinlardan dogan ¢ocuklarda
konjenital malformasyon insidansin1 degerlendirmek i¢in 911 yeni dogan arastirildi.
Letrozol alan kadinlarda dogan cocuklarda tiim kromozomal anomali ve konjenital
malformasyonlarin oranm1 %2.4 iken klomifen sitrat kullananlarda bu oran %4.8 idi. Tiim

kardiak anomali orant klomfen sitrat kullananlarda %1.8 iken letrozol kullananlarda
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%0.2 (Tulandi ve ark., 2006) idi ki bu durum letrozoliin giivenligi ile ilgili olarak
rahatlatmistir [48].

Tedavi 6ncesi KOKP (kombine oral kontraseptif pil), progestojen veya estrojen
DHEA (dihidroepiandrosteron)

Aspirin

ICSI ve asiste hatching

Mild Protokol

3

Klasik protokole alternatif olarak olusturulmustur. ISMAAR’a gore “’mild ** protokol
denilmesi i¢cin ya GnRH antagonist ile birlikte veya tek basma Gn uygulamasinin
baslangicta diisiik doz d-sonrasinda normal dozda ama kisa stireli devam edilmesi ya da
oral ilaglarin (anti-estrogenler gibi) ya tek basina ya da Gn ve GnRH antagonist

kombinasyonu ile birlikte kullanilmas1 gerekmektedir.

Mild protokol overde daha yumusak bir etki olusturmakta daha iyi tolere edilmekte,
daha diistik risk olusturmakta, daha hizli, daha ucuz ve daha az ila¢ ile daha kisa siirede
tedavi saglamaktadir. Diger taraftan mild stimiilasyon protokolii daha az sayida oosit
eldesi saglamakta ki bunun bir nedeni bu protokoliin gen¢ ve iyi cevap veren hastalar

i¢cin Onerilmis olmasidir [49].

Mild protokoliin beklenen kotii over yanith hastalarda uygulanip uygulanmamasini
kontrol amacl bazi ¢aligmalar planlanmistir. Birkag kii¢lik calismada CC, Gn ve GnRH

antagonistlerile kombinasyonlar test edilmistir.

Son ¢aligmalar, kotii ovaryan cevap i¢in en 6nemli isaretin ovaryan yaslanma oldugunu
gostermektedir [50]. Ancak, KOH’a ‘kotii yanit verenler’ olarak nitelendirilen bu hasta

grubundan sorumlu tutulan molekiiler mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir [2].
2.3. Apopitozis
Memelilerde, ovaryan follikiilogenezis, kompleks, endokrin, parakrin ve otokrin

faktorler ile diizenlenen bir siirectir [6].Bir follikiil, {i¢c farkli hiicre tipinden
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olugmaktadir: bir oosit ve iki farkli tip somatik hiicre olan graniiloza hiicreleri ve teka

hiicreleri [6].

Kiimiiliis hiicrelerindeki gen ekspresyonu ile ilgili ¢alismalar sadece oositin
biliyiimesinin ve matiirasyonunun anlagilmasint saglamakla kalmayip ayni zamanda,
oositin biliylimesindeki molekiiler mekanizmalara ulasmayr da saglamistir c¢linki
kiimiiliis hiicrelerindeki gen ekspresyonundaki anormallik, oositin biiyiimesi ve
gelismesinde de anormalliklere yol acacaktir [7]. Apopitozis, ovaryan follikiiler atrezi
ve luteal regresyon ile iliskili hiicresel bir mekanizmadir. Bir follikiil populasyonundaki
graniiloza hiicrelerinin yiiksek oranda atreziye ugramasi, follikiilii apopitotik hiicre
Olimiine kars1 son derece duyarli bir hale getirmektedir [8]. Graniiloza hiicrelerindeki
apoptosis, IVF sonugclar1 {izerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Apopitotoik graniiloza
hiicrelerinin artmis sayisi, bos follikiil, az sayida ve kotii kalitede oosit elde edilmesi,
kotii kalitede embriyo olusumu ve kotii fertilizasyon sonuglari ile de iligkilidir. Stratum
graniilozum tabakasindan koken alan hiicreler iki tipe farklilastir: sitoplazmik iz
diisiimler yoluyla gelismekte olan oosit ile fiziksel temas halinde olan ve oosit gelismesi
ile iligkili kumulus graniiloza hiicreleri ve teka interna ilizerinde yerlesmis olan ve
follikiil riiptiirii ve Ostrojen iiretimi i¢in esansiyel olan mural graniiloza hiicreleri [6].
Yetiskin insan overinde, oosit ve ovaryan follikiiliin biiylimesi ve gelismesi siirecinde
graniiloza hiicreleri ve oosit arasinda parakrin baglantilar bulunmaktadir. Primordial
follikiillerden oosit olusumunda graniiloza hiicrelerinin yoklugunda in vitro biiyiime
basarisiz  olmaktadir. Kiimiiliis graniiloza hiicreleri, oosit matiirasyonunun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve oosit, kiimiiliis graniiloza hiicre

fonksiyonunun 6nemli bir diizenleyicisidir [51].

Apopitozis, ovaryan follikiiler atrezi ve luteoliz ile iliskili hiicresel mekanizmadir [51].
Follikiiler biiylimenin erken evrelerinde (primordial, primer ve kiicilik preantral ), atrezi,
graniiloza hiicrelerinin Sliimiinii takiben oosit apopitozisi ile baslatilmaktadir [51].
Gelismekte olan (ge¢ preantral, antral) ve gelismis (sekonder preovulatuar) follikiillerin
atrezisi, graniiloza hiicre apopitozisi tarafindan ilk kez smirlandirilmaktadir. Bu
follikiillerde atrezi devam ettigi i¢in, Olen graniiloza hiicre sayis1 dramatik sekilde
artmaktadir ve apopitotik cisimlerin genis kitleleri antral bosluga doékiilmektedir [51].
Apopitozis farkli mekanizmalar ile diizenlenmektedir. Bunlardan en Onemli olani

Gn’lerin ve gonadal steroidlerin {iretiminin ayarlanmasidir. Androjenler, graniiloza
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hiicre olimiinii apopitozis ile arttirirken, gonadotropinler ve Ostrojenler, graniiloza
apopitozisini Onlemekte ve mitotik aktivitelerini stimiile etmektedir. Ek olarak,
farelerde, lanosterol metabolik iiriinlerinin follikiiler gelisim esnasinda apopitozisi
diizenledigi bulunmustur [9]. Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon follikiilogenezisin
farmakolojik maniiplasyonu ile elde edilmektedir. Major farmakolojik araglar, Gn’ler,
GnRH agonistler ve GnRH antagonistlerdir. GnRH agonistler, hiicre zar1 {izerinde yer
alan GnRH reseptorlerin down-regiilasyonu vasitasiyla Gn hormonlara pitiiiter
desensitizasyon meydana getirmesi i¢in YUT’lerine dahil edilmistir. Tersine, GnRH
antagonistler, GnRH resreptorlerde yarigmali bir blokaj ile Gn sekresyonunda hizli bir
azalma meydana getirmektedir. Dahasi, farkli ovaryan stimiilasyon protokolleri,
apopitotik graniiloza hiicrelerinin insidansindaki farklihiga da etki etmektedir [52].
Apopitozis inhibisyon proteinleri (IAP), apopitozisin regiilasyonunda kaspas aktivasyon
yolundaki akig komponentlerini inhibe edebilir ve apopitozisin devam etmesinin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynayabilir [52].

IAP gen ailesinin bir iiyesi olan survivin, 17q 25 nolu kromozomda lokalize ve 142
aminoasit’ten olusan bir protein kodlamaktadir, molekiiler agirligr 16.5 kD olup 4
ekson, 3 introna bdoliinmiistiir. Survivin gen transkript prosediirlerinin alternatif
birlesimi, ¢ok sayida, farkli proteinler kodlayan farkli survivin variant mRNA’sinin
uclariin birlestirilmesidir. Survivin, apopitozisin regiilasyonuna, efektor hiicre 6lim
proteazlart olan kaspas-3 ve kaspas-7’nin direkt ve indirekt inhibisyonu ile ve mitotik
1gsi mikrotiibiiller ile iliskili olarak G2/M fazinda hiicre siklusunu diizenleyerek
katilmaktadir [52]. Survivin fetal gelisim esnasinda ¢ok fazla miktarda eksprese
edilmektedir fakat cok sayida yetiskin dokusunda, deri, timus, endotelyal hiicreler,
proliferatif ve sekretuar endometrium ve graniiloza hiicreleri gibi normal dokular
disinda down-regiile olmaktadir. Survivin, mide, kolorektal, akciger, meme, pankreas,
prostat ve non-Hodgkin lenfomanin da dahil oldugu ¢ok genis yelpazede insan
kanserleri tarafindan da %3-%11 arasinda bir prevelansla eksprese edilmektedir [53].
Retrospektif olarak analiz yapildiginda, tiimdorleri survivin eksprese eden kanser
hastalarinda, hastaligin progresyonunu olumsuz etkileyen markerlar ile iliskili olarak
daha kisa hayatta kalim ve tedaviye artmis direng sergilemektedir [52]. Fujino ve ark.,
(2008) infertil hastalarda survivin ekspresyonu iizerinde c¢alistilar ve endometriozisli

hastalarda survivin gen ekspresyon seviyelerinin, male faktér nedeniyle tedavi alan
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hastalara gore anlamli derecede daha diisiik oldugunu buldular. Survivin gen ekspresyon
seviyeleri, gebe hastalarda, gebe olmayanlara gore, gebe olmayanlarda da male faktor

infertil olanlara gore daha fazla oldugunu buldular [54].

Apopitozis, genetik bir tanimdir ve hiicre 6liimiiniin biyolojik fonksiyonel bigimidir.
Memelilerde, ovaryan follikiiler atrezi, desidualizasyon ve embriyo implantasyonu
esasindaki plasentasyonun da dahil oldugu pek ¢ok fizyolojik olayda ve ayni sekilde
pek cok patolojik durumda 6nemli bir rol oynamaktadir [52]. Apopitozisin major
Ozelligi, internukleozomal DNA fragmantasyonu, hiicre biiziismesi, plazma
membraninda kabarma, apopitotik cismin formasyonu ve makrofajlar tarafindan
fagositozudur. Follikiiler biiyiime siirecinde, graniiloza hiicrelerindeki apopitozis
nedeniyle folikiillerin %99°dan fazlas1 kaybolmaktadir. Follikiiler atrezi hormonal
olarak regule edilmektedir ve ovaryan follikiiler biiylimenin farkli evrelerde Slmeleri
icin degisik faktorler etki etmektedir [52]. Kaspas, prot bax, tiimdr nekroz faktor ailesi
tiyeleri (TNF-o, Fas, FasL, TRAIL), timor supresor protein P53, TGF-beta ailesi
tiyeleri (faktor NODAL ve AMH), c-Myc, endotelinler, androjenler ve nRH’nin da dahil
oldugu faktorler.

Basarili follikiil gelisimi, follikiil bliylimesini destekleyecek ve hiicreyi apopitozdan
koruyacak survival faktorlerin varligina baglidir. Bunlar overde iiretilen faktorlerin yani
sira gonadotropinleri yani LH ve FSH’yr da igermektedir. Follikiil biiylimesi ve
farklilasmas: siirecinde survival siireci baglatan bazi parakrin faktorler; kinase Akt, bcl-
2 ailesi tyeleri, KIT-ligand ve c-KIT reseptorleri, stem cell faktér (SCF), TGF-beta
ailesi iiyeleri (aktivin, BMP-4 ve BMP-7 faktorler, protein diferansiasyon faktor-9,
estrojen, insiilin ve IGFs, EGF, bFGF, TGF-a, interlokin 1b, GH, ve apopitoz
inhibisyonu {iiyeleri ve survivin. Follikiil atrezi inhibitorlerinin ¢ogu FSH ve LH
tarafindan diizenlenmektedir. Biiyiiyen follikiil antral evreye ulastigi zaman, FSH igin
reseptor eksprese eder ve FSH stimiilasyonuna bagimli hale gelir. Yeterli FSH
konsantrasyonu, follikiiliin antral evre veya daha ilerisine gecerek yasayabilmesi i¢in
kritiktir. Ayn1 reprodiiktif siklus boyunca artan FSH konsantrasyonu, biiyiliyen follikiilii
kurtarmaktadir. LH, ovulasyona yaklasan ve LH reseptorii eksprese eden follikiil igin
onemlidir. FSH ve LH, farelerde sterol yolu boyunca oosit biiylimesi ve matiirasyonuna
etki etmektedir. Lanesterol 14a-demetilaz (LDM), farelerde lanesterolii FF-MAS2a

ceviren fertilizasyon i¢in oosit plazma matiirasyonu ve erken embriyo gelisimi igin bir
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anahtar enzim gibi goriilirken, follikiiler sivi mayozis-aktivator sterol (FF-MAS),
insanin da dahil oldugu memelilerin gonadotropinlere cevap veren follikiiler sivisinda
yiiksek konsantrasyonlarda bulunmus ve oosit mayotik yeniden baslamay1 stimiile ettigi
ispatlanmistir [52]. Ek olarak, domuzlarda protein kinaz C (PKC) sinyal yolu ile EGFR
aktivasyonu, FSH-nedenli oosit matiirasyonuna katilmaktadir [52]. Kumulus
hiicrelerinde LH reseptdr (LHR) ekspresyonu, oositi ¢evreleyen kumuluslarin (CEOs)
FSH-nedenli mayotik devami ile iligkilidir. Oosit matiirasyonu siirecinde
gonadotropinlerin fizyolojik etklerini anlamaya yonelik 6nemli bir yeni adim, farelerde
kiimilis hiicrelerinde LHR ekspresyonu, biiyiik ihtimalle MAPK kaskadi tarafindan
reglile edilen, FSH-nedenli oosit matiirasyonu siirecinde fonksiyonal bir role sahip
oldugu bulgusudur. Tiim bunlara ek olarak, farelede, FSH, CAMP-bagiml1 protein kinaz
(PKA) seviyelerini arttirmakta ve oosit mayotik baglama Oncesi kiimiiliis hiicrelerinde
sitokrom P450 lanesterol 14a-demetilaz (CYP51) ekspresyonu ve cAMP’a cevap veren
element baglayict protein (CERB) fosforilasyonuna neden olmaktadir. Survival
faktorlerin yoklugunda, endojen apopitozis yolu follikiiliin olusumu ile birlikte aktive

olmakta ve follikiiller atreziye gitmektedir.

IVF veya ICSI sikluslarinda ovulasyon indiiksiyonu siirecinde oosit kalitesinin belirteci
olarak luteinize graniiloza hiicrelerindeki apopitozisin etkisi hakkinda literatiirde yer
alan tartigmalara ragmen bu hiicrelerdeki survival faktdrlerin prognostik role sahip
oldugu tahmin edilmektedir. Ornegin, prognoz igin survivial faktorlerin gegerliligi IGFs
ailesi tarafindan saglanmaktdir. ICF1, ICF2 ve reseptorleri, IVF tedavisi altindaki
kadinlarda normal over yanithlar ile karsilastirildiginda azalmis over yanith kadinlarin
ovaryan graniiloza hiicrelerinde down-regiile edildigi bulunmustur [52]. Ancak,
luteinize graniiloza hiicrelerinde diger bazi survival faktdrlerin ekspresyonuna ait klinik

isaretler hakkinda daha fazla calisma gerekmektedir.

Apopitozis, hipoksiye bir cevap olarak da artabilmektedir. Hipoksinin siddeti, hiicreleri
O0lmeye veya hipoksiye adapte olup hayatta kalmaya zorlamaktadir [13]. Hipoksik
hiicrelerden salinan hipoksi ile indiiklenen factor-1 (HIF-1); vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF), anjiopoetin 1 (ANGPT1) ve ANGPT2, plesental biiyiime
faktorii (PGF) ve trombosit aracili biiyiime faktorii B’nin (PDGFB) de dahil oldugu
anjiogenik biiylime faktorlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunu aktive etmekte ve

anjiogenezise yol acan endotel hiicrelerini stimule etmektedir. Heterodimerik bir protein
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olan HiF-1, HiF-1a ve HIF-1p denilen iki subiinitten olusmaktadir [14]. HIF-1B’ya aril
hidrokarbon reseptor niikleer translokatér de denilmektedir. HIF-1a, hipoksi ve HER-
2/neu, v-src ve ras gibi onkojenler ile indiiklenmektedir. HIF-1p yapisal olarak
tretilmesine ragmen, HIF-lo’nin ekspresyonu O2 konsantrasyonu azaldiginda
artmaktadir. Hiicreler, hipoksiye hizlica cevap verebilmek icin, nonhipoksik sartlarda,
HIF-1o’nin sentez ve ayrilmasi i¢in enerji ayirmaktadirlar. Hipoksik sartlar altinda,
HIF-1o’nin bozulmasi inhibe olur bu durum protein akiimiilasyonu, HIF-1p ile
dimerizasyon, hedef genlerdeki hipoksiye cevap elementleri ile baglanma ve CPB ve
p300 koaktivatorlerinin  alinmast  yoluyla transkripsiyonun aktivasyonu ile
sonu¢lanmaktadir. HIF-1’in hipoksi ile indiiklenmesi, protein seviyesinde meydana

gelmektedir ¢iinkii HIF-1a mRNA ekspresyonu degismeden kalmaktadir [13].

HIF-1a’daki bozulma, proteozomal bozulma i¢in HIF-1a’y1 hedef alan E3 ubikutinin-
protein baglayict komponent olarak kabul edilen von Hippel-Lindau (VHL) proteininin
baglanmasi ile kontrol edilmektedir [14]. Farelerde HIF-1a’nin tamamen kaybi, yaygin
hiicre 6liimii nedeniyle dramatik vaskiiler regresyon ile iligkili olarak midgestasyon
embriyo kaybi ile sonuglanmaktadir. Yine farelerde, HIF-lo’nin néral dokulada
tiretilmemesine bagli olarak vaskiiler regresyon nedeniyle serebral atrofi meydana
gelmektedir [14]. Insanlarda, HIF-1, iskemik kalp hastaligi, kanser, inme ve kronik

akciger hastaliginia koruyucu ya da patojenik cevap ile iliskilendirilmistir.

HIF-1, VEGF, anjiopoetin 1 (ANGPT1) ve ANGPT2, plesental biiyiime faktorii (PGF)
ve platelet iligkili biiylime faktorii (PDGFB)’nin dsa dahil oldugu anjiogenik biiyiime
faktorlerinin transkripsiyon genlerini aktive etmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
ANGPT1, ANGPT2, PGF ve PDGFB’yi direkt veya indirekt olarak regiile edip
etmedigi bilinmemesine ragmen, HIF-1, VEGF transkripsiyonunu direk olarak aktive
etmektedir. Bu genlerin regiilasyonu hiicre tipine spesifiktir. ANGPT2 ekspresyonu,
arteryel diiz kas hiicreleri ve kardiak fibroblastlar ve myositler ile birlikte, arteryel end-
otel hiicrelerindeki hipoksi ile artmaktadir. VEGF, hipokside bu 4 hiicre tipinde de
artmaktadir. Bu sonuglar, belirli hiicre tiplerinde, HIF-1 hedef genlerinin alt kiimesinin
belirlenmesindeki 6nemin altin1 ¢izmektedir [14].Fare beyninde yapilan caligmalar,
hipoksi tedavisi sonrasinda survivin ve HIF-1 artis1 oldugunu ortaya cikarmistir.

Sonuglar, HIF-1a ve survivinin hipoksi bagimli hiicre apopitozisinde koruyucu rol
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oynadigim1 ve hipoksi tarafindan survivinin upregiile edilmesinin HIF-la bagimh

oldugunu ortaya ¢ikarmistir [10].

Saglikli bir insanin viicudunda Reaktif oksijen Tiirleri(ROS) ve antioksidanlar bir denge
durumundadir. Bu dogal denge ROS artisi yonilinde bozuldugunda oksidatif stres
meydana gelir. Reaktif oksijen cesitleri iki ucu keskin kilig gibidir; fizyopatolojik
siirecte anahtar sinyal molekiilii olarak gorev alirken ayni zamanda disi lireme sistemi
ile 1ilgili patolojik siirecte rol alir. Reaktif oksijen c¢esitleri oosit olusumundan
dollenmeye, embriyo gelisiminden hamilelige kadar bir ¢ok fizyolojik siireci etkiler.
Endometriosis, tubal and peritoneal faktor infertilitesi ve agiklanamayan infertilitede rol

aldigina iliskin birkag¢ kanit vardir [15].

Oksidatif stres yasla birlikte azalan fertiliteyi modiile eder. Bir¢ok calismada infertilite
ve fertilitenin degerlendirilmesinin patofizyolojisinde oksidatif stresin onemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Pek ¢ok calisma, kadin infertilitesinin prevalansini, viicudun
cesitli kritik mikro ve makro cevresindeki oksidatif stres seviyelerindeki artis ile
iliskilendirmislerdir. Hiicrelerin antioksidan kapasitesi, bu serbest radikalleri ortadan
kaldirmak ve temizlemek icin azaldigindan otiirii, oksidatif stres, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) artis1 ile sonuclanmaktadir [55]. ROS’lerindeki dengesizlik, eninde
sonunda hiicresel yolda ve transkripsiyon faktorlerinde epigenetik farkliliklara ve
degisikliklere yol acabilmektedir. Calismalar, oksidatif stresin, kadin inferetilitesinin
patofizyolojisini olusturan belirli bazi protein yollarinda degisikliklere ve ¢esitli

proteinlerin anormal ekspreasyonuna neden oldugunu ortaya koymustur [55].

Oxidative stress responsive 1 (OXSR1) gen {iiriinii Serin/Treonin protein kinaz ailesi
tiyesidir. Cevresel strese cevapta kinazlarin downstreamini regiile eder ve aktin hiicre
iskeletinin regiilasyonunda rol alir. Ayrica bu gen oksidatif stres nedeniyle gerceklesen
hiicre 6limii ve proliferasyonunun kontroliinde 6nemli rol oynar [16]. Literatiirde
OXSRI1 geni ile graniilosa hiicreleri ve infertilite arasindaki iligkiyi gdsteren herhangi
bir ¢aligma bu tarihe kadar yapilmamistir. Nitrik Oksit (NO), memeli viicudundaki
yararli veya zararl bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte rol oynayan énemli bir sinyal
molekiiliidiir. Uygun dozlarda NO {iretimi, birgok organin zarar gormesinin
engellenmesinde (karacigerin iskemik hasardan korunmasi gibi) 6nemlidir. Damarin

icteki endotel tabakasi NO sinyaliyle kendisini kusatan damar diiz kasin1 gevsetir bu da
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vazodilatasyon ve artmis kan akimi ile sonuglanir. Yiiksek rakimli yerlerde yasayan
insanlarda hipoksi olusumunu 6nlemek icin NO sentezi artar. Bu molekiil ¢ok sayida
nitrik oksit sentaz (NOS) enzimlerinin yardimiyla arjinin ve oksijenden veya inorganik
nitrat  gruplarinin  indirgenmesiyle = nitrovazodilatéor  ilag  molekiillerinden
sentezlenmektedir. NO’yu sentezleyen Endotelial Nitrik Oksit Sentaz(eNOS3) enzimi
teka, graniiloza hiicrelerinde ve oositin ylizeyinde folikiiler gelisim boyunca sentezlenir

ve bir¢ok biyolojik siirecte 6nemli rollere sahiptir [15].

SMAD aile tyesi-5 (SMADS) geni ise graniiloza hiicrelerinin fonksiyonunu direkt
olarak etkileyebilir. SMADS geni graniiloza hiicrelerinin gelisiminde de onemli rol
oynayan bir regiilatordiir. SMADS5 geni Bone morphogenetic protein (BMP), sinyal
yolaginin anahtar genlerinden birtanesidir ve bu sinyal yolagi apopitozis
mekanizmasinda gorev alir. SMADS geni disi fertilitenin regiilasyonunda da 6nemli
role sahiptir. SMADS5’in ovaryan graniiloza hiicrelerinde ger¢eklesen apopitozisteki
roliinii arastirmak i¢in yapilan bir ¢calismada, SMADS mRNA’s1 kullanilarak kiiltiire
edilmis graniiloza hiicrelerinde bu gen inhibe edilmistir. SMADS inhibisyonu ile birlikte
Fas, Fasl, kaspaz 8 ve 3 gibi apopitosisin arttigmin isareti olan genlerin
ekspresyonlarinin arttig1r gézlenmistir. Bu sonuglar graniiloza hiicrelerinde apopitosisin

regiilasyonunda SMADS5’in 6nemli rol oynadigini gostermistir [17].

Literatiirde  folikiiler ~gelisim boyunca graniiloza hiicrelerinin  kok  hiicre
poplilasyonundan koken aldig1 bircok c¢alismada rapor edilmektedir. Graniiloza
hiicrelerinin kok hiicre karakteristigi gostermelerinin ana kaniti ise telomer bolgeleri ve
telomeraz enzimidir. Telomer bdlgeleri kromozomlarin u¢ kisminda yeralan
kromozomun biitiinliigiinii ve stabilizasyonunu saglayan tekrar bolgeleridir. Hiicreler
boliindiikge her boliinmede telomer bolgeleri telomeraz enzimi tarafindan sentezlense
de hiicre yaslandik¢a bu bolgeler kisalir. Telomeraz enzimi Telomeraz Revers
Transkriptaz (TERT) ve Telomeraz RNA (TERC) olmak {izere iki alt {initeden olusur.
TERT geni telomeraz enziminin aktivitesinin primer regiilatoriidiir. Ayrica TERT geni,
Telomeraz enziminin aktivasyonunun mekanizmasinda gorev almasminin yaninda,
telomeraz enziminden bagimsiz olarak apopitosisin regiilasyonunda gorev alir. Artan

apopitosis ile azalan TERT geni ekspresyonu ile koreledir [18, 19]. 3.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Kayseri Erciyes Universitesi Tip Fakultesi Tiip Bebek Merkezinde Subat
2016-Nisan 2017 tarihleri arasinda, IVF/ICSI-ET i¢in kontrollii over hiperstimulasyonu
uygulanan, kotli over yanith oldugu kabul edilen 20 kadin ve normal over yanith 16
kadindan olusmaktadir. Tiim hastalardan ¢alismaya katilmay1 kabul ettiklerine dair
bilgilendirilmis yazili onam alinmistir. Calisma icin, Kayseri Erciyes Universitesi Tip

Fakultesi Klinik Aragtirmalar ve Etik Kurul onay1 alinmistir.
Calismaya dahil edilme kriterleri;
- Ileri maternal yas (>40 )ya da zayif ovaryan yanit i¢in diger risk faktdrlerini tagimasi

- Daha &nceki IVF denemesinde zayif ovaryan yanit dykiisiiniin olmasi( konvansiyonel

ovaryan hiperstimulasyon yontemleri ile 3’den az oosit elde edilmis olmasi)
- Anormal ovaryan rezerv testi olmasidir [4]

Infertilite sikayeti ile bagvuran tiim hastalarin ayrintili tibbi ve reproduktif dykiileri
alindi. Hastalar, gecirilmis ya da mevcut hastaliklar, gegirilmis ameliyatlar,
kullandiklar1 ilaglar, sigara, alkol kulanimi, menstrual diizenleri, infertilite siiresi,
oncesinde gebelik elde edilip edilmedigi, elde edildi ise nasil sonuglandigi, daha 6nce
yardimla iireme tedavisi alip almadigi, aldi ise nasil bir tedavi oldugu ve ne sekilde

sonuclandigy, erkek faktorii olup olmamasi yoniinden sorgulandi.

Yas, boy, viicut agirligi, BMI kaydedildi. Mensturasyonun 3. giinii FSH, LH, E2,
Progesteron, TSH, Prolaktin ve tetikleme giinii E2 ve Progesteron degerleri 6l¢iildii ve
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TV USG ile endometrium ve AFS’lart degerlendirildi. Ovaryan stimulasyon siiresi,
kullanilan toplam gonadotropin dozu, aspire edilen folikiil sayisi, elde edilen oosit sayisi

ve toplanan matiir oosit sayilar1 kaydedildi. Erkegin spermiogram degerleri not edildi.

Tiim hastalara gonadotropinlerle kontrollii ovaryan hiperstimulasyon uygulandi. Koti
over yanith olarak kabul edilen 11 kadina yiiksek doz ( menstrual siklusun 3. giinii 375
IU FSH +75 IU LH baslandi, dominant follikiil ¢ap1 >14 mm ve veya E2 400 pg/ml
oldugunda hCG giiniine kadar 0.25 mg/giin GnRH antagonisti eklendi), yine kotii over
yanitl oldugu kabul edilen 9 kadina da mild protokol (menstrual siklusun 2. giiniinden
baslayarak 5 giin siireyle 100 mg Klomifen sitrat baslandi, siklusun 6. giini 187.5
IU/giin rFSH +75 1U/giin rLH baglandi ve dominant follikiil ¢ap1> 14 mm veya E2 >400
pg/ml oldugunda hCG giiniine kadar 0.25 mg/giin GnRH antagonisti eklendi)
uygulandi. Normal over yanitli 16 kadindan olusan kontrol grubuna ise 225 IU FSH +75
IU LH uygulandi. Follikiil boyutunu takip etmek amaciyla giinliik TV USG yapildi.
Cap1 >18 mm iki ya da daha fazla folikiil saptandiginda ovulasyonu uyarmak amaciyla
human chorionic gonadotropin alpha (hCG, Ovitrelle 250 mcg enjektdr, Serono)

yapildi.

hCG yapildiktan 36 saat sonra TV USG esliginde yumurta toplama (oocyte pick-up,
OPU) islemi aymi kisiler (SAHIN Y., AYGEN E.M, ULUDAG 8S.) tarafindan
gerceklestirildi. OPU isleminden 2-5 giin sonra ET gerceklestirildi. Transferden sonraki
14. glinde kanda kantitatif beta-human chorionic gonadotropin (hCG) dl¢liimii yapildi.
Test sonucunun pozitif oldugu durumda gebeligin saglikli olup olmadigim
degerlendirmek i¢in 2 giin sonra test tekrar1 yapildi. Saglikli bir artis gézlenen hastalar
15 giin sonra USG kontroliine ¢agirildi. USG kontroliinde endometrial kavitede fetal
kardiyak aktivite izlenen olgular klinik gebelik olarak degerlendirildi.

OPU islemi yapildiktan sonra graniiloza hiicreleri hyaluronidaz i¢eren modifiye insan
tubal sivist ortaminda oositten acgiga ¢ikarildi. Graniiloza hiicrelerinden RNA
izolasyonlar1 yapildi, elde edilen RNA Orneklerinden cDNA sentezi yapildi ve
sentezlenen cDNA -20 dercede saklandi. Calismanin sonunda cDNA o6rneklerinden Real

Time PCR ile genlerin ekspresyonu belirlendi.
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3.1. Graniiloza Hiicrelerinden RNA izolasyonu

1. Ependorf tiip i¢ine alinan folikiil s1vis1 iizerine 800ul Trizol eklendi.

2. Daha sonra ayni tiip igerisine 0,8 ul glikojen eklendi ve enjektor yardimi ile hiicreler

homojenize edildi

3. 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra iizerine 160 pl kloroform eklenmistir ve 15

sn kuvvetli sekilde vortekslendi.

4. 5 dk oda sicakliginda bekletildi ve 12.000 g’ de 20 dk +4’C de santriflij edildi.

Santrifiij sonunda olusan akoz faz yeni bir tiipe alindi.

5. Alman akdéz faz miktarn kadar (1:1) tiipiin icerisine isopropanol eklendi ve
vortekslendi. Ornekler 5dk oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda 12.000 g’ de 10 dk
+4’ C de santirfiij edildi.

6. Santrifiij sonunda olusan siipernatant atildi. Pellet {izerine yikama islemi i¢in 1000 pl
%75’ lik etanol eklendi ve kisa bir vortex yapildi. Sonrasinda 7500 g’ de 5 dk +4° C de
santrifij edildi.

7. Santriflij sonunda silipernatant atildi. Pellet iizerine tekrar 1000 pl %75’ lik etanol
eklendi ve kisa bir vortex yapildi. Tekrar 7500 g’ de 5 dk +4° C de santrifiij edildi.

Santifiij sonunda {istte olan supernatant kisim atildu.

8. Geriye kalan dipteki pellet kisim tiipiin agz1 agik bir sekilde oda sicakliginda 10dk
bekletildi. Etanoliin u¢gmas1 saglanmistir. Sonrasinda pellet tizerine 60 pl Niikleaz Free

Water eklendi ve resiispanse edildi.

9. Nanodrop cihazinda RNA konsantrasyonu 6l¢iildii ve ¢alisilincaya kadar érnekler -

80°C ‘ye kaldirild1.

3.2. cDNA Eldesi

Calismaya baslamadan O6nce hastalara ait biitlin RNA 6rnekleri numaralandirildi. PCR
tiipleri iizerine bu numaralar yazildi. cDNA sentezi icin ROCHE marka Transcriptor

High Fidelity cDNA sentezKit (Katalog No: 05091284001) kullanilda.

(NOT: cDNA sentezi yapabilmek i¢in RNA konsantrasyonlar1 10ng — 100ng arasinda

olmalidir.)
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cDNA sentezi ROCHE marka Transcriptor High Fidelity cDNA Kit protokoliine gore
yapildi.

1. Reaksiyon Mixinin hazirlanmasi

Her bir 6rnek igin

(hasta sayis1 X tablodaki miktarlar)

Random Primer 1 ul
Oligo Primer 1 ul
dH,0 4.4 ul
RNA 5ul

Hazirlanan miks ¢ok kisa siire vortekslendikten sonra, tekrar ¢ok kisa siire santrifiij
edildi. Ardindan her bir PCR tiipline 6,4 ul miks mikropipet araciligi ile dagitildi. Daha
sonra her bir tiiplin lizerine 5’er pl RNA 6rnegi eklendi ve hazirlanan tiipler PCR

cihazina konuldu.

PCR Programu;

65 °C 10 dakika

2. Mix Hazirlamsi;

Her bir 6rnek i¢in
(hasta sayis1 X tablodaki miktarlar)
Reaction Buffer 4 ul
Protector RNase Inhibitor 0,5 ul
Deoxynucleotid mix 2 ul
DTT Il
Revers Transkriptaz 1,1 pl

PCR sonunda ¢ikan iiriinler lizerine hazirlanan 2. Mix daha 6nceki tiipler iizerine 8,6 pl

dagitildi. Ardindan da tekrar PCR cihazina konuldu.
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PCR Programinin devamsi;

29 °C 10 dakika
48°C 60 dakika
85°C 5 dakika
4°C 0

PCR sonunda elimizde 20ul ¢cDNA iiriinii olusmustur.

3.3. Preamplifikasyon Asamasi

PreAmplifikasyon i¢in Roche marka c¢cDNA Pre-AMP Master Kit (Katalog No:
06720455001) kullanildi. Elde Ettigimiz ¢cDNA’ lar 1:5 oraninda RNase Free Water ile
sulandirildi. Ekspresyon i¢in ¢aligilacak olan her bir gen yeni bir ependorf tiipte %10
seyretildi. Sonrasinda seyreltilen herbir genden 1,4 pl alind1 ve ependorf tiipe primer

mix hazirlandi.

Primer mix

%10 Actin 1,4 ul
%10 Birc5 1,4 ul
%10 OXSR1 1,4 ul

Primerler %10 Hifla 1,4 ul
%10 Tert 1,4 ul
%10 Nos3 1,4 ul
%20 Smad5 1,4 ul

Pre-AMP Master Mix Sul

dH,O 52 ul

cDNA 5ul

Miks hazirlandiktan sonra vortekslendi ve kisa santrifiij yapildi. Ardindan herbir PCR
tiipiine 20 pl miks dagitildi. Daha sonra tizerlerine 5 pl cDNA eklendi ve PCR cihazina

konuldu.
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PCR Programu;

95 °C 1 dakika

95 °C 15 saniye

60 °C 4 dakika 13 dongii
4°C 0

PCR sonunda 25ul PreAMP ¢cDNA iiriinii elde edildi.

3.4. Real-Time PCR

Real Time PCR’da belirlenen genlerin mRNA ekspresyonlarint belirleyebilmek icin
Roche marka LightCycler® 480 Probes Master Kit (Katalog No: 04707494001)
kullanildi. Daha o6nceden elde ettigimiz PreAMP cDNA iiriinleri 1/40 oraninda

sulandirilda.

Her bir ornek icin (hasta sayis1 X tablodaki

miktarlar)
Probes Master 10pl
Primer Prob Tul
dH20 4ul
PreAMP cDNA ornegi(1/40) Sul
Toplam Hacim 20ul

PreAMP cDNA iiriin hari¢ diger malzemeler (hasta sayis1 X tablodaki miktarlar) 1,5ml’

lik ependorf tiipe konuldu ve reaksiyon miksi hazirlandi. Hazirlanmis olan miks 96’ lik

plate i¢ine 15°er pl dagitildi. Daha sonra tizerlerine hastalara ait PreAMP {iriinlerden 5

ul eklendi. Ardindan plate {izeri seffaf kapatici ile kapatilip kisa santrifiij yapildi. Daha
sonra Roche LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazina yerlestirildi.

House-keeping gen olarak B-Actin kullanildi. Biitiin 6rnekler maniplasyondan dolay1

dogabilecek hatalar1 6nleyebilmek i¢in herbir 6rnek cift calisildi.
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Roche LightCycler® 480 II Real Time PCR Programu;

Pre-inkiibasyon 95 °C 10 dakika
95 °C 10 saniye

Amplifikasyon 60 °C 30 saniye 45 Dongii
72 °C 1 saniye

Sogutma 40 °C 30 saniye

3.5. Analiz

Elde edilen CT degerleri Roche LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazinda

normalize edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Karakteristikleri

Hastalarin demografik ozellikleri tablo 1’de verilmistir. Hastalarin ortalama yasi,
yilksek doz uygulanan grup icin 34.73+5.82, diisik doz uygulanan grup igin
34.89+6.43, kontrol grubu icin 25.56+£2.92 (y1l £ s.s.) olup, fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). BMI degerleri ayn1 sira ile 24.59+2.44, 26.61+4.04 ve
25.56+4.29 kg/m2 olup istatistiksel anlamli degildi (p>0.05).

Hastalarin ortalama infertilite siirelerine bakildiginda yiliksek doz uygulanan grupta
8.82+5.75 wyil, diisiik doz uygulanan grupta 4.26+3.96 yil ve kontrol grubunda ise
4.4442.19 w1l olup yiiksek doz uygulanan gruptaki daha uzun infertilite siiresi
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). 1.grup ve 2.grup hastalarin bazal
FSH degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemesine ragmen (p>0.05),

yiiksek doz Gn baslanan grupta FSH degerlerinin daha yiiksek oldugu izlenmistir.

AFS sayis1 kontrol grubunda, diger iki gruba gére 6nemli dlgiide yiliksek olup istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Tiim gruplar arasinda ortalama bazal E;, TSH ve

Prolaktin igin ii¢ grup arasinda anlaml bir fark izlenmemistir (p>0.05) (Tablo 1).
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Tablo 1.Hastalarin demografik 6zellikleri ve bazal hormon degerleri

Kotii Over Yanmth Hastalar Normal Over Yanith Hastalar
YiiksekDoz (Grup 1) n=11 DiisiikDoz (Grup 2) n=9 Kontrol grubu n=16 P
Ortts.s Med. (25p-75p) Ortts.s Med. (25p-75p) Ortts.s Med. (25p-75p)
Yas (Yil) 34.73 £ 5.82 36 ( 29- 40) 34.89 + 6.43 37 (28.5- 39)* 2556 £2.92 24.5 (23 - 28)° <0.001
BMI (kg/m2) 24.59 +£2.44 24 (23- 27) 26.61 £4.04 26 (23.5-30.5) 25.56 +4.29 245(2.25-28) 0.590
Infertilitesiiresi (Y1l) 8.82+£5.75 10 (3.5-14) 426 +3.96 3(1.67-7) 444 +2.19 4.5(2- 6.5) 0.070
FSH (mU/ml) 10.37£5.98 9.1(7-13.7) 794 +4 7.1(4.7- 10.85) 7.09+1 7.04(6.6-8) 0.200
LH (mU/ml) 6.75+2.07 7.2(5-8.6) 5.56+2.79 5.6 (3.72 - 7.45) 6.52+2.17 6.45(4.15-8.2) 0.632
PROLAKTIN (pg/L) 16.44 +3.35 16.4 (14 - 18) 19.95+6.81 18.4(143-26.5) 16.39+10.27 14.5(9.25-21.9) 0.330
TSH (mIU/L) 2.08 £0.88 2.33(1.17 - 2.82) 3.6+2.29 3.8(1.55-4.8) 2.32+1.06 2.095(1.6 -2.82) 0.190
AFS 6.18 £4.64 5(3-9)* 5.89+£2.32 6(3.5-7.5)° 1481 +£533  14.5(10.2-20)°  <0.001
2-3. Giin E2 Diizeyi (pg/ml) 72.41 £ 103.86 46 (27 - 58) 79.33 £98.52 47 (38.5 - 64) 68.81 £ 96.54 32 (24 - 56) 0.350

2-3. Giin Progesteron Diizeyi (ng/ml)  0.48 +0.36 0.4 (0.3-0.6) 03+022  0.15(0.15-05) 029+026 0.17(0.1-052) 0.236

*BMI: Body Mass Index (viicut kitle indeksi), FSH: Follikiil Stimiilan Hormon, LH: Luteinizan Hormon, TSH: Tiroid Stimiilan Hormon, AFS: Antral Follikiil Sayisi, E2:
Estradiol
*Ayni1 harfler gruplar arasindaki istatistiksel benzerligi gosterirken (p>0,05), farkli harfler gruplar arasindaki farklilig1 gostermektedir (p<0,05).
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4.2. Siklus Parametreleri

Hastalarin ortalama FSH baslangi¢ dozu yiiksek doz uygulanan grup i¢in 375+75 U,
Diisiik doz uygulanan grup i¢in 187.5+75 IU ve kontrol grubu i¢in 225+75 U idi.
Ortalama stimiilasyon siiresi 1. grup igin 9.09+1.92 giin, 2.grup i¢in 8.89+0.6giin ve
kontrol grubu igin 8.63+ 1.15 giin ve siklus siiresince uygulanan toplam Gn dozu
ortalama ayni sira ile 3726.14 + 894.09 1U, 1137.5 + 262.5 1U, 2582.69 + 334 IU idi.
Uygulanan gonadotropin dozundaki fark 1. grupda diger iki gruba kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur(p<0.05).

Ovulasyon tetikleme giinii ortalama E2 degeri yliksek doz uygulanan grup i¢in 1016 +
849.95 pg/mL (365-1027araliginda), diisiik doz uygulanan grup igin 764.56 + 552.16
pg/ml (429.5 — 1182 araliginda ) iken kontrol grup igin 1444.63 £ 1177.05 pg/ml (681 —
2168 araliginda ) idi. Kontrol grubundaki hastalar i¢in ovulasyon tetikleme giinii
ortalama E; degeri yiiksek olsa da diger iki gruba gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p>0.05).

Tetikleme giinii aspire edilen toplam follikiil sayis1 ayni sira ile 5.45 +5.12, 1.67 £ 0.71,
6.88 = 3.01 olarak goriildii. Kontrol grubunda aspire edilen follikiil sayis1 ve alinan oosit
sayisi, yiuksek doz ve diisiik doz gonadotropin uygulanan diger iki grupla
karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0.05) (Tablo 2).

Tetikleme giinii TVUSG ile olgiilen ortalama endometrium kalinliklart yiiksek doz
uygulanan grup i¢in 9.64 £ 2.11 mm, diisiik doz uygulanan grup i¢in 7.94 £ 2.35 mm,
kontrol grubu i¢in 10.69 + 3.66 mm olarak 6l¢iildii. Ancak her {i¢ grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlaml olarak degerlendirilmemistir (p>0.05) (Tablo 2).
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Tablo 2.  Gruplarin kullanilan r-FSH dozu ve stimiilasyon siireleri, HCG giinii E; ve P agisindan karsilastirilmasi. Aspire edilen folikiil sayisi,
Toplanan oosit sayisi, Matiir oosit sayisinin gruplara gore dagilimi

Kotii Over Yanith Hastalar

Normal Over

Yanith Hastalar

Yiiksek Doz Diisiik Doz Kontrol / p
(Grup 1) (25p-75p) (Grup 2 (25p-75p) (25p-75p)
n=11 n=9 n=16
Ovaryan stimiilasyon siiresi (giin) 9(8-10) 9(85-9) 9(8-9) 0.705
Total gonadotropin dozu(IU) 4050 (3150 - 4500) ? 1050 (918.75 - 1312.5)° 2700 (2400 - 2700) © 0.000
HCG_giinii E2 diizeyi(pg/ml) 760 (365 - 1207) 530 (429.5 - 1182) 989.5 (681 - 2168) 0.394
HCG giinii progesterone diizeyin(ng/ml) 0.62 (0.5-1.07)® 0.32 (0.195 - 0.51)® 0.71(0.28 - 1.14)° 0.047
Aspire edilen follikiil sayisi 5(1-6)2° 2(1-2)° 7 (5.25 - 8.75)" 0.001
Alman oosit say1si 1(1-3)° 1(1-2)° 45 (3-7.75)"° 0.001
Toplanan oosit say1si 1(0-4)2° 2(0-2)° 3(2.25-4)° 0.020
Endometrium kalinligi(mm) 10 (9- 11)° 8 (5.75 - 10)® 11 (9.25 - 13)° 0.035

* Ayni harfler gruplar arasinda istatistiksel benzerligi gosterirken (p>0,05), farkli harfler gruplar arasindaki farkliligi gostermektedir (p<0,05).



Stimiilasyon siireleri, diisiik ve yiiksek doz tedavi verilen hastalar ve normal over yanitl

hastalar arasinda benzer olarak izlendi.

Diisiik doz gonadotropin uygulanan grup i¢in kullanilan toplam gonadotropin dozu
yiiksek doz gonadotropin uygulanan grup ve kontrol grubuna gére anlamli derecede az

olarak bulundu ve istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (p<0,05).

HCG giinii Ey, P, aspire edilen folikiil sayisi, toplanan oosit sayisi ve matiir oosit sayisi
yiiksek doz tedavi alan hastalarda diisiik doz tedavi alan hastalara gore daha yiiksek
saptanmasina ragmen, fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemistir (p>0,05). Bu
parametreler normal over yanithi hastalarda, diger gruplara gore istatistiksel olarak

anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,05).
4.3. Oosit ve Embriyo Sonuclari

Calismaya toplamda 36 siklus dahil edildi. Caligmaya alinan hastalarin 13’tinde (
%36,1) embriyo transferi yapilamadi. Bu oran 1. grupta 6/36 (%16,6), 2. grupta 4/36
(%11.1) ve kontrol grubunda ise 3/36 (%8.3) idi. Diisiik doz tedavi alan grupta 3
hastada matiir oosit ¢citkmamasi ve 1 hastada fertilizasyon olmamasi nedeni ile toplam 4
hastada, yiiksek doz tedavi alan grupta 2 hastada fertilizasyon olmamasi, 4 hastada ise
matiir oosit ¢ikmamasi nedeniyle toplam 6 hastada, normal over yanitli hastalardan ise 3
hastada sperm ¢ikamamasi sebebiyle siklus iptali yapilmistir. ET yapilamayan
hastalarin dagilimini inceleyecek olursak 1. grupta 6/11 (%54.5), 2. grupta 4/9 (%44,4)
kontrol grubunda ise 3/16 (%18,7) teskil etmektedir

4.4. Gebelik Sonuglar:

Embriyo transferi gergeklestirilen 23 siklusta toplam gebelik oran1 %39,1 (s=9) olarak
tespit edildi. Bu hastalarin 3’niin (%13) B hCG degerleri tekrar diisiis gosterdi ve
biyokimyasal gebelik olarak degerlendirildi. Anembriyonik gebelik oran1 1/23 ( %4.34 )
olarak bulundu. Embriyo transferi gerceklestirilen sikluslarda toplam 9 (%39,1) klinik
gebelik elde edildi. Klinik gebelik gelisen bir hastada (%4.34) 8. gebelik haftasinda
rutin kontrol esnasinda, fetal poliin 8 hafta ile uyumlu oldugu ve fetal kalp atisinin
durdugu gozlendi. Hasta missed abort tanisi ile kiirete edildi. Yiiksek doz tedavi alan

grupta hicbir hastada gebelik elde edilemezken, diisiik doz tedavi alan grupta sadece 1
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hastada (%11.1) biyokimyasal gebelik olusmustur. Kontrol grubunda ise 2’si (%12,5)
biyokimyasal,1’1 (%6.25) anembrionik, 1’1 (%6,25) missed abort, 4’1 (%25) klinik
gebelik olmakla toplam 8 (%50) hastada gebelik elde edilmistir. Yiiksek doz tedavi alan
grupta hicbir hastada gebelik elde edilemezken, diisiik doz tedavi alan grupta sadece 1
hastada (%11.1) biyokimyasal gebelik elde edilmistir. Kontrol grubunda ise 2’si
(%12,5) biyokimyasal,1’i (%6.25) anembrionik, 1’i (%6,25) missed abort, 4’i (%25)
klinik gebelik olmakla toplam 8 (%50) hastada gebelik elde edilmistir

Klinik gebelik elde edilen hastalar, klinik gebelik elde edilemeyen hastalar ile
karsilastirildiginda, ortalama yaslar1 (sirasi ile, 26,25, 25 P =0.270) ve BMI degerleri
(strast ile, 23.9-25.6 kg/m2, P =0.208) benzer olarak bulundu. Klinik gebelik elde edilen
hastalarda en sik infertilite nedeni oligoastenospermi (%44,4) iken, klinik gebelik elde
edilemeyen hastalarda ise ayr1 ayr1 tek basina azalmis over rezervi (%41,7) ve tek

basina agilanamayan infertilite (%41,7) idi.

Tiim gruplarda matiir oosit elde edilen hastalarda fertilizasyon oranlari, transfer edilen
embriyo sayilari, transfer giinii, transfer basina ve siklus basina klinik gebelik oranlari
arasinda fark bulunmadi (p>0.05). Yiiksek doz gonadotropin uygulanan grup ile diisiik
doz gonadotropin uygulanan grup arasinda olusan ve transfer edilen embriyo sayilarinda

fark yokken, kontrol grubunda anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 3. Fertilizasyon orani, olugsan embriyo sayisi,transfer edilen embriyo sayisi ve transfer giiniiniin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Kotii Over Yanith Hastalar Normal Over Yanmith Hastalar
Yiiksek Doz Grupl Diisiik Doz Grup2 Kontrol Grubu
Ort+s.s Med. Ort+s.s Med. Ort+s.s Med. P
(25p-75p) (25p-75p) (25p-75p)
n=11 n=9 n=16
Fertilizasyon oram (%) 61.81 +£46 33.3+433 51.46 + 34.04 0.310
Olusan embriyo sayisi 1.18 + 1P 0.78 £ 0.83° 1.75+0.93° 0.037
Transfer edilen embriyo sayisi 0.64 +0.81° 0.67+0.71° 1.63 +0.81° 0.005
Transfer giinii 1.64 +1.36 1.67+1.58 2.38+1.41 0.402
Klinik gebelik/siklus basma%o 0° 11.11° 43.75° 0.010
Klinik gebelik/transfer basma%o 0 11.11 18.75 0.059

*Aymi harfler gruplar arasinda istatistiksel benzerligi gosterirken (p>0,05), farkly harfler gruplar arasindaki farklihig: gostermektedir (p<0,05).



Yiksek doz tedavi uygulanan 11 hastanin 2’sinde, diisik doz tedavi uygulanan 9
hastanin 3’tinde, kontrol grubu hastalarinin da 3’tinde graniiloza hiicrelerinden survivin
eksprese edilemedi. Survivin ekspresyon diizeyinde 1. grup ve 2. grup hastalar arasinda
fark izlenmemistir, ancak kontrol grubunda survivin ekspresyonu 2. gruba gore daha

yiiksek, 1. gruba gore ise daha diisiik olarak bulunmustur (p>0.05).

HiF-1a diizeyi kontrol grubunda 2. gruba gore yiiksek, 1. gruba gére diisiik olarak
bulunmasina ragmen gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemistir.

(p>0.05).

OXSR1 geni yiikksek doz gonadotropin uygulanan grupta en diisiik diizeyde eksprese
edilirken, en yiikksek olarak diisiik doz gonadotropin uygulanan grupta eksprese
edilmistir. Ancak {i¢ grup arasindaki fark istratistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

SMADS geni en diisiik 2. grupda eksprese edilirken, en yiiksek ekspresyon seviyesine 1.
grupta ulasilmigtir. Fakat gruplar arasi ekspresyon seviyelerindeki fark istatistiksel

olarak anlamli sayilmamistir (p>0.05).

Grantiloza hiicrelerinde TERT ve eNOS3 genleri hicbir grupda eksprese edilememistir
(Tablo 4).
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Tablo 4. Kétii over yanithi ve normal over yanitl hastalarda graniiloza hiicrelerinde genlerin ekspresyon seviyesinin karsilastiriimasi

Kotii Over YanithHastalar

Normal Over YamithHastalar

Yiiksek Doz (Grup 1) Diisiik Doz (Grup 2) Kontrol
Ort+s.s Med. Ort+s.s Med. Ort+s.s Med. p
(25p-75p) (25p-75p) (25p-75p)
n=11 n=9 n=16
BIRC5 0.43 +£0.39 0.32(0.12 - 0.85) 0.86 +1.51 0.22 (0.04 - 1.07) 0.989
242 +6.54 0.26 (0-0.84)
0.62+1.24 0.898
HF1A 0.79+0.8 0.63(0.19 - 1) 034+0.2 0.26 (0.19 - 0.47) 0.312
0.72+1.23 0.35(0.25 - 0.44)
0.59 +0.64 0.75
OXSR1 0.63 +0.47 0.45(0.25-1) 0.54 +0.32 0.54 (0.28 - 0.8) 0.951
0.81+1.22 0.49 (0.29 - 0.76)
0.59+04 0.987
SMAD5 0.7+0.97 04(0-1) 0.32+0.44 0(0-0.72) 0.559
0.33+0.39 0.26 (0-0.4)
0.53+0.78 0.73




Tablo 5. Diisiik ve yiiksek doz tedavi verilen ve matiir oosit elde edilen, matiir oosit
elde edilemeyen hastalarda Survivin, HIF-lo, SMADS5, OXSR1, gen
seviyelerinin karsilagtirilmasi

Yiiksek Doz tedavi (Grup 1)

BIRCS HF1la OXSR1 SMAD5
Orts.s. Ort£s.s. Ort+s.s. Ort+s.s.
Matiir oosit Var 0.38+0.37 | 0.63+0.45 | 0.53+0.34 | 0.59+0.66
Matiir oosit Yok 0.56+0.48 | 1.24+1.45 | 0.89+0.75 1+£1.73
p 0.919 0.682 0.306 0.676
Diisiik Doz Tedavi (Grup 2)
Matiir oosit Var 1.14+18 | 0.38£0.24 | 0.63+£0.36 | 0.48+0.47
Matiir oosit Yok 0.29+0.49 | 0.25+0.1 | 0.36+0.15 0
p 0.195 0.697 0.197 0.09

Diisiik ve yiiksek doz tedavi uygulanan gruplarda matiir oosit elde edilen ve elde edilemeyen hastalarda
BIRC5, HFla, OXSR1 ve SMADS genlerinin ekspresyonlari arasinda anlamli farklilik izlenmedi.

Grup 1 (yliksek doz), grup 2 (diisik doz) ve Kontrol gruplari arasinda graniiloza

hiicrelerinde genlerin ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Fig. 1
BIRCS e
Grup 1 Grulp 2 Kontrol
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Fig.2,3ve4

HIF1a
Grup 1 Grup 2 Kontrol
OXSR1
Grup 1 Grup 2 Kontrol
SMADS
Grup 1 Grup 2 Kontrol

Kot over yanith ve normal over yanith hastalarda genlerin ekspresyon seviyesinin

karsilastirilmasi
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Fig5,6,7ve 8
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5. TARTISMA

Infertilite tiim diinyada ciftlerin %13-15’ini etkilemektedir [1]. Prevalans1 degiskenlik
gostermek 1ile birlikte, gelismis iilkelerde daha az goriilirken, arastirma ve tedavi
imkanlarinin ~ kisith  olmast nedeniyle gelismekte olan iilkelerde daha fazla

goriilmektedir.

IIk IVF bebegin dogumundan itibaren 30 yildan fazla zamandir, gebelik sonuglarini
gelistirmek icin ¢ok c¢esitli KOH protokolleri kullanilmaktadir. GnRH antagonist veya
agonist ko-tedavisi ile birlikte veya tek basina, farkli dozlarda farkli gonadotropin
preparatlar ile degisik protokoller gelistirilmistir. Dahasi, gebelik sonuglarini arttirmak
icin c¢esitli adjuvanlar tedaviye eklenmistir. Suanda, kullanilan KOH protokollerinde
tilkelerdeki demografik yapilar, finansman akis1 ve mevcut yonergeler/mevzuatlara gore

degisiklikler mevcuttur.

Baz1 otorler, klasik stimiilasyon protokollerini hastalarin karakteristiklerine gore
modifiye ederken, ki buna bireysellestirilmis KOH denir, digerleri standart, hasta dostu,

diisiik Gn dozlari igeren diisiik yogunlukta stimiilasyon protokollerini benimsemektedir.

Acikgasi, herkese hitap edecek bir protokol bulunmamaktadir bu nedenle KOH
bireysellestirilmelidir. Hormonal, fonksiyonal ve genetik biyomarkerlar ile en uygun
KOH protokoliinii uygulamak icin ¢aba sarfedilmektedir. Bireysellestirilmis KOH’un
amaci: 1) kotii veya asirt cevap yiiziinden siklus iptallerinin engellenmesi 2)
stimiilasyon yiikiinli en aza indirmek 3) artmis canli dogum oranlar1 4) azalmis cogul

gebelik oranlaridir [26].
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KOH’un bireysellestirilmesi igin stimiilasyona verilen ovaryan cevabin bilinmesi ya da
ongoriilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in hastalar kotii over yanitli, normal over yanith

ve artmis over yanitl olarak ayrilmaktadir.

Bir ¢ok faktor, ovaryan stimiilasyona yetersiz cevap ile iligkili olabilir. Yaslt hastalarda
over rezervinin azalmasi veya geng hastalarda erken ovaryan yaslanma, daha once
gecirilmis ovaryan cerrahi ve pelvik adezyonlar bu sebepler arasinda sayilabilir [3].
Ancak, etyolojisi ne olursa olsun, hastaya dogru stimiilasyon rejimi uygulayabilmek
icin, kotli over cevabinin onceden tespit edilmesi olaganiistii 6Gnem arzetmektedir. Over
rezerv testleri genellikle azalmis over rezervi i¢in tarama testi olarak kullanilmaktadir.
Gonadotropin stimulasyonuna verilen yanitt ve klinik gebelik elde edebilme sansini
ongorebilmek icin glinlimiize kadar yas, bazal serum FSH, bazal serum estradiol, bazal
serum inhibin-B, bazal antimiillerian hormon, bazal ovaryan hacim, bazal antral folikiil
sayisi, ovaryan stromal kan akimi, ovaryan biyopsi, Klomifen sitrat challange test
(CCCT), GnRH agonist stimulasyon test (GAST), eksojen FSH ovaryan rezerve test
(EFORT) gibi over rezervinin indirekt gostergesi olan bircok test kullanilmstir.
Maalesef, ¢ok sayida test onerilmesine ragmen, hicbirisi ovaryan cevabi belirleyebilmek
i¢cin dogru prediktif test olmamaktadir. Bununla birlikte ideal test, ovaryan stimiilasyona

overlerin cevabi gibi goriinmektedir [3].

Bu ¢alismada over rezervini degerlendirmek igin, yas, bazal FSH, bazal estradiol, bazal

antral folikiil sayis1 kullanilmistir.

Mevcut literatiirde genis farkliliklar olmasi nedeniyle kontrollii ovaryan stimiilasyona
kotli over cevabinin insidansini saptamak zordur. Ancak, IVF tedavisi alan hastalarin
%9-24, sikluslarin %9-18’1 KOH uygulanan kadinlarin %2-30’unda koétii over cevabi
bulundugu ortaya koyulmaktadir [28].

Stimiilasyona ko&tii over yaniti veren kadinlar1 tanimlamak i¢in ilk sistematik girisim
2011 yilinda the European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE)
tarafindan yaymlanmis ve ‘Bologna kriterleri’ olarak adlandirilmistir [4]. Bologna
kriterlerine gore, asagidaki 3 maddeden 2 sine sahip olmak, POR tanimi igin yeterli
kabul edilmektedir [4];
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(1) Ortalama maternal yas ( > 40 yi1l) veya herhangi bir bagka risk faktori,

(i)  Daha 6nce uygulanan tedaviye kotii ovaryan cevap gelistirmek (siklus iptali

veya klasik protokol ile < 3 oosit gelismesi),

(iii) ~ Anormal bir over rezerv testi (ORT) AFS < 5-7 follikiil veya AMH <0.5-1.1
ng/ml — ESHRE’ye gore AFS ve AMH, ovaryan rezervi predikte etmekte 3.
giin follikiil stimiiledici hormon (FSH) diizeyine gore daha anlamli

olmaktadir.
Bu calismada, hastalar Bologna kriterleri esas alinarak dahil edilmistir.

Yas faktorii ve anormal ORT yoklugunda ise, daha Once maksimum stimiilasyon
sonrasinda iki kez kotli ovaryan cevap gelistirmis olmasi da hastanin kotli over yanitl
olarak tanimlanmasi igin yeterli olarak kabul edilmektedir (Bologna kriterlerinin 4.
ozelligi olarak kabul edilmektedir) [5].

Reprodiiktif yaslanma, primordial follikiil havuzunun azalmasi ve oosit kalitesinin
kaybr ile iliskilidir. Bir IVF programinda ovaryan yaslanma azalmis ovaryan cevap ve

azalmis gebelik oranlari ile krekterizedir [24].

Bu c¢alismada yas ve AFS acisindan gruplar arasinda anlamli fark izlenmektedir.
Hastalarin ortalama yasi, yliksek doz uygulanan grup icin 34.73+5.82, diisiik doz
uygulanan grup i¢in 34.89+6.43, kontrol grubu i¢in 25.56£2.92 (yil + s.s.) olup, fark
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). AFS sayist kontrol grubunda, diger iki

gruba gore dnemli Olciide yliksek olup istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

IVF basarist i¢in overlerin stimiilasyona verdikleri cevap son derece onemlidir. Kotii
over yanith hastalarda stimiilasyona yetersiz cevap gelistigi i¢in kullanilan toplam Gn
dozu, stimiilasyon siiresi, siklus iptal oran1 artmakta bununla birlikte elde edilen oosit

say1s1, transfer edilen embriyo sayis1 ve gebelik orani azalmaktadir.

Bu calismada kullanilan toplam Gn dozu yiiksek doz gonadotropin uygulanan grup i¢in
ortalama 3726.14 + 894.09 11U, diisik doz uygulanan grup i¢in 1137.5 + 262.5 U,
kontrol grubu i¢in 2582.69 + 334 IU idi. Her ii¢ grup arasinda istatiksel olarak anlamli
bir fark elde edilmistir (p<0.05).
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Kotli over yanith hastalarda siklus iptal oranlarinin fazla olmasi, tedavi siirecini
olumsuz etkilemekte ve hayal kirikligit meydana getirmektedir. Ovaryan stimiilasyona
kotii yanit daha ¢ok yas ile iliskili olsa da geng kadinlarda da goriilebilmektedir. Bazen
normal FSH degerlerine sahip gen¢ kadinlarda da agresif tedavi protokoliine ragmen

siklus iptalleri meydana gelebilmektedir [42].

Bu ¢alismada siklus iptal oranlarinin yas ile dagilimina baktigimizda 20-35 yas grubu
hastalar i¢in bu oran %38,5 (5=5), 35-45 yas grubunda ise % 61,5 (s=8) olup iki katina
yakin bir fark izlenmistir. Bu durum kotii over yanith hastalarda en 6nemli prognostik

faktoriin yas oldugu gergegi ile uyumludur.

Klinisyenler, kotli over yanith hastalar i¢in, GnRHa’in farkli dozlarin1 kullanarak, Gn
diizeylerini arttirarak, estrojen, GH, CC veya kontraseptif tablet ekleyerek ya da dogal
siklus takibi yaparak ¢cok degisik yontemler denemislerdir [42].

[k basarili IVF gebeligi naturel siklusta elde edilen tek bir oositten gelisen embriyonun
canli dogumu ile elde edilmistir. Naturel siklusta IVF uygulamalarinda diisiik basari
oraninin nedeni, erken LH piki ve ovulasyona bagl yiliksek oranda siklus iptalleri idi.
GnRH agonistlerinin ve daha sonra antagonistlerinin IVF pratiginde uygulanabilirligi
daha az monitorizasyon ve daha yiiksek gebelik oranlar1 ile basarinin artmasina
saglamistir. GnRH agonist uygulamasi kisa bir siire gonadotropin hipersekresyonundan
sonra hipofizer desensitizasyon ile gonadotropin supresyonu yapar. Antagonistler ise
GnRH reseptdrlerinin kompetitif inhibisyonu ile hizli gonadotropin supresyonuna neden
olurlar. Antagonist kullanimmin endojen gonadotropinlerin akut stimulasyonu
olmamasi, analog tedavilerin kisa slirmesi, gonadotropin ihtiyacinin azalmasi, folikiil
kisti gelisim riski olmamasi ve daha az oranda OHSS gelismesi gibi gosterilmis
avantajlar1 vardir. Antagonistlerin agonistlere gore dezavantajlari ise klinik gebelik
oranlariin diisik olmasi, gilinlilk uygulamaya uyulmasi gereklili§i ve baz1 hastalarda
LH takviyesi gerekliligidir. Karsilastirilmali calismalarda randomize edilen hasta basina
canlt dogum oranlarinda fark olmadigi unutulmamalidir ve protokol se¢imi avantajlar

ve dezavantajlar gozetilerek hastaya yonelik olmalidir.
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Weismann A. ve ark.’nin, yapmis olduklar1 bir ¢alismada yiiksek doz ve flare protokol
uygulayarak randomize edilen 60 hasta dahil edilmistir. Yiiksek doz uygulanan grupta

elde edilen oositlerin ve siklus bagarisinin daha yiiksek oldugu ortaya konulmustur [43].

Malmusi S. ve ark.’nin, yaptig1 diger bir ¢calismada GnRH agonist ve GnRH antagonist
rejimler karsilagtirilmis, elde edilen matiir oosit, fertilizasyon oran1 ve transfer edilen iyi
kalitedeki embriyo sayisinin GnRHa flare protokolde anlamli 6l¢ilide yiiksek bulundugu
gozlenmistir [43].

Merviel P. ve ark.’nin, yaptig1 bir diger ¢alismada 440 kotii over yanithi hasta ¢alismaya
alinmis ve bu hastalara ilk IVF sikluslarinda long GnRH agonist protokolii (P1)
uygulanmistir. Bu siklusta higbir hastada gebelik elde edilememistir. Bu hastalar 2. IVF
siklusu stiresince takip edilmistir. Sonrasinda hastalar esit olarak iki gruba ayrilmis, P2
grubunda kontraseptif hap+flare-up GnRH agonist protokol uygulanirken, P3 grubunda
GnRH antagonist protokol uygulanmistir. Elde edilen ve transfer edilen oosit sayis1 P2
grubunda anlamli derecede yliksek olmasma ragmen, implantasyon ve devam eden

gebelik orani her 2 grupta (P2, P3) esit olarak saptanmustir [56].

Schimbern1t M. ve ark.’nin, yaptig1 bir diger ¢calismada 3 grup hastaya farkli protokoller
uygulanarak karsilastirilmistir. 1. gruptaki 68 hastaya CC+FSH+ GnRH antagonist, 71
hastanin dahil edildigi 2. gruba FSH+ GnRH antagonist, 3. gruptaki 75 hastaya ise
FSH+GnRH agonist uygulanmigtir. GnRH agonist protokol CC ve GnRH antagonist
grubuna kiyasla 6nemli derecede yiiksek gebelik orani (%29,3, %5,9 ve 14,1, sirastyla),
daha fazla oosit eldesi, yliksek estradiol seviyesi ve endometrial kalinlik artisi
gostermistir. Her dogan bebek icin ilaglarin maliyeti GnRH agonist protokolii i¢in

digerlerine gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir [57].

Bununla birlikte Avrupa Orta Dogu Orgalutran® ¢alisma grubu tarafindan
gergeklestirilen ¢ok merkezli, randomize bir ¢caligmada, 0.25 mg ganirelix’in etkinligini
ve giivenilirligini degerlendirmek igin, long protokolde triptorelin kullanimi referans
almmistir. Toplamda 236 kadin ganirelix (0,25 mg), 119 kadina ise triptorelin tedavisi
uygulanmistir (2:1 oraninda). Ganirelix tedavisi siklusun 6. giiniinde baslanirken,
triptorelin onceki siklusun 21-24 giinleri arasinda verildi ( yani midluteal fazda).
Ganirelix rejimi triptorelin rejimine kiyasla ortalama 17 giin daha kisa siirdii (9 giline

kars1 26 giin). Ortalama total recombinant FSH dozu ganirelix protokoliinde 450 TU
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daha az kullanildi. Baglangicta follikiiler gelisim hiz1 daha fazla idi, bu nedenle HCG
giinli E; diizeyi daha yiiksek olarak tespit edilmistir. HCG giinii >11mm follikiil sayis1
ganirelix ve triptorelin i¢in sirasiyla 10.1 ve 10.7, ortalama serum E; diizeyi ise 1090
pg/mL ve 1370 pg/mL olmustur. Deneme basina ganirelix ve triptorelin igin 7.9 ve 9.6
osit elde edilmistir. Fertilizasyon orani ve iyi kalitede embriyo eldesi ve implantasyon
oraninin her 2 grup igin benzer oldugu tespit edilmistir. Tedavi sonrasi elde edilen
gebelik oranlarmin da karsilastirilabilir diizeyde oldugu saptandi. Tiim veriler birlikte
degerlendirildiginde ovaryan stimulasyon siiresinin kisaligi, giivenirligi, hastalar
tarafindan daha iyi tolere edilmesi nedeniyle ganirelix yeni tedavi rejimi olarak

diistiniilmektedir [58].

Bu calismada, daha kisa tedavi siiresi, daha diisiikk doz ilag uygulamasi, hastalar
tarafindan daha iyi tolere edilmesi bunun yanisira yapilan calismalarda GnRHa ve
GnRH antagonist protokol arasinda fertilizasyon orani, iyi kalitede embriyo eldesi ve
gebelik oranlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamasi nedeniyle hastalara diisitk dozda
(187.5 +75 1U) ve yiiksek dozda (375 + 75 IU) Gn ile birlikte GnRH antagonist (0.25
mg/giin Cetrotite) uygulandi.

Kuang Y. ve ark.’nin, yaptigi ilging bir ¢alismada ise koti over yanith (Bologna
kriterlerine gore tanimlanmig) 38 kadinda follikiiler ve luteal fazlar boyunca gift
stimiilasyonun etkinligi arastiilmistir. 38 hastaya mild stimulasyon baslanmistir. ilk
oosit elde edildikden sonra follikiil gelisimini artirmak icin HMG ve letrozol uygulanip,
dominant follikiil olgunlandiginda ikinci kez oosit toplanmistir. Birinci asamada elde
edilen oositlerin sayis1: 1.7 = 1.0; Ikinci asamada 3.5 + 3.2 idi. Cifte stimiilasyondan
toplam 167 oosit topland1 ve 38 kadindan 26'sinin (% 68.4) embriyolar1 daha sonra
transfer i¢in donduruldu. Calisma 13 klinik gebelik ile sonuclandi. Calisma, ayni
menstrual siklustaki ¢ift over stimiilasyonunun, kotii cevap verenlerde oosit eldesi igin

daha fazla firsat sagladigini tespit etmistir (Shanghai protokol) [59].

Prapas Y. ve ark.’nin, yaptig1 randomize kontrollii bir ¢alismada 162 normal ovaryan
yanith kadinda uzun GnRH agonist protokolii ve 168 kotii over yanitli kadinda ise
GnRH antagonist protokolii karsilastirilmistir. Transfer edilen embriyo sayisi ve
implantasyon oranlar1 her 2 grup icin de benzer olarak tespit edilmistir. Transfer basina

klinik gebelik oranlart da her 2 grup i¢in farkli bulunmazken, agonist uygulanan grupta
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siklus bagina gebelik orani antagonist grupla karsilagtirildiginda 6nemli derecede
yiiksek bulunmustur (%35,8 ile % 25,6, P<0,05) [60].

Bu calismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Siklus bagina gebelik orani yiiksek doz
uygulanan grup icin %0, diisik doz uygulanan hastalar icin %11.11 olup iki grup
arasinda istatistiksel fark izlenmemistir (p>0.05), kontrol grubunda ise %43,75 olup

diger iki grup ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (P<0,05).

2007 yilinda Baart ve ark.’nin yaptig1 ¢calismada, mild ovaryan stimiilasyon protokolii
ile elde edilen oosit sayisinin daha az oldugu fakat ayni zamanda oosit ve embriyo
kalitesinin daha iyi oldugunu ortaya koyulmustur [61]. Devroey 2004 yilinda mild

protokoliin endometrial reseptiviteyi arttigini gostermistir [62].

Yoo ve ark.’nin, 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 285 kotii over yanith kadin
retrospektif olarak analiz edilmistir. Toplamda 119 siklus mild ovaryan stimiilasyon,
270 siklus ise klasik ovaryan stimiilasyon ile gerceklestirilmis. Analiz retrospektif
olarak yapilmistir. Sonug¢ olarak, m-IVF grubunda stimiilasyon siiresi, kullanilan total
Gn dozu, hCG giinii serum E2 seviyeler, elde edilen oosit sayist ve matiir oosit sayisi
daha diisiik olarak bulunmustur. 37 yas Ustii kadinlarda m-1\VVF grubunda klinik gebelik
orani ve canli dogum orani c-IVF grubundan daha yiiksek olarak bulunmustur ancak bu
sonug istatiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Sonug olarak kotii over yanith hastalarda
mild ovaryan stimiilasyon protokolii, klasik stimiilasyona gore daha diisiik maliyetli ve
hasta dostu bir protokoldiir. Bu nedenle 37 yasin iizerindeki kotii over yanith hastalarda

bu protokoliin uygulanmasi onerilmektedir [63].

Kotii over yanith hastalarin tedavisindeki zorluk ve anlasilmazlik konu ile ilgili
molekiiler diizeydeki aragtirmalar1 6nemli hale getirmistir. Memelilerde, ovaryan
follikiilogenezis, kompleks, endokrin, parakrin ve otokrin faktorler ile diizenlenen bir
stirectir [6]. Bir follikiil, ti¢ farkli hiicre tipinden olugmaktadir: bir oosit ve iki farkli tip

somatik hiicre olan graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri [6].

Kiimiiliis hiicrelerindeki gen ekspresyonu ile ilgili ¢caligmalar sadece oositin biiyiimesi
ve matiirasyonunun anlagilmasmi saglamakla kalmayp aym1 zamanda, oositin
bliylimesindeki molekiiler mekanizmalara ulagsmayr da saglamistir ¢ilinkii kiimiiliis

hiicrelerindeki gen ekspresyonundaki anormallik, oositin biiylimesi ve gelismesinde de
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anormalliklere yol agacaktir [7]. Apopitozis ovaryan follikiiler atrezi ve luteal
regresyona yol acan hiicresel bir mekanizmadir. Apopitotik graniiloza hiicrelerinin
artmis sayisi, bos follikiil, az sayida ve kotii kalitede oosit elde edilmesi, koti kalitede

embriyo olusumu ve kétii fertilizasyon sonuglari ile de iligkilidir [9].

Ovaryan apopitozis i¢in androjenler, GnRH ve analoglar1 uyarici rol oynarken estrojen,
FSH, LH ve hCG inhibitér rol oynamaktadir [64]. IVF sonuglar1 i¢in apopitozisin
derecesi prediktif bir deger olusturmaktadir. Diger organlarda vaskiiler endotel biiyiime
faktorti (VEGF) ve apopitozis arasinda bir iliski tanimlanmis olmasma ragmen bu

durum heniiz insan overinde ¢alisilmamistir [64].

Survivin, apopitozis inhibitdér proteinlerinin (AIPs) en kiiglik {iyesidir ve caspas
inhibitdr fonksiyonu i¢in esansiyeldir [6]. Insan kanserlerinde ve fetal dokuda eksprese
edilir hastaligin agresifligi ile ve kotii sonuglanmasi ile de iligkili bulunmustur [65].
Yapilan ¢aligmalar, survivin’in gdrevlerinin sadece apopitozisin inhibisyonu ile sinirl
olmadigini ayn1 zamanda, mitotik bolinmede de bir kontrol noktasi oldugunu ortaya
koymustur. Son ¢alismalar survivin ekspresyonunun hiicre proliferasyonu ile iliskili
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu dogrultuda ¢ok sayida kanser igin survivin
ekspresyonu arastirilmistir. Survivinin kanserlerin istenmeyen sonuglart ile iliskili

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Fujino ve ark., (2008) infertil hastalarda survivin ekspresyonu iizerinde calistilar ve
endometriozisli hastalarda survivin gen ekspresyon seviyelerinin, male faktdr nedeniyle
tedavi alan hastalara gore anlamli derecede daha diisiik oldugunu buldular. Survivin gen
ekspresyon seviyeleri, gebe hastalarda, gebe olmayanlara gore, gebe olmayanlarda da

male faktor infertil olanlara gore daha fazla oldugunu buldular [54].

Yapilan c¢aligmalarda hiicre dongiisii regiilasyonu ile iligkili bir protein ve apoptozun
inhibitorli olarak hareket eden survivin geninin graniiloza hiicrelerinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi belirtilmis. Bu nedenle, survivin graniiloza hiicrelerinin apopitozdan
korunmasiyla yakindan baglantili ve IVF-ET sonucunu etkiliyor olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Bu ¢alismada yiiksek doz ve diisiik doz Gn tedavisi ile randomize edilen hastalarda
survivin gen ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve en yiiksek ekspresyon orani yiiksek
doz uygulanan grupta goriildii 0.32, mild protokol alan grup i¢in 0.22 ve kontrol
grubunda ise 0.26 olarak bulundu. Yiiksek doz ve diisiik doz tedavi alan kotii over
yanitli hastalar tek grup altinda birlestirildiginde survivin gen ekspresyonu 0.62 + 1.24
olup kontrol grubunda ise 2.42% =+ 6.54 olarak tespit edilmistir. Tiim bu degerler
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Gebelik elde edilen 9 hastadan 7
sinde (%77.7) survivin ekspresyonu saglanmistir. Bu da azalmis survivin

ekspresyonunun, azalmig over rezervi ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Literatlirde farkli stimiilasyon protokollerinin survivin iizerine etkisini gdsteren ve kotii
ve normal over yanith hastalarda survivin ekspresyonunu karsilagtiran bir c¢aligma

bulunmamaktadir.

Hipoksik hiicrelerden salman hipoksi ile indiiklenen factor-1 (HIiF-1); anjiogenik
bliyime faktorlerini kodlayan genlerin transkripsiyonunu aktive etmekte ve
anjiogenezise yol agan endotel hiicrelerini stimule etmektedir. Heterodimerik bir protein
olan HIF-1, HIF-1a ve HIF-1p denilen iki subiinitten olusmaktadir [14]. Son yapilan
calismalar parsiyel HIF-la eksikliginin konjenital kalp hastaliklart ile iligkili
olabilecegini ortaya koymaktadir [66]. HIF-1 a, beyin, kalp, bobrek ve akcigerdeki HIF-
lo mRNA ve protein seviyelerindeki degisiklik ile olusan hipoksi tarafindan

arttirtlmaktadir.

Fare beyninde yapilan calismalar, hipoksi tedavisi sonrasinda survivin ve HIF-1 artisi
oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Sonuglar, HIF-1a ve survivinin hipoksi bagimli hiicre
apopitozisinde koruyucu rol oynadigmi ve hipoksi tarafindan survivinin upregiile

edilmesinin HIF-1o bagimli oldugunu ortaya ¢ikarmustir [10].

Bu caligmada yiiksek doz uygulanan hastalarda HIF la gen ekspresyon diizeyi
0.79+0.8, diisiik doz uygulanan hastalarda 0.34+0.2 ve kontrol grubunda 0.72+1.23
olarak bulunmustur. Kétii over yanith hastalar bir grupta toplandiginda 0.59+0.64 ‘tiir.

Ancak tiim bu degerler istatiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

Basaril1 follikiil gelisimi, follikiil biiylimesini destekleyecek ve hiicreyi apopitozdan

koruyacak survival faktorlerin varligina baghdir. IVF veya ICSI sikluslarinda ovulasyon
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indiiksiyonu  siirecinde oosit kalitesinin belirteci olarak luteinize graniiloza
hiicrelerindeki apopitozisin etkisi hakkinda literatiirde yer alan tartismalara ragmen bu
hiicrelerdeki survival faktorlerin prognostik role sahip oldugu tahmin edilmektedir.
Omegin, prognoz icin survivial faktorlerin gegerliligi IGFs ailesi tarafindan
saglanmaktdir. ICF1, ICF2 ve reseptorleri, IVF tedavisi altindaki kadinlarda normal
over yanithlar ile karsilastirildiginda azalmis over yanith kadinlarin ovaryan graniiloza
hiicrelerinde down-regiile edildigi bulunmustur [52]. Ancak, luteinize graniiloza
hiicrelerinde diger bazi survival faktorlerin ekspresyonuna ait klinik isaretler hakkinda

daha fazla calisma gerekmektedir.

Serbest radikal tiirleri degisken ve yiiksek Olglide reaktiftir. Niikleik asit, lipit, protein,
karbonhidrat veya hastalik ya da hiicresel yaralanma ile sonuglanan zincir reaksiyon
kaskadina neden olan molekiillerden elektron aldiktan sonra kararli hale gelmektedir.
Serbest radikal tiirlerinin iki ana tipi vardir; reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif
nitrojen tiirleri (NOS) [67].

ROS 100’den fazla hastaslik ile iliskilendirilmektedir. Bu durumlar kadin
infertilitesinde fizyolojik ve patolojik role sahiptir. Cok sayida hayvan ve insan ile
yapilan caligmalarda kadin lireme sisteminde (overler, fallop tiipleri ve embriyolarda)
ROS’un varligi tanimlanmistir. ROS, oosit matiirasyonu, ovaryan streoidogenezis,
korpus luteum fonksiyonu ve luteolizis gibi fizyolojik reprodiiktif fonksiyonlarin tiim
spektrumunun diizenlenmesi ile iligkilidir [67]. ROS-iligkili kadin fertilitesindeki
bozukluklar ortak etiopatogenik mekanizmalara sahip olabilir. Literatiirde OXSR1 geni
ile graniiloza hiicreleri ve infertilite arasindaki iliskiyi gdsteren herhangi bir ¢alisma bu
tarihe kadar yapilmamistir. NO, L-arjininin, nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi ile L-
sitriiline enzimatik doniisiimii siirecinde meydana gelmektedir. Reaktif nitrojen tirlinleri
astim, iskemik/reperfiizyon hasar, septik sok ve ateroskleroz ile iliskilidir. 3 tip NOS
vardir; endotelyal NOS (eNOS), néronal NOS (nNOS), indiiklenebilir NOS (iNOS).
eNOS, teka hiicrelerinden, graniiloza hiicrelerinden ve follikiiler gelisim sirasinda
oositin g¢evresinden eksprese edilmektedir [70]. Ancak literatiirde infertil hastalarda

graniiloza hiicrelerinden eNOS ekspresyon diizeyine dair bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Khorram O. ve ark.’nin, yapmis olduklar1 immiinohistokimyasal analizde, eNOS,

agirhikli  olarak glandiiler epitel ve vaskiiler endotelde eksprese edilmistir.
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Endometriyozisli kadinlarin 6topik endometriumunda, fertil kontrol grubu ile
kiyaslandiginda eNOS ekspresyonunun gerceklestigi  bildirilmistir. Endometriyal
proteinin ekspresyonunun bu anormal kaliplar1 bu gibi durumlarda sik goriilmektedir ve
bu hastaligin patofizyolojisinde daha fazla bilgi saglayabilmektedir. Ayrica, embriyo
implantasyonu boyunca yiikksek eNOS ekspresyonu, endometriyumun implantasyona

daha az duyarli olmasina neden olabildigi 6ne siiriilmiistiir [68].

Wang J.H.ve ark.’nin, yaptig1 bir ¢alismada endometriozis kaynakli infertil grup ve
kontrol grubu arasinda eNOS seviyeleri karsilagtirllmistir. Endometriozis kaynakl
infertil olan 30 hastada eNOS'un endometriyal ekspresyon diizeyi in situ serviks
karsinomu olan 19 kadinin dahil edildigi kontrol grubuna goére daha yiiksek tespit
edilmistir. Endometriozisli kadinlarda 3 aylik GnRH-a tedavisi sonrast eNOS
ekspresyonunu azaldigi da bildirilmistir. Ayrica serum E; veya P konsantrasyonlarinin
in vivo endometriumda eNOS'un ekspresyon seviyeleri ile korele oldugu ilk kez Wang

J.H. ve ark.’nin yaptigibu ¢alismada gosterilmistir [69].

Bizim ¢alismamizda ise graniiloza hiicrelerinden eNOS ekspresyonu kontrol grubu dahil

hicbir hastada saglanamamustir.

Oksidatif stres yasla birlikte azalan fertiliteyi modiile eder. Bir¢ok calismada infertilite
ve fertilitenin degerlendirilmesinin patofizyolojisinde oksidatif stresin 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Pek ¢ok caligma, kadin infertilitesinin prevalansini, viicudun
cesitli kritik mikro ve makro cevresindeki oksidatif stres seviyelerindeki artis ile

iliskilendirmislerdir.

Oxidative stress responsive 1 (OXSR1) gen iriinii Serin/Treonin protein kinaz ailesi
tiyesidir. Cevresel strese cevapta kinazlarin downstreamini regiile eder ve aktin hiicre
iskeletinin regiilasyonunda rol alir. Ayrica bu gen oksidatif stres nedeniyle gerceklesen
hiicre oliimii ve proliferasyonunun kontroliinde 6nemli rol oynar [16]. Literatiirde
OXSRI1 geni ile graniiloza hiicreleri ve infertilite arasindaki iliskiyi gosteren herhangi

bir ¢alisma bu tarihe kadar yapilmamaistir.

Bu calismada yiiksek doz uygulanan hastalarda OXSR1 gen ekspresyon diizeyi
0.63+0.47, disiik doz uygulanan hastalarda 0.54+032 ve kontrol grubunda 0.81%1.22

olup bu degerler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
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SMAD aile iiyesi-5 (SMADS) geni ise graniiloza hiicrelerinin fonksiyonunu direkt
olarak etkileyebilir. SMADS5 geni graniiloza hiicrelerinin gelisiminde de onemli rol
oynayan bir regiilatordiir. SMADS5 geni Bone morphogenetic protein (BMP), sinyal
yolaginin anahtar genlerinden birtanesidir ve bu sinyal yolagi apopitozis
mekanizmasinda gorev alir. SMADS geni disi fertilitenin regiilasyonunda da 6nemli
role sahiptir. SMADS5’in ovaryan graniiloza hiicrelerinde gerceklesen apopitozisteki
rollinii arastirmak icin yapilan bir ¢calismada, SMADS5 siRNA’s1 kullanilarak kiiltiire
edilmis graniiloza hiicrelerinde bu gen inhibe edilmistir. SMADS inhibisyonu ile birlikte
Fas, Fasl, kaspaz 8 ve 3 gibi apopitosisin arttiginin isareti olan genlerin
ekspresyonlarinin arttig1r gézlenmistir. Bu sonuglar graniiloza hiicrelerinde apopitosisin

regiilasyonunda SMADS5’in 6nemli rol oynadigini géstermistir [17].

SMADS anjiyojenik siiregle iliskilendirilmistir, c¢ilinkii SMADS5 eksikligi olan

embriyolarin, yolk kesesi ve damarlarin gelisiminde basarisiz olunmustur.

Ayrica SMADS, kan damarlarinin hem endotel hiicresinde hem de ¢evreleyen
mezenkimal hiicrelerde anjiyojenezin erken asamalarinda eksprese edilmekte, bu da
SMADS'in kan damarlarinin olusumu sirasinda endotel ile mezensimin arasindaki

etkilesime aracilik edebilecegini diistindliirmektedir.

Bu ¢alismada SMADS gen ekspresyonu icin yiiksek doz uygulanan hastalarda 0.7+0.97,
diisiik doz uygulanan hastalarda 0.32+0.44 ve kontrol grubunda 0.33+039 olarak tespit

edilmistir. Bu degerler istatiksel olarak anlamli bulunmamagtir.

Literatiirde  folikiiler —gelisim  boyunca graniiloza hiicrelerinin  kok  hiicre
popiilasyonundan koken aldigi bir¢ok c¢alismada rapor edilmektedir. Graniiloza
hiicrelerinin kok hiicre karakteristigi gdstermelerinin ana kaniti ise telomer bolgeleri ve
telomeraz enzimidir. Telomer bdlgeleri kromozomlarm u¢ kisminda yeralan
kromozomun biitiinliigiinii ve stabilizasyonunu saglayan tekrar bolgeleridir. Hiicreler
boliindiik¢e her boliinmede telomer bolgeleri telomeraz enzimi tarafindan sentezlense
de hiicre yaslandikca bu bolgeler kisalir. Telomeraz enzimi Telomeraz Revers
Transkriptaz (TERT) ve Telomeraz RNA (TERC) olmak {izere iki alt {initeden olusur.
TERT geni telomeraz enziminin aktivitesinin primer regiilatoriidiir. Ayrica TERT geni,

Telomeraz enziminin aktivasyonunun mekanizmasinda gorev almasininin yaninda,
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telomeraz enziminden bagimsiz olarak apopitosisin regiilasyonunda gorev alir. Artan

apopitozis ile azalan TERT geni ekspresyonu ile koreledir [18, 19].

Telomerlerin yaslanma ve kanser iligskisindeki rolii olduk¢a onemlidir. Kanser tedavisi
ve teshisinde geleneksel yontemlerin yanisira telomeraz aktivitesinin dlglimii i¢in 6zgiin
bir belirteg olarak kullanilabilir. Telomeraz enzimleri ile ilgili yapilmis olan ¢aligsmalar,
kanser tedavisinde etkili bir sekilde kullanilabileceklerini gdstermistir. Ayrica
telomerlerin yaglanma tizerindeki rolleri de bir¢cok aragtiramanin odak noktasi olmustur.
Telomer kisalmasinin, insan hiicresinin émriiniin kisalmasinda evrensel bir rol oynadigi
yapilan ¢alismalar ile dogrulanmistir. Telomerlerin kanser tedavisinde ve yaslanmayi

geciktirici olarak kullanima gegmis olmas1 umut verici bir gelisme olmustur [70].

Bu calismada kontrol grubu dahil hi¢bir hastada TERT geni eksprese edilememistir.
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6. SONUCLAR

1- Diisiikk ve yliksek doz gonadotropin kullanan kotii over yanith hastalarin klinik

sonuglar1 benzerdir.

2- Yiiksek doz gonadotrpin kullanimi klinik sonuglara katki saglamamakla birlikte

maliyetin artmasina neden olmaktadir.

3-Yiiksek doz gonadotropin kullanimi graniiloza hiicrelerinde antiapopitotik survivin
gen ekspresyon seviyelerini artirmig ancak bu durum istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.

4- Kotlii over yanith hastalarda, normal over yanithh hastalara gore survivin
ekspresyonunun daha diisiik seviyelerde olmasinin azalmis over rezervine bagli oldugu

diistiniilmektedir.

5- Yiiksek doz gonadotropin kullanimi graniiloza hiicrelerinde HIF-la diizeyini

arttirmistir ancak bu durum istatiksel olarak anlamli degildir.

6- Diisiik doz tedavi uygulanan hastalarda istatistiksel anlamli olmamak ile birlikte

OXSR1 ve SMADS gen ekspresyonlarinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

7- Hem koétii over yanitl hem de normal over yanitli hastalarda graniiloza hiicrelerinde

eNOS ve TERT ekspresyonu elde edilememistir.
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