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OZET

Bayram, A. (2015).Folikul stimile edici hormon reseptori (FSHR) genindeki
polimorfizmler ile kontrollii ovaryen hiperstimiilasyonu cevabi arasindaki iliskinin
belirlenmesi. Yeditepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Molekiiler Tip ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Folikul Stimule edici hormon reseptort (FSHR) genindeki polimorfizmler ile Kontrolli
Ovaryen Hiperstimiilasyonu cevabi arasindaki iliskinin belirlenmesi

Kisirlik  tedavisi  siiresince ekzojen gonadotropinlerin  kullanimiyla ovaryen
stimiilasyonu Onemli bir basamaktir. FSH, insan iiremesinde ¢ok Oemli rolii olan
glikoprotein bir hormondur. Gonatlarin gelisiminde ve yumurtaliktaki folikiillerin
olgunlasmasinda FSH reseptoriine baglanarak gorev yapar. FSH reseptori graniloza
hicreleri (zerinde olup adenilat siklas aktivasyonu ve intraseliler cAMP seviyesinin
arttirllmasiyla islev goéren G-coupled bir proteindir. Simdiye kadar FSHR geninde bir
cok alelik degisken tanimlanmistir. Bu ¢alismanin amaci, FSH reseptdr genotipleriyle
IVF tedavisi sonucu elde edilen metafaz-II yumurta sayisinin arasindaki iligkinin
arastirilmasidir. Bu prospektif ¢aligmada Bahg¢eci Umut IVF merkezinde Mart 2013 —
Mayis 2013 tarihleri arasinda IVF tedavisine baglayan 100 hasta dahil edilmistir.
Hastalarin yas ortalamasi 32,6’ dir. Genomik DNA, iPrep DNA saflastirma sistemiyle
periferik kandan elde edilmistir. Spesifik primerlerle yapilan polimeraz zincir
reaksiyonundan sonra, pozisyon 680 (ekzon 10)’ de bulunan Ser/Ser, Asn/Ser ve
Asn/Asn genotip dagilimi RFLP ile analiz edilmistir. Overyan stimiilasyonunu takiben,
hCG verilmesinden 36 saat sonra yumurta toplama islemi yapilmistir. Oosit
toplanmasindan 2 saat sonra, yumurtalarin olgunluk durumu kontrol edilmistir.FSH
reseptorundeki p.Asn680Ser polimorfizmiyle IVF tedavisiyle elde edilen olgun oosit
sayist arasinda Asn/Asn, Asn/Ser ve Ser/Ser genotiplerine sahip olgularda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulunamamustir.

Anahtar Kelimeler : FSH reseptor geni, Polimorfizm, RFLP, KOH, Olgun Oosit sayisi
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ABSTRACT

Bayram, A. Determination of relationship between FSH receptor genotype and outcome
of controlled ovarian stimulation. Yeditepe University Health Sciences Institute,
Department of molecular Medicine. Master Thesis. Istanbul,2015.

Ovarian stimulation using exogenous gonadotrophins is an important step during
fertility treatment. FSH is a glycoprotein hormone with a key role in human
reproduction. It is essential for gonadal development and it stimulates follicular
maturation in the ovaries by binding to FSH receptor (FSHR), a G-coupled protein in
the granulosa cells, initiating a signal transduction involving adenylate cyclase
activation and elevation of intracellular cAMP.The distribution of several allelic
variants of the FSHR gene in specific populations has been described. The identification
of these allelic variants has led to the investigation of their potential value as predictors
of ovarian response to an exogenous stimulation IVF/ICSI protocol.

The aim of this study to investigate the association between FSH receptor genotype and
the number of metaphase-I1 oocytes retrieved at ovum pickup during controlled ovarian
stimulation for IVF/ICSI. This prospective observational study includes 100 patients
undergoing stimulated IVF/ICSI cycles performed at Bahceci Umut IVF center between
March 2013 and May 2013. Mean age of patient group is 32,6 = years old. Genomic
DNA was obtained from peripheral blood leukocytes utilizing iPrep DNA purification
system. After polymerase chain reaction (PCR) with specific primers, restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analysis was carried out at position 680 (exon
10) to determine genotype distribution Ser/Ser, Asn/Ser and Asn/Asn. Following
ovarian stimulation, oocyte retrieval was performed 36 hours after hCG administration.
Two hours later, denudation of oocytes was performed and number of mature MII
oocytes was noted.We did not find any association between FSHR receptor
p.Asn680Ser polymorphism and the number of mature oocytes (MII) obtained in
IVF/ICSI cycles. There is no evidence that the p.Asn680Ser FSHR genotype predicts

oocyte maturity with this number of study group.

Key Words: FSHR gene, Polymorphism, RFLP, COH, Mature Oocyte
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ZUSAMMENFASSUNG / RESUME

Dikkat bu satir1 ve asagidaki paragrafi daha sonra siliniz!

Bu sayfay1 koyacaksaniz "OZET” ve “ABSTRACT” sayfalarindaki ilkeler uygun olarak
hazirlaymn. Bu sayfay1 koymayacaksaniz basligi tamamen bloklayarak siliniz.



1. GIRIS VE AMAC

IVF (In vitro fertilizasyon) tedavisinde uygulanan Kontrolli Ovaryen
Hiperstimilasyonu (KOH) protokolleri, rahimi uyarmak icin human menopozal
gonadotropin (HMG), Uriner yada rekombinant Folikul stimule edici hormon (FSH) gibi
cesitli gonodotropinlerin kullanilmasini esas alir (1). Gonadotropin serbestlestirici
hormon (GnRH) agonist ve antagonistleri kullanilarak vaktinden 6nce oviilasyon ve
liiteinizasyon olmas1 6nlenerek, yumurtaliklarin daha iyi kontrol edilmesi amaglanir.

KOH sonrasi ama¢ olgun kalitede yeteri kadar yumurta elde edebilmektir.
Yapilan calismalarda toplanan yumurta sayisinin 8-10 arasinda olmasi gebelik elde
etme sansinin arttirdigini gostermistir (2).

Ancak KOH vyapilan kadinlar arasinda, klinik olarak farkli sonuclar alindigi
birgok c¢alismada gosterilmistir (3). Gonadotropinlere gosterilen bu cevaplardaki
degisikliklerin tahmin edilemez olusu, farmokogenetik c¢aligmalarin yapilmasini
tetiklemistir (4). Uyarilmaya rahmin verecegi cevabi tahmin edebilmek ve anlamak IVF
tedavisinin basarisi agisindan biiyilk 6nem tasimaktadir. Yumurtalik rezervi ile ilgili
bilgi elde edilebilmesi igin, hastalarin adetlerinin 2.veya 3. giinlinde estradiol (E2),
Folikdl stimule edici hormon (FSH) ve Anti Mullerian Hormon (AMH) degerleri
kullanilmaktadir (5).

Genlerdeki polimorfizmin KOH sonucuna etkisi birgok ¢alismaya konu olmakla
beraber, en ¢ok Uzerinde durulan FSH hormon reseptoéri olan FSH reseptér (FSHR)
genindeki polimorfizmlerdir (6,7,8). Bazt FSHR genotipine sahip hastalarin KOH igin
daha ¢ok rekombinant FSH dozuna ihtiya¢ duydugu gosterilmistir (9).

Bu ¢alismamizin amaci, FSHR polimorfizminin KOH uygulanan overlerdeki
cevabina etkisinin Tiirk popiilasyonunda arastirilmasidir. Boylece ¢ocuk sahibi olmak
icin bagvuran hastalara polimorfizm bakilarak sanslarina dair bilgi verebilmek , onlari

daha erken IVF tedavisine yonlendirmek mimkin olabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. infertilitenin Tanim

Infertilite, korunmasiz cinsel iliskiye ragmen bir y1l boyunca gebe kalmamamasi
olarak tanimlanmaktadir. Daha 6nce hi¢ gebelik olusmamigsa, primer infertilite, canli
dogumla sonuglansin yada sonug¢lanmasin, en az bir gebelik olugsmussa, sekonder
infertilite denir. Fekundabilite, tek menstriiel siklusta gebe kalabilme olasiligidir.
Fekundite ise tek menstriel siklusta canli dogum elde edebilme yetenegi olarak
tanimlanmaktadir(10). Saglikli ¢iftlerde yapilan ¢alismalarda ilk ii¢ ay boyunca
fekundabilite 0,25 iken, sonraki 9 ayda 0,11 olarak bulunmustur (11). Birinci yilin
sonunda saglikli ¢iftlerin %85-90 1nin da gebelik gergeklesir(12). Yani infertilite Greme
yas grubundaki ¢iftlerin %10-15inde gorilir.

Yapilan popiilasyon caligmalarinda fertilitenin  yasla beraber azaldig

gosterilmistir (13,14).

Folikil Sayisi

10"

0 10 20 30 40 50
Yas (Yil)

Sekil 2.1 Folikiil Sayisinin yasla beraber azalmasi
Faddy MJ, Gosden RG., A mathematical model for follicle dynamics in human ovaries . Human

Reproduction 10 : 770 —775, 1995.

Yas arttikca Ozellikle 38 yasindan sonra, ovaryen folikiil sayisinda azalmayla
birlikte folikillerin gonadotropin stimilasyonuna da daha az duyarli hale geldigi
gosterilmistir. Yas arttikca folikiiler gelisim igin gerekli total doz ve tedavi suresi

artmaktadir(15,16).



IVF sikluslarinda fertilize olmayan oositlerin sitogenetik analizlerinden elde
edilen kanitlar ile fertilize olmus oositlerin preimplantasyon genetik tani testlerinden
elde edilen bulgular, artan yasla birlikte oosit andploid oranmin da arttigini

gostermektedir (17).

2.2. Iinfertilitenin Nedenleri

Infertilitenin en sik sebepleri arasinda; ovulatuar bozukluk (%15), tubal ve
peritoneal patoloji (%30-40) ve erkek faktorleri (%30-40) bulunmakta, uterin patoloji
genellikle seyrek gortlmektedir. infertil g¢iftlerin %10’unda ise hicbir neden
bulunamamaktadir (Sekil 2.2). Infertilite nedenlerinin oranlar1 yasla birlikte

degismektedir(18).

Ciftler Kadin

Sekil 2.2 infertilite nedenleri

2.3. Infertil ciftin degerlendirilmesi



Infertilitede arastirma  dikkatli Oykii alinmasi ve fizik muayene ile
baslanmalidir.Boylece 6zel bir nedeni gosterebilen semptom ve bulgular saptanmis olur

ve degerlendirmede belirli bir yone yogunlasilabilir(19,20).

2.3.1. Anamnez Alma (Hasta dykusi)
Anamnez alma infertil ¢iftlerin degerlendirilmesinde &nemli bir basamaktir.

Anamnez alinirken su noktalara dikkat etmek gerekir;

2.3.1.1. Yas:

Maternal yas ile fertilitede azalma ve spontan abortus insidansinda artma
gorilmektedir. KOH ile elde edilen basar1 oranlari, dogal fertilite oranlar1 gibi, maternal
yas ilerledik¢e azalmaktadir. Kadin yasimmin her yil artis1 ile gebelik olasiligi %5
azalirken, infertilite siiresinin her yilinda %15-25 azalma olmaktadir (21).Erkek
infertilitesinde ise 45-50 yasindan 6nce az yada Ol¢iilemeyecek derecede azalma olsa
dahi ,eldeki veriler yasa bagh fertilitedeki azalmaya, erkekle ilgili faktorlerin bir miktar
etki ettigini gostermektedir (22).

2.3.1.2. infertilitenin siiresi:

Spontan gebeliklerin biiyiik bir boliimii 3 yil i¢erisinde olmaktadir ve bu siireden
sonra tedavisiz basari i¢in prognoz kotii olmaktadir (23). Bu hastalarda ureme
sisteminde organik bir problem ya da germ hucrelerinde fonksiyonel bir sorun olabilir.

2.3.1.3. Primer ya da sekonder olup olmadig1 ve varsa onceki gebeliklere yonelik
anamnezin alinmasi:

Daha once ki termde gebeligi olanlarda genital organlarin intrauterin gelisim
icin yeterli olabilecegini  go6sterebilir.  Diisiik, postpartum ve postoperatif
komplikasyonlar kadin fertilitesini engelleyebilir. Daha 0Once gebelik 6ykisi olan
kadinlardaki prognoz hi¢ gebe kalamayanlardan daha iyidir (24).

2.3.1.4. Menstrasyon duzeni ve son adet tarihi:
Hipotalamus, hipofiz, overler ve endometrium aksinin duzeni hakkinda bilgi

verir. Normal oviilasyonu olan bayanlarda adetler genellikle diizenli, miktar ve sire



acisindan sabit ve tipik olarak premenstriiel veya menstriel semptomlarla beraberdir
(25).

2.3.1.5. Eslik eden sistemik hastaliklar:

Sistemik hastalik varliginin ve ozellikle galaktore, hirsutizm gibi sikayetlerin
sorgulanmasidir.Galaktore rahatsizliginda beyindeki hipofiz bezinden siit salgilamasini
uyaran "prolaktin hormonu" kontrolsiiz olarak salgilanmaktadir. Galaktoresi olan
hiperprolaktinemik kadinlarda kandaki estrojen seviyesi de diismiistiir. Bunun
sonucunda hiperprolaktinemide; adet diizensizligi, adet gecikmeleri ve infertilite
(kisirlik) gibi sikayetler de olabilir. Hirsutizm, androjene hassas bdlgelerde killanma
olmasidir. Tiiylenmenin en onemli nedeni kadinlarda killarin kandaki testosteron
hormonuna karst hassasiyetinin artmasindan ileri gelir. Bu hormonlar, yani killar
artiran hormonlar, (testosteron) kadinlarda ya yumurtaliktan ya da bobrekiistii bezinden

gelir. (26,27)

2.3.1.6. Sigara kullaniminin sorgulanmasi:
Sigara igen kadinlarda sigara i¢imi IVF oOncesinde kesilmelidir; ¢iinkii sigara

icimi basar1 sansini diigiirmektedir (28).

2.3.1.7. Gecirilmis operasyon varhgi:
Operasyon sonras1 olusabilecek adhezyonlardan enfeksiyonlara kadar genis bir

yelpaze olusturan problemler tedavi ve sonuclarini etkileyebilir.

2.3.1.8. Daha Onceki tedavi protokollerinin sorgulanmasi:
Daha once infertilite tedavisinin uygulanip uygulanmadigi, uygulandi ise
kullanilan ilaclar, bunlara alinan cevap ve sonuglarinin sorgulanmasi énemlidir. Tedavi

seklinin belirlenmesinde yardimeidir.



2.3.2. Fizik muayene

2.3.2.1. Sistemik muayene
Tiroid muayenesi, galaktorenin ve hirsutizmin tespit edilmesi endokrin

problemleri agiga ¢ikarilmasina yardimci olabilir.

2.3.2.2. Jinekolojik muayene

Rutin jinekolojik muayene organik ve anatomik bazi bozukluklarin saptanmasini
saglar. Servikal kateterizasyon yapilabilir. Bu muayene ile servikal oslarin acik olup
olmadig1 ve serviks-fundus mesafesi belirlenebilir. Rutin jinekolojik muayene sirasinda
Pap smear alinmadir. Akintist olan kadinlarda direkt yayma ve taze preparatlar, servikal

kultur, mikoplazma kulturu, servikal klamidya antijeni bakilabilir.

Ultrasonografi ile uterus boyutu, kontur ve pozisyonu; myometrimun
homojenitesi, myomatoz yapi varlig1 ve bunlarin uterustaki yerlesimi; endometriumun
kalinligi, yapisi, siklus fazi ile uyumu, intrakaviter patoloji varligi; overlerin ekojenitesi
ve stromal yapisi, volumu,siklus donemine gore dominant folikul veya korpus luteum
varhigi, over ici ya da paraoveryan solid-kistik kitle varligi hakkinda bilgi edinilir
(24,29).

2.3.3. Laboratuar incelemeleri

2.3.3.1. Hormonal testler:
Folikul stimulan hormon (FSH), LH, estrodiol (Ez), prolaktin, inhibin-B, serbest
testosteron, 17-OH-  progesteron, Dehidroepiandrosteron  sllfat (DHEA-S),

androstenedion

2.3.3.2. Serolojik testler:
Hbs Ag, Anti-Hbs, Anti-HCV, Anti-HIV, Rubella IgG (ve/veya IgM), toxoplasma IgG

(velveya IgM)

2.3.3.3. Hematolojik testler:

Kan grubu ve tam kan sayimi



2.3.3.4. Endometrial biyopsi:

Luteal faz yetmezligi diisiiniilen olgularda kullanilir.

2.3.3.5. Histerosalpingografi:
Konjenital anomaliler, intrakaviter yer kaplayan lezyonlar, sinesiler ve tubal pasaj

degerlendirmesinde kullanilir.

2.4. Over rezervinin degerlendirilmesi:

Kadin infertilitesinin en sik nedeni oosit tretimindeki anomaliler olup (%27) oosit
uretimi ile ilgili en sik rastlanilan durumlar anovulasyon, oligoovulasyon, over
folikullerinin yaslanmasidir.Over rezervi, yuamurtaliklardaki primordial folikiil sayis1 ve
oosit kalitesi ile belirlenen ilireme potansiyelini tanimlar. Over rezervinin dogumdan
itibaren azaldigi ve belirli folikiil sayisina sahip kadinlarin, yillar icerisinde yasin
ilerlemesiyle birlikte bu rezervi siirekli olarak yitirdigi bilinmektedir. Dogumda 1-2
milyon civarinda olan primordial folikiil sayist menarsta 250000 e diismekte,
reproduktif yasamin sonunda ise geride sadece birkag yiiz folikiil kalmaktadir.

Over rezervinin degerlendirilmesinde laboratuar testleri, ultrasonografi veya
Klomifen sitrat challenge testi kullanilir. Laboratuar testleri adet kanamasinin 2. ya da

3. gununde yapilir (30).

2.4.1. Laboratuar testleri

-FSH: Yeterli olgunluga erigmis folikiiller inhibin-B Uretirler ve bu da hipofizdeki FSH
salgist i¢in negatif geri beslemeye neden olur. Yas ilerledikce, azalan folikiiler havuz
daha az inhibin-B salgilar ve 6zellikle erken follikiiler fazda FSH nin kan duzeyi artar
(31,32). FSH nin 10’un uzerinde oldugu olgularda konvansiyonel ovulasyon

induksiyonu ve YUT uygulamalarinda overin verdigi cevap azalmaktadir.

-E2: Erken follikuler seviyede bakilacak estrodiol seviyesi yararli bilgi saglayabilir. 75-
80pg/ml’nin iizerinde ki degerler azalmig over kapasiteli kadinlarda tipiktir. Tipki

artmis FSH seviyesi gibi YUT uygularinda azalmis basari oranini1 gosterir. Erken



donemde artmig estrodiol seviyesi FSH’y1 baskilayabileceginden dolayr hem FSH

hemde estrodioliin ayn1 anda bakilmasi daha bilgi vericidir.

-Progesteron: Baz1 kliniklerde progesteron diizeyi, Klomifen sitrat challange teste ilave
edilerek 10.gun progesteron dizeyi 1.2 ng/ml ve (izerinde olan olgularda test sonucu

anormal olarak degerlendirilmektedir.

-AMH: Anti-miillerian hormonunun temel gorevi, erkek seksiiel gelisiminde, miillerian
kanllarinin gerilemesini saglamak ise de erken primordial folikiillerde granulosa
hiicrelerinde saptanmakta ve antral folikiillerde tepe noktaya ulagsmaktadirlar.Ayrica
AMH parakrin aktivitesi, FSH uyarimli folikiil biiylimesini inhibe etmekte, dominant
folikiiliin gelisimini saglamaktadir.Bu aktivitelerden dolayi, AMH diizeyleri gelisen
folikiil sayisin1  gostermekte ve ovarian yaslanma ve fertilite prognozunda

olgllebilmektedir (33).

-Inhibin-B: 45 pg/ml ve altinda saptanan olgularda gebelik oranlarinin diisiik, iptal

riskinin yuksek oldugu gosterilmistir.

2.4.2. Klomifen sitrat challenge testi:

Siklusun 5 -9. gunleri arasinda 100 mg Klomifen sitrat verilir. Siklusun 3. ve 10.
gunlerinde FSH olcullr. Klomifen sitrat ile folikiil gelisiminin uyarilmasi, buna bagl
olarak foliklllerden E2 salgilanmasi ve artan E2 nin ise FSH’y1 baskilamasi
beklenir.10.giliniinde FSH nin bazal degerlere gore artmis olmasi veya E2 degerlerinde

anlamli bir yiikselme olmamasi olumsuz bir sonug olarak degerlendirilir.

2.4.3. GnRH Analogu stimulasyon testi (GAST):

Gonadotropin salgilatict hormon agonistleri uygulamanin ilk 4-6. Gunleri
arasinda FSH ve LH artigina, buna bagli olarak da E2 artisina neden olur. Bu durum
“flare etki” (alevlendirici etki) olarak adlandirilir.Bu etkinin farkli hastalarda
karsilastirilmasi ile over rezervinin degerlendirilmesi yoluna gidilmistir. Testte siklusun
2. Veya 3. giinii GnRH analogunu uygulamasini takiben gozlenen E2 degisiklikleri
degerlendirilmektedir.Uygulamadaki zorluk ve pahali bir test olmasi nedeniyle pratik

kullanimda yer almamustir.



2.4.4. Ekzogen FSH Ovaryen Rezerv testi (EFORT):

Siklusun 3.giinii 300IU FSH uygulanmasindan 24 saat sonra, estradiol ve inhibin
b seviyelerindeki degisikligin 6l¢limiine dayanir.Disiik veya gecikmis cevap, azalmis
over rezervi ve YUT de kotl prognoz belirtisidir.Over rezervi degerlendirilmesinde
bazal FSH ve Klomifen Sitrat Challange Test’e gore daha giivenilir olmakla birlikte
EFORT testininde ayn1 nedenlerle pratik uygulamada yeri yoktur (34).

2.4.5. Ultrasonografik élgimler:

2.4.5.1. Antral folikiil sayisi:

Antral folikul sayisi ile kadin yasi, induksiyon icin kullanilan toplam ilac miktari, hCG
gunu toplam Ez degeri, elde edilen toplam ve metafaz Il oosit sayis1 ve gebelik oranlari
arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmustir (35,36). Antral folikul sayisina gore yapilan
derecelendirme tedavi semas1 ve ilac dozlar1 belirlemede yardimcidir .Buna gore:

Grade I overler 4 ve altinda antral folikul icerir, yanitlar genellikle basarisizdir.

Grade 1l overlerde 4-6 AF bulunur. KOH’a cevap yetersizdir.

Grade 111 overlerde 7-10 AF olup, bu hastalar iyi cevap verirler.

Grade IV overler PCO ya da PCO benzeri olup, bunlarda folikuler atrezi ya da OHSS
riski yuksektir (30).

2.4.5.2. Doppler USG ile over kan akiminin olculmesi :
Doppler USG ile over kan akiminin olculmesi folikul ve oosit sayisini tahmin etmede

belirleyici olabilir.

2.5. Kadin iireme endokrinolojisi:

Hipotalamustan salgilanan néroendokrin ajanlarin, biiyiime hormonu fizerine,
tiroid uyarict hormon (TSH) iizerine, adrenokortikotropik hormon (ACTH) iizerine ve
tabii ki gonadotropinler Gzerine indikleyici etkisi mevcuttur.Gonadotropinleri kontrol
eden bu nérohormona gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) denir.

GnRH’nun yarilanma 6mri sadece 2-4 dk’dir. Bu hizli yikim ve periferik
dolasimda ki diliisyon nedeniyle portal dolasim disinda biyolojik olarak aktif
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miktarlarda GnRH bulunamaz.Deneysel caligmalar, gonadotropinlerin normal olarak
salgilanabilmesi i¢cin GnRH pulslarimin belirli bir frekans ve amplitiidde olmasi
gerektigini gostermistir(37). GnRH ‘da oldugu gibi gonadotropinler de pulsatil bir
sekilde salgilanir ve bunun GnRH’nin pulsatil salinimina bagl oldugu diisniilmektedir.

GnRH’nin hipofiz {izerinde sadece pozitif yonde etkisi vardir; sentez, depolanma
ve salgilanmasini arttirir.Diisiik GnRh puls frekanslar1t FSH salgilanmasini arttirir ve
yilksek GnRH puls frekanslar1 LH salgisini artirir. Onceleri FSH ve LH salinimini
kontrol eden iki ayr1 hipotalamik hormon oldugu diisiiniiliirken, daha sonra yapilan
calismalar her iki hormonunda GnRH tarafindan kontrol edildigini ortaya
¢ikarmistir. GnRH 10 amino asitten olusan kiigiik bir peptit olup , amino asit dizilimi
cesitli memeli tiirlerinde degisiklik gosterir. Saf veya sentetik GnRH hem FSH, hemde
LH salinimin1 uyarir (38).

Ovulatter siklusta FSH hormonu; folikillerin blytmesini, granulosa hucrelerinin
tiretim hizinin artmasini, androjenik onciilerin aromatizasyonunu ve granulosa hiicreleri
tizerinde LH/hCG hormonlari i¢in reseptorlerin olusmasini stimiile eder.

Ostrojen diisiik seviyelerde FSH ve LH’1n sentez ve depolanmasm arttirir. LH
salgilanmasi iizerine ¢ok az etkisi varken, FSH salgismi baskilar. Ostrojen yiiksek
seviyelerde, midsiklustaki LH pikinin saglanmasindan sorumludur ve bu yiiksek
seviyelerde devam ettiginde LH’da yiiksek kalir. Ostrojenler, LH hormonunun folikiil
tizerindeki etkisini arttirdigi gibi hipotalamus ve hipofiz iizerinde negatif geribesleme
yaparak gonadotropinlerin daha ¢ok salgilanmasini inhibe eder (39).

Progesteron diisiik seviyelerde hipofizde GnRH’ya LH yanitin1 arttirir.
Misiklustaki FSH pikinin saglanmasindan sorumludur. Progesteron yiiksek seviyelerde
hipotalamusta GnRH pulsatil salinimini inhibe ederek gonadotropin salgisini azaltir.
Ayrica yiiksek diizeylerde progesteron hipofizde Ostrojen etkisini antagonize ederek
GnRH yanitimi azaltir.

Ayrice overler tarafindan salgilanan inhibin, hipofizden FSH salgilanmasini
azaltir. LH teka hiicrelerini uyararak, granulosa hiicreleri tarafindan Ostrojene
doniistiiriilecek androjenlerin salgilanmasini saglar. LH hormonu ayrica granulosa ve
theca hiicrelerinin herbirinde kolestrolden progesteron olusmasini da stimiile eder (Sekil
2.3).
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Sekil 2.3 Uremenin endokrinal kontrol semasi
Johnson MH.,Essential Reproduction , 6th edn. Blackwell Publications , Oxford , 2007.

Ostrojen diisiik seviyelerde FSH ve LH’1n sentez ve depolanmasimi arttirir. LH
salgilanmasi iizerine ¢ok az etkisi varken, FSH salgismi baskilar. Ostrojen yiiksek
seviyelerde, midsiklustaki LH pikinin saglanmasindan sorumludur ve bu yiiksek
seviyelerde devam ettiginde LH’da yiiksek kalir. Menstrual siklustaki hormonal dongi
Sekil 2.4 te gosterilmistir.

Progesteron diisiik seviyelerde hipofizde GnRH’ya LH yanitin1 arttirir.
Misiklustaki FSH pikinin saglanmasindan sorumludur. Progesteron yiiksek seviyelerde

hipotalamusta GnRH pulsatil salinimini inhibe ederek gonadotropin salgisini azaltir.
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Ayrica yiiksek diizeylerde progesteron hipofizde Ostrojen etkisini antagonize ederek
GnRH yanitin1 azaltir.

Ovulatter siklusta , FSH hormonu; folikillerin  biylmesini, granulosa
hiicrelerinin iiretim hizinin artmasini, androjenik oncilerin aromatizasyonunu ve
granulosa hiicreleri iizerinde LH/hCG hormonlari igin reseptorlerin olusmasini stimiile
eder. Ostrojenler, LH hormonunun folikiil iizerindeki etkisini arttirdig1 gibi hipotalamus
ve hipofiz zerinde negatif geribesleme yaparak gonadotropinlerin daha c¢ok
salgilanmasini inhibe eder (40).

Ayrice overler tarafindan salgilanan inhibin, hipofizden FSH salgilanmasini
azaltir. LH , teka hiicrelerini uyararak, granulosa hiicreleri tarafindan Ostrojene
doniistiiriilecek androjenlerin salgilanmasini saglar. LH hormonu ayrica granulosa ve

theca hiicrelerinin herbirinde kolestrolden progesteron olugsmasini da stimiile eder.

2.6. Tki Hiicre- iki Gonadotropin teorisi

Insanlardaki preantral ve antral folikiillerde, LH reseptorleri sadece teka

hicrelerinde, FSH reseptorleri de sadece graniilosa hiicrelerinde bulunmaktadir (40,41).

1- Teka interna hucrelerinin yizeyinde LH reseptorleri ekspres edilir. LH
hormonunun bu reseptorlere baglanmasi cAMP iiretimini saglayan G-protein
hiicre sinyalizasyon yolagini baslatir. cAMP, asetat ve kolesterol onciilerinden

androjen sentezini stimile eder.

2- Teka hiicrelerinden salinan Androstenedione, P450 aromataz tarafindan
Estradiole(E2) cevrildigi yer olan mural granulosa hiicrelerine girer. Olusan
Estradioliin folikiler siviya ve kanakimina karigimi saglanir. Bu reaksiyon FSH

tarafindan desteklenir.
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Sekil 2.5 Iki Hiicre- Iki Gonadotropin teorisi
Homburg, R, Glob. libr. women's med.,(ISSN: 1756-2228) 2014.

Salgilanan bu estradiol, folikiil olgunlasmasinda ve folikiillerin yasamini devam
ettirmesinde rol oynar. Bu nedenle bu folikiiller “Gonadotropin-bagimli” olarak
isimlendirilir.Sekil 2.5 te gosterildigi gibi steroid biyosentezi igin her iki hormona, FSH

ve LH a ihtiyac duyarlar .
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2.7. Folikiiler gelisme

Folikiiler faz boyunca ovulasyon i¢in uygun sayida folikiiliin hazirlanmasi ile
sonuglanan bir dizi olay meydana gelmektedir. Insan overinde, bu folikiiler gelimenin
son asamasi (genellikle) bir olgun folikiiliin tesekkiil etmesidir.10-14 gliin devam eden
bu sure¢, hormon ve otokrin/parakrin peptitlerin folikiile ardisik etkilerini
saptamaktadir.Boylece oviilasyona ugrayacak olan folikiil primordial folikiil, preantral
ve preovulatuar folikiil asamalarindan gecerek olgunlagsmaktadir. Preantral evrede oosit
biylrve zona pellucida adi verilen membran ile ¢evrilidir.Graniiloza hiicreleri ¢ok katli
bir diizeni olusturmak iizere c¢ogalirken, teka tabakasi c¢evredeki stromadan
farklilagmaya devam eder. Bu evreye kadar graniiloza hiicrelerinde spesifik FSH
reseptorleri bulunmamaktadir ve preantral folikuller kendi Ostrojenik mikrogevresini
olusturmak {iizere sinirli miktarda androjenleri aromatize edebilmek i¢in FSH’nin
varlifina ihtiya¢ gosterirler. FSH ve Ostrojen, birlikte foikiiliin FSH reseptor igerigini

arttirir ve graniiloza hiicrelerinin artigini uyarir.

Ostrojen ve FSH 1 sinerjistik etkisi ile graniilozanimn interseliiler bosluklarinda
biriken folikiil sivisinin yapimi ¢ogalir. Folikiil asamali olarak antral sathaya gectikce
kavite olugsma egilimi belirmektedir. Folikiil sivisinin birikmesi ile oosit ve onu
cevreleyen graniiloza hiicrelerinin her folikiiliin spesifik endokrin ortaminda beslenmesi
saglanmaktadir. Oositi ¢evreleyen graniiloza hiicreleri artik kiimiiliis ooforus’u
olusturmaktadir.Bu kiimiiliis ooforusun farklilagsmasi, oositten koken alan sinyallerle

gerceklesmektedir.

Ostrojenin hakim oldugu folikiile basariyla déniisiim, ovulasyonu saglayacak
olan folikiillin “se¢imine” isaret etmektedir; bu asamalar1 nadir istisnalar disinda sadece
tek bir folikiil bagarmaktadir. Bir folikil kohortunun genellikle kaderi olan atreziden
kurtarilmasinda FSH artis1 kritik bir durum yaratmakta, takiben bir dominant folikiiliin

ovulasyon yoluna itilmesini saglamaktadir (13,42).
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2.8. Kontrolli Ovaryen Hiperstimulasyonu (KOH)

Kontrollii ovaryen hiperstimiilasyonu yani kisaca ovilasyon indiksiyonu terimi
aslinda anoviilatuar sikluslar1 olan kadinlarda folikiil gelisiminin ¢esitli ajanlar yardimi
ile uyarilmasi ve ovillasyonun saglanmasi anlamima gelmektedir.Buna karsin
giiniimiizde oviilasyonu olan kadinlarda da folikiil gelisiminin ydnlendirilmesi,
oviilasyonun zamanlamast ya da gametlerin bulugsma olasiliginin arttilabilmesi, bir

yerine birkag folikiil gelisiminin saglanmasi i¢in de kullanilmaktadir(30).

Yardimla tireme tedavisinde, kontrollii ovaryen hiperstimiilasyonu ig¢in, hipofizin
LH ve FSH salinmini baskilamak amaciyla GnRH agonistleri kullanilir. Folikiil
biiylimesi ve gelisimi disaridan verilen LH yoklugunda, saf FSH yuklenmesi ile
gerceklestirilir. Fakat hipogonadotropik hipogonadizm teshisine sahip kadinlarda LH
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yoklugunda sadece FSH yiiklenmesi folikiiler biiylimeyi saglamasina ragmen, gelisen

oositler gelisimsel kapasiteye sahip degillerdir (43).

GnRH analoglart  1980lerin  ortalarindan beri KOH protokollerinde
kullanilmaktadir. Bunlar LH surge niin kontrol edilmesi ve ovulasyon zamaninin
ayarlanmasi icin kullanilmaktadir. GnRH agonistlerinin kullanimi programlanmis KOH
protokollerinin olusturulmast i¢in ¢ok etkili olmustur. GnRH analoglar1 peptit
diziliminde eklentileri ile biolojik yatkinliklar1 arttirilarak, on hipofizdeki reseptorlere

baglanarak FSH ve LH hormonlarinin salinimini engellerler.

2.8.1. Klomifen Sitrat ile Oviilasyon Indiiksiyonu:

Klomifen sitrat hipotalamus seviyesinde estrojen reseptorlerine baglanmasi
sonucunda, yalanct hipoestrojenemi feed-back uyarisiyla GnRH salinimini, buna bagl
olarakta gonadotropin salinimini arttirmaktadir. Bu etkisinin yani sira, klomifen sitratin
GnRH ‘ya kars1 duyarliligini arttirdigi da bilinmektedir. Klomifen sitratin normal
oviilasyonu olan kadinlarda GnRH pulse frekansini arttirdigi, buna karsin anovulatuar
kadinlarda ise hem pulse frekansinda hemde amplitudunde artisa sebep oldugu
saptanmistir. Bu etkilesim sonucunda FSH diizeylerinde artis izlenmekte, dolayisiyla

folikiil gelisimi uyarilmaktadir.

Infertilite nedeni olarak estrojenize olup anovulasyonun belirlendigi, diger
faktorler acisindan normal olarak degerlendirilen ¢iftlerde klomifen sitrat tercih

edilebilinir. Hipogonadotropik hipogonadizm (WHO-Grup-I) olgularinda etkili degildir.

Ayrica izah edilemeyen infertilite grubunda, infertilite siiresi kisa ve kadin yasi
ileri olmayan ciftlerde, luteal faz yetmezIligi diisiiniilen olgularda, diisiik over rezervli
olgularda gonadotropinlerle kombine edilerek de uygulanabilir.Ucuz ve kolay

kullanilabilir olmasi en biiylik avantajidir.

2.8.2. Gonadotropinler ile Oviilasyon Indiiksiyonu:

Klinikte ovilasyon indiiksiyonu amaciyla FSH veya FSH+LH kombinasyonu

olan human menauposal gonadotropin (HMG) kullanilabilinir.
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Hipofizektomi yapilmis hayvanlarda LH etkisine gerek duyulmadan sadece FSH
uyarisi ile folikiil gelisiminin saglandig1 gdsterilmistir. Buna karsin folikiil gelisiminde,
Ozellikle oositin stoplazmik matlirasyonunda LH 1 Onemli etkisinin olduguda
bilinmektedir. LH ¢ ki hiicre-iki gonadotropin” teorisinde ©nemli bir yere
sahiptir.Granuloza hiicrelerinin salgiladig1 estrojen icin substrat kaynagi olan
androjenler LH etkisi ile teka hiicrelerinden elde edilecektir. Bilinmektedir ki FSH
folikiilogenezde katilim (recruitment), seleksiyon ve dominansta rol oynarken, LH
dominans, final maturasyon ve oviilasyonda 6nemli rol oynamaktadir. Ancak micro-
ortamda, Ozellikle folikiiler gelisimin erken doneminde LH 1n yiiksek miktarlarda
varlig1 halinde , androjenik ortamin dominansi folikiilerin atreziye gidisini arttirmakta
ve oosit gelisimini bozabilmektedir. Dolayisla LH i¢in gecerli olan bir tavan hipotezi
s6z konusudur. PCO olgularinda, ozellikle bazal LH 1n yiiksek olarak saptandigi
olgularda, indiikksiyonu saf FSH preparatlar1 ile gerceklestirmek uygun olacaktir. Mid-
folikiiler fazdan itibaren granuloza hiicrelerinde LH reseptorleri de olugmaya
basladiktan sonra aromataz enzimi ilizerinde etkileri de dahil olmak {izere FSH 1n ¢ogu
etkileri LH tarafindan da gosterilebilmektedir. Ayni ortak hiicre i¢in mesajciyr (CAMP)
kullanmalarinedeniyle mid-folikiiler fazdan itibaren FSH ve LH a verilen yanit aditif
olabilmektedir. Dolayisiyla mid ve ge¢ folikiiler fazda belli bir kan diizeyi araliginda
seyreden LH 1n oosit gelisimi {izerinde pozitif etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Bu
aralik ise degisik calismalarda 1.0 ile 6.0 UI/L olarak bildirilmistir. Dolayisla
ovulasyon indiiksiyonunda PCO olgulari haricinde HMG de kullanilabilir.(30,44)

Uzun yillar boyunca HMG oviilasyon indiiksiyonunda efektif olarak tek basina
kullanilmistir. Teorik olarak igerisinde 751U FSH ve 751U LH bulunmasi gereken bu
preparatin degisik partilerde farkli oranda hormonlar igcerdigi goriilmiistiir. Ayrica diisiik
bir spesifik aktivite icermekte ve %4 civarinda bir safliga sahip olup, protein igeriginin
%3-4 {inlin gonadotropin oldugu bilinmektedir. Daha sonralar1 folikiilogenezde temel
rolii oynadigi diistiniilen FSH 1 daha saf olarak iceren p-HMG (Purified) Uriner prepatlar
kullanima girmistir ve bunlarda %1 den daha az LH aktivitesi bulunmaktadir. Ancak
protein icerigi purifiye preparatlarda da %35 oranindadir. Ardindan iiriner preparatlarin
son asamasi olan yiiksek oranda saflastirilmis (Highly purified) HP-HMG preparatlar
piyasaya sunulmustur. Bu preparattaki LH orani ise %0.1 den azdir. Ve yaklasik %96
oraninda saflik iceren protein yapisina sahip oldugundan onceki preparatlarin sahip

olmadigi cild alt1 uygulama 6zelligine de sahiptir.
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Glinlimiizde tiim  diinyada  gonadotropin  kullanimindaki artis  ve
gonadotropinlerin tiriner kaynaktan teminindeki giigliikler nedeniyle daha farkli tiretim

teknikleri aragtirilmis ve rekombinant teknoloji ile gonadotropin iiretimine gegilmistir.

2.8.2.1. GnRH agonistleri:

Agonist bir yanmiti uyaran maddedir.Surekli yiklenimleri LH ve FSH
hormonlarinin hipersekresyonuna (Flare-up) neden olur. 10 ginlik bir zaman
periyodundan sonra  hipofiz depolarindaki gonadotropinler biter. LH ve FSH
sekresyonu baskilanmasi icin, hipofiz bezi etkisiz olmus olur. Boylece yapay
geridondurdlebilinir menapoz durumu yaratilmis olunur. Farkli farkli GnRH agonist
prepatlart depot enjeksiyonu ( Decapeptyl, Zoladex gibi), giinliik derialt1 enjeksiyon
(buserelin) yada glnlik intranasal sniff ( Nafarelin, Synarel) seklinde uygulanabilir
(45).

2.8.2.2. GnRH antagonistleri:

Antagonistik aktivite reseptore baglanmay1 takip eder ve reseptor iletisinin blokaj1 veya
iletinin uyarilmasina yol acar. Hipofiz {izerindeki reseptorlere direk baglanarak bloke
olmalarin1 saglarlar. Bu nedenle baslangicta gonadotropinlerin hipersekresyonuna
ihtiyac yoktur.Gunumuzde menstriiel siklusun 1 yada 2. Glniinde gonadotropin
yuklenmesi ile stimile edilen folikiler buyumeden sonra LH sekresyonunun
baskilanmasinda bu maddelerin 3. jenerasyonu (ganirelix) kullanilmaktadir.
Stimllasyonun 6.giintinden itibaren yada folikillerin biyiikligiinin 14 mm ye
erismesinden sonra antagonistler giinliilk derialti enjeksiyon seklinde uygulanir.hCG
yuklenmesine kadar da devam eder (46).

Oosit toplama islemi genellikle hCG enjeksiyonundan 36 saat sonra
gerceklestirilmektedir. Uygulanan degisik stimiilasyonlara hastalarin verdigi cevaplarda
farkli farkli olmaktadir. Gonadotropinlere gosterilen bu cevaplardaki degisikliklerin
tahmin edilemez olusu, farmokogenetik c¢alismalarin yapilmasini tetiklemistir.
Stimiilasyona rahmin verecegi cevabi tahmin edebilmek ve anlamak IVF tedavisinin
basarisi acisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Genlerdeki polimorfizmin KOH sonucuna etkisi bir¢ok ¢alismaya konu olmakla

beraber, en c¢ok (zerinde durulan FSH hormon reseptori olan FSHR genindeki
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polimorfizmlerdir. Bazi FSHR genotipine sahip hastalarin KOH i¢in daha ¢ok rFSH

dozuna ihtiya¢ duydugu gosterilmistir.

2.9. Folikul Stimule edici hormon FSH ve reseptori

FSH hormonu, insan iireme sistemindeki, gonat gelisimi ve gamet iiretiminde
merkezi 6neme sahiptir .Kadin ve erkekte, hipogonadotropik hipogonadism ile kisirlik
tedavisinde kullanilmaktadir. Kisirlik tedavilerine artan talep ile birlikte {iriner ve
rekombinant FSH ¢esitleri bulunmaktadir (47). FSH, LH ve hCG aym alfa subiinite
sahip olmakla birlikte farkli reseptor-spesifik beta sublniteye sahiptirler (48). Sirkile
eden FSH granulosa hiicreleri Gzerindeki FSH reseptorlerine etki ederek overlerdeki
folikiil gelisimini stimiile eder. FSH hormonu; folikillerin blyumesini, granulosa
hiicrelerinin iiretim hizinin artmasini, androjenik o©ncllerin aromatizasyonunu ve
dominant folikilun segiminde rol oynar(49).FSH, biyik antral folikullerinin granuloza
hiicrelerindeki LH reseptorlerinin gelisimini arttirmaktadir. Folikil blyurken dstradiol
salgilamay1 siirdiiriir, boylece diger kalan folikiiller atreziye ugrar.Bu tek folikiil

olgunlasarak, LH yiikselmesiyle oviile olur.
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Sekil 2.7 Gonadotropin ailesinin a ve p subiinitelerinin sematik gosterimi

Olijve W, de Boer W, Mulders JWM., Molecular biology and biochemistry of human recombinant
follicle stimulating hormone (Puregon). Molecular Human Reproduction 2, 371-382, 1996.

2.9.1.1. FSH reseptoru

Preantral evreye kadar granilosa hucrelerinde spesifik FSH reseptorleri
bulunmamaktadir (50). FSH reseptorleri G-protein reseptor ailesine Uyedir. Sinyal
iletim mekanizmasi adenilat siklaz aktivasyonu ve hiicreigi siklik adenozin monofosfat
(cAMP) artis1 ile olur. FSH reseptort, LH/ hCG reseptoriine ¢ok benzerdir, fakat yapi
olarak 0Ozeldir.Uygun olarak (spesifizite igin), ekstraselliiler kisim ana dizin ayrimi
icermektedir. FSH reseptor geni kromozom 2p21-16’da, LH/hCG reseptér geni

yakininda lokalizedir.

FSH reseptorunde sinyal iletimi Sekil 2.7’de goriildiigi gibi ,cogunlukla protein
kinaz yolagi ile olur (51). FSH reseptoriiniin uyartlmas: FSH nin islev gostermesi igin

gereklidir. FSH reseptorleri testislerde, yumurtalikta ve rahimde bulunur.
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FSH reseptoriine
baglanma ve sinyal
iletimi

C=Katalitik subiinite
R=Diizenleyici subiinite

Sekil 2.8 FSH reseptorii ve sinyal yolag:

Edwards RG, Risquez F (eds) Modern Assisted Conception. Reproductive Healthcare, Cambridge UK,
pp. 66—70,2003.

FSH reseptorleri, yumurtaliklarda folikiiler gelisimi ve granulosa hucrelerinin
fonksiyonu icin gereklidir. Erkeklerde, FSH reseptori, spermatogenesis icin Kkritik bir
Oneme sahip olan Sertoli hiicreleri lizerinde de belirlenmistir. FSH reseptorleri, rahimde
luteal fazda ekspres edildikleri gibi karsinogenik timaorlerin kan damar yiizeylerinde de

secici olarak ekspres edilirler (52).

Ostrojen, hiicre zari {izerinde ki FSH reseptdr sayisinin artmasini saglar. FSH
granulosa hiicrelerini stimiile ederek Ostrojen salgilanmasini saglar. Boylece FSH ve
Ostrojen sinerjik bir bicimde, yumurtaliktaki folikiillerin biiyiimesinde rol oynar.Belli
bir siire FSH a maruz kalan FSH reseptori desensitize olur. Bu durum intracellular

reseptor domaininin protein kinaz ile fosforilize olmasi ile gergeklesir (53).

2.9.1.2. FSH reseptor geni ve Dogal Mutasyonlar
FSH reseptor geni 54kp biiyiikliigiinde tek-kopya bir gendir. 10 ekzon ve 9
introndan olusmaktadir.ilk 9 ekzon hormon baglanmasindan sorumluyken, ekzon 10

sinyal iletiminden sorumludur(48).
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[k inaktivite edici mutasyon 1995 yilinda primer yumurtalik yetmezligi olan
Finli bir ailede tespit edilmistir (54). Finlandiya populasyonunda goriilmesine karsin bu

mutasyon diger etnik gruplarda olduk¢a seyrek goriilmektedir.

Dogal olarak meydana gelen aktive edici FSH reseptdr mutasyonu, testosteron
takviyesi ile normal spermatogenesise sahip olan ancak serum gonadotropin seviyesi
tespit edilemeyen, hipofisektomize erkekte goriiliip raporlanmistir (55) Simdiye kadar
kadinlarda raporlanan aktive edici mutasyonlara olan oOrnekler hep OHSS ile
ilgilidir. Transmembranedomainde (TMD) meydana gelen mutasyon Thr449lle (56) ve
Thr449Ala (57) bunlara birer Ornektir.iki mutasyonda heterozigot olup, reseptore
hormon baglanma o6zelligini azaltmaktadir.Ayrica mutant reseptorler hCG ye cevap
vermektedirler. Bu aktive edici mutasyon Sekil 2.9’da agiklanmistir. Gegtigimiz 10
yillik stirede yapilan ¢aligmalar FSH reseptoriinde meydana gelen mutasyonlarin son

derece seyrek oldugunu gostermistir.
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hCG folikiiler artigi aktif eder.

% oY A ¢ L

Normal FSH Reseptori Mutant FSH Reseptoru

Sekil 2.9 FSHR geninde aktive edici mutasyon ornegi

Kaiser UB.,The pathogenesis of the ovarian hyperstimulation syndrome. New England Journal of
Medicine 349, 729-732, 2003.

2.9.1.3. FSH reseptor geni ve SNP’ler
FSH reseptor geni iizerinde, ¢esitli etnik gruplarda, kodlanan ve kodlanmayan

bolgelerde 1300 den fazla SNP tespit edilmistir (58) Kodlanan bdlgedeki 8
polimorfizmden 6’s1 asimptomatiktir. Diger 2 polimorfizm p.Thr307Ala (rs6165) ve
p-Asn680Ser (rs6166), ilizerinde en ¢ok calisma yapilan polimorfizmlerdir. Pozisyon

307 deki polimorfizm hiicre dis1 domainde (ECD) iken pozisyon 680’deki polimorfizm
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hiicreici domainde (ICD) bulunmaktadir. iki polimorfizmde ekzon 10 da bulunur ve

aralarinda kuvvetli bir baglanti dengesizligi bulunmaktadir (59,60).

Kodlanan bélgedeki bu iki polimorfizm disinda, 5S’UTR de pozisyon -29 ve -114
de 2 polimorfizm tanimlanmistir.Bu iki polimorfizm yakinliklarindan 6tdirQ birbirleriyle
baglantilidirlar (61).

2.9.1.4. Ovaryen cevap ve FSH reseptoru iliskisi

FSH, folikiiler biiyiimede 6nemli bir rol oynadigi i¢in IVF protokollerinde de
hem kadin hem erkek hastalar i¢in kullanilmaktadir.IVF uygulamasinda, asag1 yukari
ayni protokoller uygulanmasina ragmen, disaridan verilen bu FSH’a degisik hastalarin
yumurtaliklar1 degisik cevaplar vermektedir. Yumurtaligin tedaviye verecegi cevabi
onceden kestirebilmek i¢in yas, azalmig over rezervi ve serum AMH seviyesi gibi
gostergelerden yardim alinmaktadir. Yinede tedavi ig¢in uygun dozu belirlemek IVF

basarist i¢in biiylik 6nem tasir.

Perez-Mayorga ve arkadaglar1 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismayla, ilk kez, FSH
reseptor geninde 680 pozisyonunda (RS6166) Ser/Ser genotipine sahip bayanlarda basal
FSH konsantrasyonunun daha yiiksek oldugunu ve daha ¢ok FSH yiiklemesine
ihtiyaclari oldugunu yayimlamislardir(9).

In vitro yapilan, Thr307-Asn680 ve Ala307-Ser680 izoformlarinin fonksiyonel
analizinde, FSH baglanmasi oraninda ve cAMP iretiminde bir farkhlik tespit
edilmemistir (62,63,64). Bu nedenle bu polimorfizmlerin, yumurtalik cevabini

etkilemesindeki molekiiler mekanizma hala agikca anlasilamamastir.

hCG stimiilasyonuna ragmen diigiik Ostradiol iiretiminin ve oldukg¢a yiiksek
bazal FSH seviyesinin, degisik etnik gruplarda yapilan ¢alismalarla Ser680 aleli ile
iliskili oldugu diistiniilmektedir (64,65,66,67).

Ancak, yukaridaki bu c¢alismalarda incelendiginde, verilen toplam verilen FSH
dozunda,gelisen folikiil sayisinda ve olgun yumurta sayisinda, Asn/Asn ve Asn/Ser
genotipli hastalar arasinda herhangi bir baglanti bulunamamistir. De-Castro ve

arkadaslarinin yaptigi 2004’teki calismasinda Ser/Ser genotipli hastalarda tedaviye
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cevap orani diisiik olmasia ragmen E2 tepe degeri, folikiil sayisi, yumurta sayisi ve
toplam verilen FSH dozu 680 pozisyonundaki 3 ayr1 genotipli hastalarda da benzer

bulunmustur (65).

Pozisyon 307 deki polimorfizmin Hint populasyonunda yapilan ¢alismada, IVF
tedavisinee hiper cevap verilmesinde etkili oldugu bulunmustur.Ala307Ala genotipine
sahip hastalarda OHSS gelisebilme riskinin daha ¢ok oldugu iddia edilmektedir (68)

Toplanan yumurta sayisinin gebelik sansini arttirmasi iliskisine bakilarak, bu
polimorfizmlerin tedavi basarisina dogrudan etkisi oldugunu diisiiniilerek yapilan
calismalarda, Ser680 aleline sahip hastalarin, Asn680 aleline sahip hastalarla

kiyaslandiginda gebelik oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (69).

Son yillarda yapilan meta-analizi ¢alismalarinda da FSH gen polimorfizminin
diisiik ovaryen cevabinin tespit edilmesinde potensiyel bir biomarker olabilecegi
desteklenmistir.(70,71,72) Baz1 ¢alismalarda da, degisik etnik gruplara bakildiginda bu

polimorfizm ile diisiik ovaryen cevap arasinda bir baglant1 bulunamamustir (69,73,74).

2.9.1.5. FSH reseptor genotipinin Oosit Matlrizasyonuna etkisi

IVF tedavisinde yiiksek kalitede yumurta elde etmek , tedavinin basarisi igin
biiyiik 6nem tagimaktadir (75).

FSH hormonunun, granulosa hiicreleri Uzerindeki, adenilat siklaz aktivasyonunu
ve intraselliiler cAMP seviyesini arttirarak iglev gosteren, G-protein yapisindaki FSH
reseptorine baglanmasi, gonatlarin gelisimi ve folikiillerin olgunlagsmasinda énemli bir
rol oynar (48).Folikiillerdeki FSH konsantrasyonunun artmasinin pozitif bir sinyal
yayarak insanlardaki oosit matiirasyonunda gorev yaptigi savunulmaktadir (76).

Boudjenah ve arkadaglarinin 2012°de yaptiklar1 ¢aligmada,Ser680 genotipine
sahip hastalarda, Asn680 genotipli hastalarla kiyaslandiginda daha fazla olgun kalitede
yumurta toplandigi tespit edilmistir (6).
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Sekil 2.10 FSHR geninin semasi ve SNP’lerin protein iizerindeki dagilimi

La Marca A, Grisendi V, Giulini S, Argento C, Tirelli A, Dondi G, Papaleo E, Volpe A.
Individualization of the FSH starting dose in IVF/ICSI cycles using the antral follicle count.
J Ovarian Res. Feb 6;6(1):11, 2013.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=La%20Marca%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23388048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grisendi%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23388048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giulini%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23388048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Argento%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23388048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tirelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23388048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dondi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23388048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Papaleo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23388048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Volpe%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23388048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23388048
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanim:

Bu calismada Bahgeci Umut Tup Bebek Merkezine tiup bebek tedavisi igin
basvuran 18-40 yas arasi kadin hastalardan alinan 100 adet kan 6rnegi kullanilmistir.
Kan ornekleri yumurta toplama guni, yumurta islemi oncesinde 10 ml’lik EDTA’l1
tiiplerde toplanmistir Toplanilan 6rneklerin c¢alisilmasiyla ilgili Etik Kurulu onayi

alimustir.

FSH reseptor genindeki polimorfizmin varliginin, hastalardan toplanan yumurta
sayisina etkisinin aragstirildigi ¢alismamizda, KOH tedavisi sonrasinda yumurta sayilari
ve yumurtalarin matiirasyonu istatistiki olarak karsilastirildigindan ayrica bir kontrol

grubu kullanilmamustir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler:
Agaroz, DNA marker, Etidyum Bromid, Primerler, TAE tamponu, Taq
polimeraz,dNTP set, restruksiyon enzimi. (Asn680Ser polimorfizmi i¢in BseNI)

3.3. Kullanilan Gerecler:

Applied Biosystems 9500 Thermal Cycle, Etliv, Buzdolab: (Haier), Dijital
gorlintiileme sistemi, Elektrofez i¢in giic kaynagi (Cleaver Scientific Ltd CS 300V),
Elektroferez sistemi (Cleaver Scientific Ltd), Hassas terazi (Shimadzu AUX220), Gel
logic gorintuleme sistemi (Cleaver Scientific UV Transilluminator), Isiticili manyetik
karistiric1 (Elektomag), Microdalga firin (Kenwood), Mikrosantrifiij (Beckman Coulter,
Microfuge 16), pH metre (Hanna Instruments HI221), Pipet takimi1 (Eppendorf), Falkon
santrifiij, Spektrofotometre (Nanodrop2000 Thermoscientific ), Su banyosu (Wisebath),
Vortex (V-1 plus Biosan).



28

3.4. Yontemler

3.4.1. Kandan Genomik DNA Elde edilme Protokolu

DNA izolasyonu igin iPrep DNA izolasyon robotu kullanilmistir. izolasyon igin
K3EDTA’l1 tiiplere alinan yaklasik 350 ul’lik periferik kan kullanilmistir. Asagida
aciklanan prensiplere dayanarak DNA elde edilmistir. Elde edilen DNA +4°C
buzdolabinda saklanmustir. izolasyon cihazi ChargeSwitch teknolojisine gore
calismaktadir. Bu sistem, ortamdaki tamponun pH’1 iizerinden degistirilebilir yiizey
yiikiine bagli manyetik boncuk tabanl bir teknolojidir. Diisiik pH durumunda boncuklar
negatif yliklii niikleik asit iskeletine baglanan pozitif yuke sahiptir.Bu nedenle protein
ve diger kontaminantlar baglanamaz ve sivi yikama tamponu ile yikanir. Niikleik
asitleri temizlemek i¢in; boncuk ylizeyinin yiikii, pH’1 diisik tuzu yikama tamponu
(elution) kullanarak pH 8,5’e yiikseltilerek nétralize edilir.izole edilmis niikleik asit
hemen yikama tamponuna geger ve uygulamalarda kullanilmak iizere hazir hale gelmis
olur. Bu kapali sistem igerisinde DNA izolasyon islemi 45 dakika igerisinde

gerceklesmis ve bu islem sonunda yaklasik 150 ul DNA elde edilmistir.

Magnetik boncuklarin en etkin ve verimli sekilde DNA’ya baglanmalar1 i¢in
kartuslar bir siire ¢alkalanir. Hastalardan KsEDTA’l tiiplere toplanan periferik kandan
350 pl gekilerek cihaz kiti ile birlikte gelen 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilip ve
iPrep izolasyon kartusunun &rnek béliimiine yerlestirilmistir. izole edilmis DNA nimn
konulacag: 1,5 ml’lik eppendorf tiipleri de elution boliimiine yerlestirilmistir. izolasyon
sirasinda  pipetlemeyi yapmak icin gerekli pipet wuglarinida 6zel bdlmesine
yerlestirilmistir. En son elde edilen sulandirilmis DNA -20°C yada +4°C’ye
kaldirilmistir.

3.4.2. Elde edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Belirlenmesi
Spektrofotometrede 260nm ve 280nm dalga boylarinda yapilan Olglimlerle

DNA’nin safligi ve konsantrasyonu belirlenmistir. DNA’nin 50pg/ml ¢ift iplikgikli

iceriginin 260 nm dalga boyunda bir optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.

Nanodrop2000 Thermoscientific cihazi ilk ornekten 6nce Dnase/Rnase free

distile su ile blank alinarak kullanima hazir hale getirilmistir. Izole edilmis DNA



29

orneklerinden 1,5ul alinarak cihazin Ol¢iim yapan goziine konulup ve islem igin

bilgisayar iizerinden komut verilmistir.

Bilgisayardan nikleik asit konsantrasyonu, A260, A280 , 260/280 , 260/230
degerleri otomatik olarak alinmustir.izole edilen DNA o6rneklerinin konsantrasyonlar

50-150 ng/ml olacak sekilde Dnase/Rnase free distile su ile sulandirilmistir.

Aletin uygun yerine 0,5 ile 1,5 microlitre 6rnek koyup o6lge basilarak deger

alinip , her 10 6l¢ciimde bir blank alinarak, dogruluk payi arttirilmastir.

3.4.3. PZR Yontemi ile Gen Bolgesinin Cogaltilmasi ve RFLP Yontemiyle
polimorfizm Analizi:

3.4.3.1. PZR’da Kullanilan Kimyasal Maddeler:

DNA Tag polimeraz enzimi (5U/ul) (BIORON Cat.N0:101005)

PZR reaksiyonundaki konsantrasyonu 2,5 unite olacak sekilde 50ul’lik PZR karigimina

1 pl eklenmistir.
10X DNA Taq PZR Tamponu 5

dNTP’ler (100pmol/ml) 1 pli

dNTP’lerden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 1l alinmistir.

3.4.4. FSH reseptor gen bolgesinin PZR Yontemi ile Cogaltilmasi:

FSHR geninin exon 10 boélgesindeki Asn680Ser polimorfizminin ¢ogaltilmasi
icin kullanilan primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir. Bu primerler
uluslararasi yayinlarda dogrulanmis primer dizileridir. Primerler kullanilmadan 6nce 1/5

oraninda sulandirilarak 100pmol/pl’lik stoklar hazirlanmistir.
Asn680Ser polimorfizmi, FSHR gen bolgesi icin (8)
Mleri primer: 5°-TTT GTG GTC ATC TGT GGC TGC-3’
Geri primet: 5’- CAA AGG CAA GAC TGA ATT ATC ATT-3’
FSHR geninin Asn680Ser polimorfizm bdlgesi i¢in PZR karisimi agagidaki gibidir:

50ul’lik karigim; distile su 37 pl, dNTP 1 pl, PZR tamponu 5 pl, Primer 2 pl
herbirinden, Taq polimeraz 1 pl.
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Taq polimeraz eklendikten sonra tiip igerisindeki bilesenler pipetleme islemi ile
karistirlmigstir. Ornek sayis1 kadar 0,2ml’lik tiiplere 48l PZR karisimi dagitilip ve daha
sonra her tipe 2ul DNA (30-100ng) eklenerek pipetleme yapilmistir. PZR (Applied

Biosystems Thermal Cycler Version 2.09) cihazina yerlestirilmistir.

3.4.4.1. PZR Sartlar:
FSHR geninin PZR sartlar1 Tablo 3.1 deki gibidir.

95 ¢C 5 dakika
95 2C 45 saniye
58,3 2C 45 saniye 30 dongu
72 2C 45 saniye
72 C 5 dakika

Tablo 3.1 PZR sartlar

3.4.4.2. FSHR geninde Asn680Ser Polimorfizminin belirlenmesi icin PZR
Uriinlerinde Restriksiyon Enzim Analizi:

BseNI (Bsrl) Kesim enzimi (10U/ul): (Thermo Scientific ER0881) BseNI

enzimi 1xBuffer B ile kullanilmistir. BseNI enziminin tanidigi dizi ve kesim yeri (8):

3’...TGACICN........ 5’

3.4.4.3. BseNI Enzim Kesimi:

PZR drlind saptanmis Orneklerden toplam hacmi 31l olacak sekilde
restriksiyon enzim kesimi tabloda belirtilen ¢ozeltilerin ve BseNI enziminin sirasiyla
eklenmesi ile gergeklestirilmistir.(Tablo 3.2) Kesim islemi BseNI enzimi igin optimum

sicaklik olan 65 °C de 4 saat siirmiistiir.
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Tablo 3.2 BseNI Enzimi igin kesim protokoli

Kimyasallar Miktar
PZR Urunu 10 pl
10X Buffer B 2 ul
Enzim: BseNI 1 ul
Distile Su

18 ul

(Dnase/Rnase free)

3.4.4.4. BseNI Enzimi Kesim Urtinlerinin Kontroli:

Kesim drtinlerinin kontrolu igin %3 liik agarose jel hazirlanmistir. BseNI enzimi
ile kesilen PZR druniinden 10 pl karistirilip ve EtBr iceren %3’liikk agaroz jeldeki
kuyulara yiikleme yapilmistir. Kesim Grlnleri DNA molekiler marker (Bioron 100bp
marker) ile birlikte yiiriitiilmiistiir. Yiriitme sonrasinda, jel tizerindeki bantlar, UV 151k

altinda incelenmistir.

3.4.4.5. BseNI Enzimi Kesim Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi:

Kesim islemi yapilmadan once elde edilen PZR f{iriinlerinin bant biiyiikliikleri
520bp olarak saptanmistir. Asn680Ser polimorfizmi yoklugunda (Asn/Asn) , BseNI
enzimi igin bir kesim bolgesi bulunmamaktadir. Polimorfizimin oldugu (Asn/Ser,
Ser/Ser) orneklerinde ise BseNI enzimi igin bir kesim bolgesi bulunmaktadir.
Polimorfizm igcermeyen (Asn/Asn) PZR urunleri 520bp biiyiikliigiinde tek bant verirken,
homozigot (Ser/Ser) Asn680Ser polimorfizmi iceren &rnekler 413bp bant verir.
Heterozigot Asn680Ser (Asn/Ser) PZR urinleriise 520bp ve 413bplik iki bant verir.
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Enzim kesim reaksiyonu sonucunda godzlenen 520 bp lik tek bant 6rnegin
Asn680Ser polimorfizmi bulundurmadigin1 (Asn/Asn) gosterir. 413bp lik tek bant
gozilkmesi homozigot mutant varhigini (Ser/Ser) ve 520bplik ve 413 bplik bant

gorilmeside heterozigot mutant (Asn/Ser) varligin1 gostermektedir.

520bp
413 bp

Homozigot Wild tip
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Sekil 3.1 Enzim kesimi

3.5. Ovaryen Stimulasyonu
Tiip bebek merkezinde klinisyenler tarafindan standard antagonist protokoli

uygulanmigtir.
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3.6. Matiirasyon oraninin hesaplanmasi
Matiirasyon orant (MII oositler/ Total oosit sayisi)) X100 esitligi ile

hesaplanmustir.

3.7. istatistiksel ve Haplotip Analizi

Genotipleme sonucunda elde edilen veriler istatistiksel analiz igin SPSS 21.0
programi ile degerlendirildi. Genotip ve allelerin gruplar arasinda goriilme sikliklarinin
degerlendirilmesinde Ki Kare, Fisher’s Exact Test kullanilmistir. Gruplar arasi
genotipler arasindaki iliskinin incelenmesi i¢in Haploview programi kullanilarak

haplotip analizi yapilmaistir.
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4. BULGULAR

Hasta grubu olarak tiip bebek tedavisine basvurmus kadinlarin arasindan
normogonadotropik oviilasyona sahip olanlar secilmistir. Infertilite nedeni olarak erkek
faktorii yada tubal faktor olanlar gruba dahil edilmistir. Yas ortalamasi1 32,67+4,36 dir.
Tablo 4.1°de olgulara ait bilgiler verilmistir.

Tiip bebek tedavisine alinan hastalara antagonist protokol uygulanmastir.

Calisma grubundaki hastalarin degerlendirilmesinde, FSHR geninde Asp680Ser
polimorfizmi 26(%26) homozigot dogal (wild), 46(%46) heterozigot mutant ve 28

(%28) vakada ise homozigot mutant saptanmustir.

Calismamiza dahil ettigimiz hasta grubundan, KOH tedavisi sonrasinda ortalama
toplanan yumurta sayisi 9,68 ve olgun yumurta sayisi ise 7,96 dir. Hastalardan
adetlerinin 3.giinlerinde alinan kan ornegi ile saptanan FSH degerleri ile genotip

sonuclar1 ve yumurta sayilari istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Tablo 4.1: Olgulara ait demografik ve klinik parametreler

PARAMETRELER

Yas (y1l) 32,67+4,36
FSH duzeyi (1U/L) 6,86+2,40
Oosit sayist (n) 9,68+6,47
Olgun Oosit sayisi (n) 7,96£5,75
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Biitiin PZR iiriinleri beklenen biiyiikliikte bantlar gostermistir. Ekzon 10 da pozisyon

680 deki polimorfizm i¢in yapilan RFLP analizi ile belirlenen genotip dagilimi Tablo

4.2 de verilmistir.

Tablo 4.2: Genotip Dagilimlari

GENOTIP DAGILIMI (n:100)

Wild Tip (Asn/Asn) Heterozigot (Asn/Ser) Homozigot Mutant
(n/%) (n/%) (Ser/Ser)
(n/%)
26 (%026) 46 (%46) 28 (%28)
ALLEL DAGILIMI
Wild Allel Mutant Allel
(n/%) (n/%)
98 (% 49) 102 (%51)
Minor alel dagilima, Ekzom degisken databankasinda

(http://evs.gs.washington.edu/EVS/) Kafkas Avrupa populasyonu (n=4300) icin %45.7

olarak raporlanmigtir.

Genotip dagilimlarina gore hastalara ait hormonal degerler ve elde edilen

yumurta sayilarida karsilastirilmistir.
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Genotip dagilimlarina gére FSH, Oosit ve M-oosit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iligki goriilmemistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Genotip dagilimlarina gore FSH, Oosit ve Olgun oosit diizeyleri arasinda

iliskinin gosterilmesi

Genotipler Wild Tip Heterozigot Homozigot Mutant
(n:26) (n:46) (n:28)

FSH diizeyi (1U/L) 6,61+2,08 7,03+2,79 6,81+2,00

Oosit sayist (n) 8,26+5,11 9,95+7,09 10,54+6,54

Olgun Oosit sayisi (n) 6,96+4,80 8,02+6,02 8,78+6,14

Allel dagilimlarma gore FSH, Oosit ve Olgun oosit diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iliski gériilmemistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Allel dagilimlarmma gore FSH, Oosit ve Matiir oosit diizeyleri arasinda

iliskinin gosterilmesi

Alleller Wild Allel Mutant allel
(n:72) (n:74)
FSH dizeyi (1U/L) 6,88+2,55 6,94+2,50
Oosit sayist (n) 9,34+6,46 10,18+6,85
Olgun Oosit sayisi (n) 7,63+5,60 8,31+6,03

34 yas1 Oncesi ve sonrasi hastalarda FSH, Oosit ve M-oosit diizeyleri arasinda

iliski incelendiginde 34 yasindan biiyiik hastalarda daha gen¢ olanlara gore FSH

diizeyleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir (p<0,001, %95 giiven araligt:

1,03-2,84). Bununla beraber oosit (p<0,001, %95 giiven araligi: 2,42-7,28) ve olgun
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oosit sayist (p<0,001, %95 giiven araligi: 1,94-6,29) ise 34 yasindan biiylik hastalarda

anlaml sekilde azaldig1 gézlemlenmistir.

Tablo 4.5: Yas grubuna goére FSH, Oosit ve Olgun oosit diizeyleri arasinda iligkinin

gosterilmesi

Yas >34 <34
(n:42) (n:58)

FSH diizeyi (1U/L) 7,98+2,33* 6,04+2,12

Oosit sayist (n) 6,86+5,57 11,72+6,35*

Olgun Oosit sayist (n) 5,57+5,04 9,68+5,64*

Tedaviye zayif cevap veren hastalarda (3 ve 3 ten az oosit toplanan hastalarda)
genotip dagilimi agisindan anlamli bir fark bulunamamistir. Tablo. 4.6’da genotip

dagilimi ile tedaviye verilen zayif yada normal yanit karsilagtirilmistir.

Tablo 4.6: Genotip dagilimma bagli tedaviye zayif yanit veren ve iyi yanit

veren hastalarin karsilagtiriimasi.

GENOTIP DAGILIMI (n:100)
Wild Tip Heterozigot | Homozigot
(Asn/Asn) (Asn/Ser) Mutant
(Ser/Ser)
(n/%) (n/%) (n/%)
<3 oosit
toplanan hasta 6 (%29) 11 (%52) 4 (%19)
grubu
>3 00sit
toplanan hasta| 20 (%25) 35 (%45) 24 (%30)
grubu
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5. TARTISMA VE SONUC

FSH reseptorleri, yumurtaliklarda folikiiler gelisimi ve graniiloza hicrelerinin
fonksiyonu icin gereklidir. Estrojen, hiicre zar iizerinde ki FSH reseptor sayisinin
artmasin1 saglar. FSH graniiloza hicrelerini stimile ederek estrojen salgilanmasina
neden olur. Boylece FSH ve estrojen sinerjik bir bigimde, yumurtaliktaki folikiillerin

blylmesinde rol oynar.

FSH reseptOriiniin ekspresyonu ve ekzojen FSH’a cevap verebilme yetenegi
gonadotropin tedavisinde belirleyici etkenlerden biri olarak goziukmektedir. Boylece
degismis FSH reseptor ekspresyonu ve fonksiyonu, zayif ovaryen cevabina karsi bir
faktor olarak kabul edilebilir.Simdiye kadar yas ile azalan over rezervi yada serum
AMH seviyesi ovaryen stimilasyona verilecek cevabi tahmin etmek igin biomarker
olarak kullanilmaktadir (77,78). Fakat optimum ovaryen cevabini belirleyebilmek igin
en uygun FSH dozunu tespit edebilmek siiregelen arastirmalarin baginda gelmektedir.
FSHR genindeki alelik degisikliklerin tespiti , IVF/ICSI protokollerinde ovaryen cevabi
icin, bir biomarker olarak kabul edilebilmesi i¢in son yillarda bir¢ok ¢alismaya konu

olmustur (53).

FSHR geninde ekzon ve intronlarda ¢ok gesitli polimorfizmler tespit edilmistir.
Thr307Ala (rs6165) ve Asn680Ser (rs6166) en ¢ok ¢alisilmis olan polimorfizmlerdir.iki
polimorfizmde ekzon 10 da bulundugundan, aralarinda kuvvetli bir baglanti
dengesizligi vardir (79).Bu nedenle bir ¢cok ¢aligmada sadece Asn680Ser polimorfizmi
tizerinde durulmustur. Bizim ¢alismamizda da, IVF/ICSI programina dahil edilmis 100

hastanin klinik parametreleri, Asn680Ser polimorfizmi ile karsilastirilmistir.

Yapilan diger baska caligmalarda da bu polimorfizmin varliginin, ovaryen
cevaba etkisi arastirilmistir. Basal FSH degeri, estradiol, folikiil ve oosit sayisinin
Asn680Ser polimorfizmi varli@inda kiyaslamasi yapilmistir. Perez-Mayorga ve
arkadaglarinin 2000 yilinda 161 hastada yaptiklari ¢alismada Ser/Ser ve Asn/Ser
genotipine sahip kadin hastalarin Asn/Asn genotipine sahip olanlarla kiyaslandiginda;
istatistiksel olarak anlamli, daha yiiksek basal FSH degerlerine sahip oldugu ve ovaryen
hiperstimiilasyonu i¢in yine istatistiksel olarak anlamli daha fazla FSH dozuna ihitiyag
duyduklari tespit edilmistir. Her 3 grupta da peak estradiol degerleri, folikiil ve oosit

sayilar1 benzerdir (9).
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Sudo ve arkadaglarinin 2002 deki 58 hastalik gruptaki ¢alismasinda ise Ser/Ser
genotipine sahip kadin hastalarda hCG uygulamasi giiniinde istatistiksel olarak anlamli
bir iliskide artmis ekzojen FSH ve diisiik Ostradiol seviyesi tespit edilmistir (64). Her 3

grupta da toplanan oosit sayis1 benzerdir.

de-Castro ve arkadaslarinin 102 hastada 2004 yilinda yaptiklari c¢alismada
Ser/Ser genotipine sahip kadin hastalarin istatistiksel olarak anlamli yiiksek bazal FSH
degerleri ve IVF siklus sayis1 gosterdigi tespit edilmistir(65). Her 3 grupta da estradiol

seviyesi, folikiil ve oosit sayilar1 benzerlik gostermektedir.

Behre ve arkadaslar1 2005 teki calismalarinda, 93 hastay1 degerlendirmislerdir.
Ser/Ser genotipine sahip kadin hastalarin,ayni ovaryen cevabi i¢in daha yiiksek FSH
dozuna ihtiya¢ duydugu (225U/giin) diger Asn/Asn genotipine sahip kadin hastalarda
bu miktarin 150U/giin oldugu gosterilmistir (66). Hasta gruplari arasinda basal FSH

degeri, folikiil ve yumurta sayisi, gebelik oran1 benzerlik gostermektedir.

2003 yilinda,Laven ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen 148 hastalik
calismada ise Ser/Ser genotipine sahip kadin hastalarin istatistiksel olarak anlamli daha
yiiksek bazal FSH degerleri varken, estradiol degerleri, ekzojen FSH dozu, folikiil ve

oosit sayisi diger genotiplerle kiyaslandiginda benzerlik gosterdigi bulunmustur (73).

Klinkert ve arkadaslart 2006°da yaptiklart ¢alismada Ser/Ser genotipine sahip
kadin hastalarin gebelik ve implantasyon oranlarmin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde Asn/Asn genotipine sahip kadin hastalardan daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Calismaya dahil ettikleri hasta sayilar1 105°tir (69).

Mohiyiddeen ve arkadaslar1 ise 2012 yilinda 421 hastalik calisma gruplarinda
gerceklestirdikleri karsilastirmada, her 3 gruptada stimilasyondaki FSH dozu ve

toplanan oosit sayilar1 benzerlik gostermektedir (80).

Greb ve arkadaslar1 2005°te 64 hastalik c¢aligma gruplarinda yaptiklar
calismada, Ser/Ser genotipine sahip kadin hastalarin FSH a kars1 daha yiiksek ovaryen
esik degerine sahip olduklari, luteal sekresyonun negatif geribeslemesinin azalmig
oldugu , daha uzun menstriiel siklusa sahip olduklari, yinede daha ¢ok antral folikiil
sayisina sahip olduklar1 gibi sonuglar genotiple iliskilendirilmistir (67). Estrodiol

seviyeleri, inhibin B ve dominant folikiillerin gelisim hiz1 her 3 gruptada benzerdir.
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Loutradis ve arkadasglar1 ise 2006’da yaptiklar1 64 vaka sayisina sahip
calismalarinda gruplar arasinda fark bulmuslardir (3). Asn/Ser genotipine sahip kadin
hastalarin Ser/Ser ve Asn/Asn genotipine sahip olanlarla karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek estrodiol seviyesine ayrica folikiil ve yumurta

sayisina sahip olduklar tespit edilmistir.

Daelemans ve arkadaslar1 bu polimorfizmin OHSS ile iligkisini incelemiglerdir

(81). Ser680 alelinin varligi iatrojenik OHSS riskini arttirmakla birlikte ayrica Asn680

alelinin varlig1 istatistiksel olarak anlamli olarak OHSS nin siddeti ile iligkili oldugu

tespit edilmistir.Vaka sayilar1 37dir.

Bir diger ¢alismada ise, Boudjenah ve arkadaslar1 2012°de 427 hastalik bir
grupta yaptiklar1 ¢alismada, Ser/Ser genotipine sahip kadin hastalarin diger gruplardaki
ile kiyaslandiginda tedaviye daha ¢ok hiper-cevap verdigi iliskilendirilmistir(6).

Bu ¢aligmalarin sonuglar1 6zet bir sekilde Tablo 5.2°de gdosterilmistir. Yapilan
caligmalarda vaka sayilar1 ve wrklar farklilik gosterdigi gibi elde edinilen bilgilerde
farklilik gostermektedir. Simdiye kadar yapilan bircok calismada farkli sonuglarin elde
edilmesinin ¢esitli nedenleri olabilmektedir. Bu farkliliklar c¢alismalarin degisik etnik
gruplarda yapilmasindan, farkli stimiilasyon protokollerinin uygulanmasindan yada

calisma dizaynlarimin ayri olmasindan kaynaklanabilir (74).

Bu ¢alismada ,FSHR genindeki Ser680Asn polimorfizminin Tiirk toplumundaki
prevelanst aragtirllmistir, FSHR genindeki alelik degiskenliklerin varligi, daha once
bircok toplum i¢in aragtirma konusu olmustur.Yapilan calismalarda Alman, Japon,
Ispanyol,Kore ve Yunan toplumundan kadin hastalarda Ser680Asn polimorfizminin
ovaryen cevaba pozitif etki ettigi, Hollanda’li kadin hastalarda ise negatif etki ettigi

goriilmiistiir (3,9,64,65,66,69,87).

Kuijper ve arkadaglari,FSHR genindeki Ser680Asn polimorfizminin degisik
etnik gruplardan, genis bir infertil hasta grubundaki dagilimina bakmislardir (82). Bu
hasta grubundan %?3.8’si yada 67 tanesi Asyali olup sadece %]11°1 adet diizensizligi
gormektedir. Yapilan bu ¢alismada Katkas ve Akdenizli ki Asyali 1irkiyla
karsilastirildiginda, Asyalilarda Ser680Ser FSHR prevalansi diisiik (%10.4) bulunurken,
Asn680Asn prevalansi ise yiiksek (%50.7) olarak bulunmustur.
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Tiirkiyede simdiye kadar yaymlanmis ¢aligmalardan biri Unsal ve arkadaslari
tarafindan 2009 yilinda polikisitik over sendromuna sahip ergen kizlar arasinda
yapilmis. FSHR geni ve baska genlerdeki polimorfizmler ile PKOS arasindaki iligkiye

bakilmis ancak anlamli bir sonug elde edilememistir.(83)

Yaptigimiz ¢alismada, segilen hasta grubunda ovaryen rezervine yas faktoruntn
etkisini elimine edebilmek igin 18 ile 40 yas arasindaki kadin hasta grubu ¢aligmamiza
dahil edilmistir.ilerleyen yasla birlikte over rezervi azalmakta ve tedavi igin kullanilan
ekzojen FSH dozu artmaktadir (13). FSHR genindeki polimorfizmin varliginin oosit
sayisina etkisini inceledigimiz i¢in tiip bebek endikasyonu olarak tubal faktor yada
erkek faktorli disindaki endikasyonlar elenmistir. Oosit toplama islemi, hcg dozunun
verilmesinden 36-38 saat sonra gergeklestirilmistir. Transvajinal ultrason yardimi ile
anestezi altinda yapilan islem sonrasinda toplanan oositler ayiklama isleminden 6nce 2
saat inkiibatorde (6% CO2 ve 5%02) bekletilmistir. Tiip bebek tedavisinin basarisinin
goOstergesi olarak matlrasyon oram1 %80-85°tir (84). Calismaya dahil edilmis hasta

grubunda matlrasyon orani %82,2dir.

Toplanan total oosit sayist ve MII oosit sayisinin ; ortalama embriyo transfer
sayisint ve gebelik oranlarimi dolayli olarak etkiledigi diisiiniilmektedir. Ne kadar iyi
kalitede oosit elde edilirse o kadar ¢cok embriyo olusturulabilmekte ve hastanin gebelik
sans1 artmaktadir. Sonu¢ olarak KOH’un amacida budur. Hastaya optimum dozda
gonadotropin vererek optimum sayida oosit elde edinilmesi amaglanmaktadir. (2,85)
Ancak bazi hastalarda olusan OHSS durumunuda unutmamak gereklidir. Bu nedenle
IVF tedavisinde hastalara verilen ila¢ dozlar1 fizyolojik olarak ¢ok onemlidir. FSHR
genindeki polimorfizmlerin varliginin, hastaya gore tedavi belirlemekte onemli bir
faktor  oldugu  diistiniilmektedir. Bu nedenle farmakogenetik  calismalar
strddrilmektedir. (86)

Yaptigimiz ¢alismada, genotip dagilimi hastalar arasinda 26(%26) homozigot
dogal (wild), 46(%46) heterozigot mutant ve 28 (%28) vakada ise homozigot mutant
olarak saptanmistir.Genotip dagilim1 Hardy-Weinberg esitligine uygundur. Bltin PZR
ornekleri jel Gzerinde beklenen biiyiikliikte bantlar vermistir. Genotip dagilimina bagh
olarak karsilagtirma yapildiginda, toplanan oosit sayilari ile ilgili herhangi bir iliski
tespit edilememistir. Matiir oosit sayisida genotip dagilimina bagl olarak istatistiksel bir

farklilik gostermemektedir.
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Hastalar , oosit sayilarina gore zayif ve normal ovaryen cevap veren hastalar
olarak ikiye ayrilmistir. 3 ve altinda oosit toplanan hastalar zayif cevap veren hastalar
olarak kabul edilmistir. Bu hasta grubunun yas ortalamasi 34,4 tiir. Normal cevap veren
hasta grubunun yas ortalamasi ise 32,2’dir. Genotip dagilimina baglh olarak
degerlendirdigimizde oosit sayisinda bir fark bulunamamistir

Basal FSH degerlerini karsilastirdigimizda yine genotipe bagli bir fark
bulunamamustir. Yeterli olgunluga erismis folikiiller inhibin-B dretirler ve bu da
hipofizdeki FSH salgis1 i¢in negatif geri beslemeye neden olur. Yas ilerledik¢e, azalan
folikilerin havuz daha az inhibin-B salgilamasiyla FSH nm kan duzeyi
artmaktadir(20,21).Bu nedenle yasin artmasiyla FSH degerinin kan diizeyinde artmasi

beklenen bir durumdur.

Yaptigimiz prospektif ¢alismada FSHR genindeki Asn680Ser polimorfizmi ile
oosit maturitesini karsilagtirtlmistir. MII oosit sayis1 ile farkli genotipler arasinda
istatistiksel bir farklilik bulunamamistir.Calismada ovaryen cevap i¢cin MII sayisini
gelisen embryo sayisini tahmin edebilmek adina kullanmak, antral folikiil sayisim
kullanmaktan daha bilgilendirici kabul edilmistir. Ornegin ovaryen stimiilasyona 4
antral folikiilii olup 4 MII oositi ¢ikan bir kadin 20 antral folikiilii olup 8 MII oositi
¢ikan bir kadindan daha iyi yanit vermis kabul edilebilinir. Mohiyiddeen ve
arkadaslarinin  2013°te  yaptigi calismada da bizim c¢alismamiza benzer olarak
Asn680Ser polimorfizmi ile oosit olgunlugu arasinda bir iligki bulunamamigtir.(

Mohiyiddeen)

Literatiirde yapilan diger calismalarda fertilizasyon orani genotiplere gore
karsilagtirilmis ancak anlamli bir fark bulunamamustir. (66,87,69) Buna ragmen klinik
gebelik  ve implantasyon oraninda yapilan bir c¢alismada Ser/Ser genotipine sahip
hastalarin Asn/Asn genotipine sahip hastalara nazaran 3 kat fazla degerlere sahip oldugu
bulunmustur (69). Buna karsilik yapilan bir farkli ¢alismada da tam tersi olarak klinik
gebeligin Asn/Asn grubunda daha yiiksek oldugu bulunmustur. (87)

Van Disseldorp ve arkadaslarinin 2011°de yaptiklar1 genom diizeyindeki
calismalarinda (Genome Wide Association Studies) 102 hastalik kohortlarinda anlaml
over yanitl, embryo kalitesi ve gebelikle iligkili hicbir SNP tespit edilememistir. Ancak
calismalarin biiylk 6lcekli GWAS ile siirdirtilmesi gereklidir. (103)
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Sonug olarak diyebiliriz ki; FSHR genindeki Asn680Ser polimorfizmi ile
farkli genotipli hasta gruplarinda tedavi sonrasinda elde edilen olgun oosit sayisi igin
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Diger polimorfizmlerle 6rnegin
steroid Uretiminde etkili olan genlerdeki (ESR1,ESR2 ve CYP19A1) yada folikiilogenez
ile ilgili genlerle (BMP15,AMH and AMH2) birlikte degerlendirildiginde klinik agidan
daha fazla anlamlilik kazanabilir.(de Castro 2004,Mohiyiddeen 2011) Bunun icin daha
fazla hasta popiilasyonunda ¢alismalar devam edilmeli aradaki c¢eliskileri ortadan
kaldirabilmek adma genom diizeyinde c¢alismalart (GWAS) yapilmalidir.
Konvansiyonel ovaryen hiperstimiilasyondan ziyade kisisellestirilmis ovaryen
stimulasyon yolunda ilerlenilmektedir. (89) Hastaya uygun kisisellestirilmis tedavi yolu

bulmak i¢in ¢alismalarin siirdiiriilmesi gerekmektedir.
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