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OZET

Kontrollii overyan hiperstimiilasyon (KOH) tedavilerine baslamadan 6nce
overyan yanitin Ongoriilmesi; siklus iptallerini azaltir ve hekime uygun tedavi
stratejileri gelistirme imkani saglar. Anti-miilleryan hormon (AMH) seviyeleri
preantral, ge¢ pre-antral ve preovulatuar follikiillerde oositin gelisim evreleriyle
paralel olarak diizenlenir ve intra-interfollikiiler koordinasyonda gorevlidir. Kemik
morfogenetik protein-15 (BMP-15); primordial-primer, preantral-antral follikiil gegis
asamasinda ve progesteron (P4) sentezini baskilayarak prematiir liiteinizasyon
inhibisyonunda gorev alir.

Bu ¢alismada; AMH ve BMP-15'in KOH yanitinin 6ngériilmesindeki yerini
degerlendirmeyi amacladik. Bu prospektif, randomize, kesitsel calisma Firat
Universitesi Hastanesi Tiip Bebek Merkezi'nde 01.06.2012-01.06.2013 tarihleri
arasinda yapildi. Hastalar gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) agonist (G1; n=
38), GnRH antagonist (G2; n=44), olarak 2 gruba ayrildi. Hastalardan adetin 3. giinii
(D3) ve oosit toplama giinii (OPU) 8 mL kan; OPU giinii 8 mL follikiil s1vis1 alindu.
Kanlardan santrifiij sonrasi1 elde edilen serumlar ve follikiil sivilar1 -20 °C'de bir
defada calisilmak tizere saklandi. AMH ve BMP-15 odlciimleri kantitatif olarak
ELISA yontemi ile gerceklestirildi. Hastalarin ortalama yas1; G1'de G2'den anlamli
olarak diisiik iken (p<0,05); antral follikiil sayilar1 (AFS), human koryonik
gonadotropin (hcg) giinii 6stradiol (E;) diizeyleri ve toplanan oosit sayilar1 anlamli
olarak yiiksek idi (p<0,05). G1 ve G2'de D3, OPU kan ile follikiiler stvi BMP-15
diizeyleri ile D3 ve OPU kan1t AMH diizeyleri benzer bulundu (p>0,05). Follikiil
stvist AMH diizeyi G2'de anlamli olarak yiiksek idi (p<0,05).

Her bir grup kendi i¢inde kiyaslandiginda; D3, OPU kan1 AMH ve follikiil
stvist AMH diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,017). D3
BMP-15 diizeyi ile OPU BMP-15 diizeyleri benzer iken (p >0,017), follikiil sivisi
BMP-15 diizeyleri ile aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,017). D3
ve OPU kant AMH diizeyleri ve OPU kani BMP-15 diizeyleri ile fertilizasyon
oranlar1 (FR) arasinda anlamli negatif korelasyon tespit edildi.

Sonug olarak; bizim sonuglarimizin tartigilabilmesi i¢gin AMH ve BMP-15
diizeylerinin incelenecegi daha genis populasyonlu ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: in vitro fertilizasyon, over rezervi, BMP-15, AMH



ABSTRACT

IMPACT OF ANTIMULLERIAN HORMONE AND CYTOKINES IN
PREDICTION OF IN VITRO FERTILIZATION OUTCOME

Prediction of ovarian response before starting treatment of controlled ovarian
hyperstimulation (COH) reduce cycle cancellations and provides the physician the
opportunity to develop appropriate treatment strategies. Anti-mullerian hormone
(AMH) levels are arranged in paralel with the development phases of oocytes in the
pre-antral, late pre-antral and preovulatory follicles and it is charged in coordination
with follicular development. Bone morphogenetic protein-15 (BMP-15) is involved
in transition of phases of primordial-primary, pre-antral-antral follicle and inhibites
premature luteinizing by the inhibition of the synthesis of progesterone (P4).

In this study; we aimed to evaluate the importance of AMH, and BMP-15 for
prediction ovarian response. This prospective, randomized, cross-sectional study was
carried out with 80 patients during 01.06.2012-01.06.2013 in IVF Center of Firat
University Hospital. Patients were divided into two groups as fallows; gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) agonist (G1, n = 38) and GnRH antagonist (G2, n=44).
Approximately eight ml of peripheral venous blood was collected from patients on
the third day of the menstrual cycle and on the day of the collected samples pick
oocyte up (OPU) and also follicular fluid was collected during OPU. Bloods were
centrifuged and the serum samples were stored at -20 °C until analysis. Analysis of
AMH, and BMP-15 were performed quantitatively by ELISA method. The mean age
of the patients was significantly lower in G1 than G2 (p <0.05); antral follicle counts
(AFC), estradiol (E2) levels on day of human chorionic gonadotropin (HCG) and the
number ofoocytes collected were significantly higher. D3 and with the blood of the
OPU and levels of BMP-15; D3 and AMH levels of OPU blood were similar in G1
and G2 (p>0,05). Follicle fluid AMH levels were significantly higher in G2 (p
<0,05).

When each group was compared with each other, the difference was
statistically significant between D3, level of AMH of OPU blood and level of AMH
of follicular fluid (p<0,017). While the levels of OPU BMP-15 were similar with the
level of D3 BMP-15 (p>0,017), the difference with levels of BMP-15 in follicular



fluid between them were statistically significant (p <0.017). The significant negative
correlation was identified between fertilization rates (FR) and blood level of AMH
on D3 and OPU, blood level of BMP-15 on OPU.

In conclusion to discuss our results, the broader populated studies which
examined of the levels of AMH and BMP-15 are needed.

Key Words: in vitro fertilization, ovarian reserve, BMP-15, AMH

Vi



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI I
ONAY SAYFASI i
TESEKKUR iii
OZET iv
ABSTRACT v
ICINDEKILER vii
TABLO LISTESI iX
SEKIL LISTESI X
KISALTMALAR LiSTESI Xi
1. GIRIS
1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Infertilite Nedenleri
1.1.1.1. Oosit tiretimindeki anormallikler
1.1.1.2. Anatomik faktorler
1.1.1.3. immunolojik faktorler
1.1.1.4. Genetik nedenler
1.1.1.5. Sperm iiretimindeki anormallikler
1.1.1.6. Aciklanamayan infertilite:
1.1.2. Infertil Ciftin Degerlendirilmesi
1.1.3. Overyan Rezerv Testleri
1.1.3.1. Statik testler
1.1.3.1.1. Yas
1.1.3.1.2. Bazal Serum FSH
1.1.3.1.3. FSH/LH Oram
1.1.3.1.4. inhibin-B
1.1.3.1.5. Bazal Serum E,
1.1.3.1.6. Bazal Antral Follikiil Sayis1
1.1.3.1.7. Overyan Hacim
1.1.3.1.8. Overyan Stromal Kan Akimi
1.1.3.1.9. Over Biyopsisi
1.1.3.1.10. Follikiil s1vis1

© © © 0 N N N N oo o oo oo o oo oo oo O B

=
R B O O

Vii



1.1.3.1.11. AMH
1.1.3.1.12. BMP 15
1.1.3.2. Dinamik Testler
1.1.3.2.1. CCCT
1.1.3.2.2. GAST
1.1.3.2.3. EFORT
2. GEREC VE YONTEM
2.1. Calisma Populasyonu
2.2. Calisma Diizeni

2.2.1. IVF Oncesi Hasta Medikasyonu ve Takibi

2.2.2. Yumurta Toplanmasi, Embriyo Gelisimi ve Embriyo Transfer

Islemleri
2.2.3. Hormon Olgiimleri
2.2.4. Gebelik Tanim1 ve Tespiti
2.2.5. Istatistik Degerlendirme
3. BULGULAR
4. TARTISMA
5. KAYNAKLAR
6. OZGECMIS

viii

13
16
18
18
18
18
20
20
20
20

21
22
22
23
24
31
41
57



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.

Tablo 7.

TABLOLISTESI

Calismadaki tiim ¢iftlerin demografik ve klinik 6zellikleri

Gruplarin demografik ve klinik 6zelliklerinin kiyaslanmasi

Gruplara gore spermiogram degerleri

Gruplarm Overyan Stimiilasyon ve Embriyoloji Ozellikleri
Gruplarin AMH ve BMP-15 diizeyleri

AMH ve BMP-15"1n birbirleriyle ve klinik parametrelerle korelasyon
iliskisi

AMH ve BMP-15"1n fertilizasyon ve implantasyon tizerine etkisi

24
25
26
26
27

28



Sekil 1.
Sekil 2.

Sekil 3.

SEKIL LISTESI

AMH’ nin follikiil gelisimi tizerine etkisi 14
Adetin 3. glinii OPU giinii AMH vendz kan diizeyleri ve Follikiil s1visi
AMH diizeylerinin karsilastiriimasi 29
D3 ve OPU BMP-15 diizeyleri ve follikiil stvist BMP-15 diizeylerinin
karsilastirilmasi 30



AFS
AMH
AMHR
BMP-15
cC
CCCT
D3

E>
EFORT
ET
FR
FSH
GAST
GCT
GDF-9
GnRH
hCG
hMG
HSG
ICSI
IUD
IVF
KOH
LH
OAT
OHSS
OPU
P4
POF
TV USG
VKIi

KISALTMALAR LiSTESI

. Antral follikiil sayis1

> Anti-miilleryan hormon

. Anti-miilleryan hormon reseptor

: Kemik morfogenetik protein-15

: Klomifen sitrat

: Klomifen sitrat challenge test

- Adetin {igiincti glinii

: Ostradiol

: Ekzojen FSH overyan rezerv test

: Embriyo transferi

: Fertilizasyon orani

> Follikiiler stimiilan hormon

: GnRH agonist stimiilasyon test

- Grantiloza hiicreli timor

- Oosit kaynakli biiyiime farklilasma faktori
- Gonadotropin salgilatict hormon

: Insan koryonik gonadotropin

: Insan menapozal gonadotropim

: Histerosalpingografi

. Intrastoplazmik sperm enjeksiyonu

. Intrauterin arac¢

. In vitro fertilizasyon

: Kontrollii overyan hiperstimiilasyon
: Luteinizan hormon

: Oligoastenoteratospermi

: Overyan hiperstimiilasyon sendromu
: Oosit toplama

- Progesteron

: Prematiir overyan yetmezlik

: Transvajinal ultrason

: Viicut kitle indeksi

Xi



WHO : Diinya Saglik Orgiitii

YUT : Yardimci tireme teknikleri

Xii



1. GIRIS

Infertilite, bir yillikk korunmasiz iliskiye ragmen konsepsiyonun
gerceklesmemesi olarak tanimlanmaktadir. Daha 6nce hi¢ gebelik olugsmamigsa
primer infertilite, canl1 dogumla sonug¢lansin yada sonuglanmasin, en az bir gebelik
olusmussa, sekonder infertilite olarak adlandirilir. Saghkli ¢iftlerin yaklasik %85-
90’inda ilk bir yil icerisinde gebelik gergeklesmektedir. Dolayisiyla infertilite
ciftlerin %10-15’ini ilgilendiren bir sorundur (1). Bir menstriiel siklusta, gebe
kalabilme olasiligina fekundabilite, bir siklusta canli doguma kadar gidebilecek
gebelik olugma olasiligina ise fekundite denir. Fekundabilite fertilite potansiyeline
sayisal baz olusturmasi nedeni ile degerli ve bilimsel bir kavramdir. Ayrica cesitli
fertilite tedavilerinin yeterliliginin sayisal olarak tahmin edilebilmesini ve optimal
tedavinin planlanmasmi saglar. Saglikli ¢iftlerde yapilan ¢aligmalarda ilk lic ay
boyunca fekundabilite %25 iken, sonraki 9 ayda %11 olarak bulunmustur. On iki
aym sonunda gebelik elde edemeyen ciftlerde ise tedavi edilmedigi taktirde bu oran
%0 ile %4 arasindadir (2).

Yardmmei iireme tekniklerinin (YUT) tarihsel gelisimini inceleyecek olursak;
1968 yilinda Ingiliz Biyolog Edwards, Ingiltere’de pelvik laparoskopi teknigine
onciilik eden jinekolog Patrick Steptoe ile tarihi bir isbirligine baslamistir.
Manchester yakinlarinda Oldham General Hospital’daki klinik pratiginde Steptoe,
tubal hasar nedeniyle infertil olan hastalardan laparoskopik olarak preovulatuar
oositleri toplayabilmistir. Bob Edwards, Jean Purdy ve Steptoe in vitro fertilizasyon
(IVF) sistemini optimize etmek i¢in kiiltiir ortamu iizerinde ¢alismis ve fertilizasyon
icin daha ¢ok sayida oosit elde etmek amaciyla ilaglarla overyan stimulasyonu
denemislerdir. 1970 yilinda insan embriyosundan blastokist agamasma gelisimi
gozlemledikten sonra, in vitro olarak elde edilen embriyoyu hasta uterusuna re-
implante etmeye karar vermis, ilk insan embriyo transferini 1972 yilinda
basarmuslardir. Sonug olarak 1978 yilinda ilk IVF bebeginin dogmasi ile basariya
ulasmislardir (3, 4). Haziran 1978'de Lousie Brown’un dogumu ile YUT alaninda
yeni bir donem bagslamistir. Elde ettikleri basarili gebelik ve canli dogumlar
sayesinde Edwards ve Steptoe, 1980-1990°1 yillarda IVF tedavisinin diinya ¢apinda
hizla yayilmasmi saglamiglardir. Donmus ve ¢6ziilmiis embriyo transferi ile ilk

dogum ise 1984-1985’te gerceklesmis ve sperm gibi embriyolarin da



kriyopreservasyonu rutin uygulamaya girmistir. Steroid hormonlar ve bunlarin
reprodiiktif rollerinin tanimlanmasi gibi reprodiiktif endokrinolojideki gelismeler
ozellikle 20. yilizyilin ilk yarisinda reprodiiktif biyolojideki arastrmalara onemli
katkida bulunmustur. 1930-1940’11 yillarda follikiil biiyiimesi ve luteinizasyondan
sorumlu olan pituiter hormonlar tanimlanip folikiiler stimiilan hormon (FSH) ve
luteinizan hormon (LH) tedavi kombinasyonlarmin overyan follikiilerde
maturasyonu sagladigi ve ovulasyonu tetikledigi gosterilmistir. 1950’lerin basinda
postmenapozal kadinlarin idrarinda gonadotropinlerin yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugu kesfedilmis ve gelistirilen iriner preparatlar anovulatuar hastalarda
ovulasyon indiiksiyonu i¢in kullanilmastir.

Yetmisli yillardan itibaren uygulanmaya baslanan IVF ve 1992'den itibaren
uygulanan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yontemleri erkek faktor
infertilitesi basta olmak iizere glinlimiizde gesitli nedenlere bagl infertilitede umut
olmustur (5). YUT kullanilacak hastalarda KOH ile c¢oklu follikiil gelismesi ve
bunun sonucunda ¢ok sayida oosit ve embriyo eldesi ile YUT basarisini arttirmak
amaglanmistir. Ne var Ki, kontrollii overyan hiperstimiilasyon (KOH) uygulanan
sikluslarda %20'lere varan prematiir LH pikinin olusmasinin gebelik sonuglarini
olumsuz etkiledigi goriilmiistiir. Pituiter bez GnRH reseptorleri  tizerinde
desensitizasyona neden olarak endojen LH artisinin engellenebileceginin bulunmasi
ile GnRH analoglarmin kullanima girmesi, bu prematiir LH piki olusumunu %?2'lere
diistirmiis, gebelik oranlarmi arttirmustir (6). Giiniimiizde gonadotropinlerle beraber
GnRH agonistleri en sik regete edilen tedavi ajanlaridir. Agonist tedavi protokolleri
arasinda en sik kullanilan1 uzun protokoldiir. Ancak, bu tedavi protokolii 2-3 haftalik
bir desensitizasyon siiresi gerektirdiginden tedavi siiresi uzun olmakta, ihtiyag
duyulan gonadotropin miktar1 artmakta ve over hiperstimulasyon sendromu (OHSS)
riski artmaktadir. Hastalar desensitizasyon periyodunda sicak basmasi, bas agrilari,
kanama ve vajinal kuruluk gibi yan etkilere maruz kalmaktadirlar. GnRH zincirinde
aminoasitlerin multiple noktalarda baska molekiillerle yer degistirmesi ile elde edilen
ve reseptore yiiksek afinite ile baglanip endojen gonadotropin salmimini engelleyen
GnRH antagonistlerinden beklenti olduk¢a fazla olmus, olumlu farmakokinetik ve
farmakodinamik 6zellikleri ile agonistlerin yerini alabilecekleri diisiiniilmiistiir. Tlk

flare up etkisinin olmamasi, uzun desensitizasyon siiresi gerektirmemesi ve boylece



Ostrojen eksikligi semptomlar1 yasanmamasi, kisa silirede yeterli LH baskilamasi
saglamasi, etkisinin doza bagimli olmasi ve antagonist etkinin GnRH agonisti ile
hizlica geri dondiiriilebilmesi antagonistleri agonistlere tistiin kilan 6zellikleridir (7,
8). Ayrica yapilan ¢alismalar tedavi siiresinin daha kisa ve kullanilan gonadotropin
dozunun antagonist protokolde daha az oldugu yoniindedir (8, 9). Yapilmaya devam
edilen ve yapilacak caligmalarla antagonist tedavisinin agonist protokolu kadar
gebelik sonuglar1 agisindan etkili oldugu gosterilebildiginde, antagonistler bu
avantajl etkileri ile klinik kullanima daha sik girebilecektir.

Son yirmi yilda kadmlarm egitim diizeylerinin ve kariyer isteklerinin artmas,
dogum kontrol yontemlerinin daha yaygin kullanilmasi nedeniyle gebelik yas1
yiikselmistir (10, 11). Yapilan ¢alismalar sonucunda dogum kontrol yontemi
kullanmayan dogal populasyonda fertilitenin, 30 yasindan itibaren azalmaya
basladigi, 30’lu yaslarm ortalarinda azalmanin hizlandig1 ve ortalama 41 yasinda yok
denecek kadar azaldigi gozlenmistir (11, 12). Bir yillik korunmasiz iligki ile
kendiliginden gebe kalamayan hasta yiizdesi yirmili yaslarda %5 iken, 35 yas
istiinde %30’a kadar ¢ikmaktadir (11). Yas arttikga oosit miktar1 ve kalitesindeki
azalma fertiliteyi azaltan en onemli etkendir. Normal popiilasyonda gebe kalma
yasmin artmasma paralel olarak YUT'den faydalanan olgularda da diisiik over
rezervli, ileri yas hastalarin oranlarida artmaktadir. Azalmis over rezervi spontan
sikluslarda fekunditeyi azalttigi gibi YUT ile konsepsiyon saglanmaya calisilan
olgularda da basarty1 azaltmaktadir. Tedavilerin maliyeti, yan etkileri, hasta
acisindan zorluklar1 gbz Oniline alindiginda uygun hasta se¢imi ve uygun prognoz
belirlenmesinin olduk¢a 6nemli oldugu goriilmektedir. Tedaviye baglanmadan once
overyan yanitin 6n goriilmesi ile siklus iptalleri, OHSS oranlar1 azalmakta ayni
zamanda hekime uygun tedavi stratejileri gelistirme ve oosit donasyonu gibi
alternatif yontemlere yonelmeyi saglayabilmektedir.

Gonadotropinlerin kullanimi sonucu multifollikiiler gelisimi takiben ¢ok
sayida embriyo transferi (ET) YUT basarisim artirmaktadir. Ancak %10 oranmda
tedaviye ragmen uygun sayida follikiil gelisimi olmayan ve ‘kétli overyan yanitl’
olarak adlandirilan bir hasta grubu bulunmaktadir (13). K6tii overyan yanith bu hasta
grubunda daha fazla siklus iptali, yetersiz veya az sayida follikiil gelisimi, diigiik

veya yavas artan E; diizeyleri ve diisiik gebelik oranlar1 bulunmaktadir (14). Koti



overyan yanitin literatiirde ortak bir tanimi olmamasina ragmen nasil tanimlanirsa
tanimlansin IVF basarismi1 ve gebelik oranlarini diisiirdiigii gozlenmistir. Bazal
serum FSH, Ej, inhibin-B, LH/FSH orani, overyan hacim, antral follikiil sayisi,
overyan stromal kan akim hizi, klomifen sitrat challange test (CCCT), GnRH agonist
stimulasyon test (GAST), ekzojen FSH overyan rezerv test (EFORT) over rezervini
gostermek ve KOH'a verilen yanit1 6n gérmek i¢in son iki dekadda kullanilmaya
baslanan over rezerv testleridir. Gilinimiizde klinik olarak kullanilan testlerden
hi¢birisinin tek basina over yanitini ongormede yeterli olmadigi disiiniilmektedir.
Literatiirde IVF tedavisine baslanan ve over rezerv testleri normal olan bir grup
hastada over yanitinin beklendigi gibi olmamasi sonucunda siklus iptalleri
izlenmektedir. Bu olgularda AMH ve inhibin-A diizeylerinin geleneksel over rezerv
testlerinden daha etkin oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. AMH'nin
toplanan oosit sayisinin yaninda, oosit kalitesi ile iliskili olduguda diisiiniilmektedir.
AMH diizeyleri yiiksek olanlarda fertilizasyon oranmin yiiksek, abort oranininda
diistik oldugu gosterilmistir (15).

Kemik morfogenetik proteinlerinden BMP-15, X’e bagh olarak oositten
sentezlenir (16). Primordial follikiillerin primer follikiile aktive olmalar1 siklik bir
hadisedir, menapoza kadar devam eder ve bu asama hormon bagimsizdir (17). Bu
aktivasyonda TGF-f ailesinin bazi iiyeleri rol almaktadir. Overyan stroma ve teka
hiicrelerinden salman BMP-4 ve BMP-7 ile oosit kaynakli biiylime farklilasma
faktorii (GDF-9) bu olayda rol oynamaktadir (18-22). Primordial-primer follikiil
gecisinde oldugu gibi preantral-antral follikiil gelisiminde de aktivinler, BMP-4,
BMP-7, GDF-9 ve BMP-15 rol almaktadir. BMP-15 primordial-primer follikiil
gelisim asamasinda ve preantral-antral follikiil gecis asamasinda (hormon bagimsiz)
gorev aldig1, gonadotropin ile olan P4 sentezini baskilayarak prematiir liteinizasyonu
inhibe ettigi (23) icin IVF sikluslarinda overyan yanit ve overyan rezerv belirteci
olarak kullanilabilir.

Bu ¢alismada amag IVF sikluslarinda agonist ve antagonist tedavi uygulanan
gruplarda D3 ve oosit toplama (OPU) giinii alinan periferik venéz kan 6rnekleri ve
follikiil ~ sivismdaki AMH ve BMP-15  diizeylerinin  overyan yanitin

prediksiyonundaki roliinii aragtirmaktir.



1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. infertilite Nedenleri

Gebelik, saglikli oosit ve sperm iiretimi, reprodiiktif traktusta gametlerin bir
araya gelebilmesi, olusan embriyonun uterin kaviteye ulasip endometriyuma
yerlesmesi ile gerceklesir. Bu asamalardaki bozukluklar subfertilite olarak karsimiza
cikar. Infertil ¢iftlerdeki reprodiiktif hastaliklarin dagilimi bilimsel verilerden ziyade
tarifsel gozlemlere ve hastaliklar hakkindaki varsayimlara dayanmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii'niin  (WHQ) standart tanisal protokolleri kullanarak olusturdugu
verilere gore infertil ciftlerin; %37’sinde kadmn faktorii, %8’inde erkek faktord,
%35’inde her iki faktor birden bulunmus, %5’inde de nedeni belirlenememistir.
Hastalarin %151 gozlem sirasinda gebe kalmistir (2).

Fekundabiliteyi etkileyen durumlar 5 ana baslik altinda toplanabilir:

-Saglikl1 oosit tiretimindeki anormallikler

-Sperm, oosit ya da embriyonun transportunu engelleyen reprodiiktif sistem
anormallikleri

-implantasyon asamasindaki anormallikler (erken embriyonel gelisim ve
embriyo endometriyum etkilesimi)

-Diger nedenler (immunolojik, genetik nedenler ve agiklanamayan infertilite)

-Sperm tiretimindeki anormallikler
1.1.1.1. Oosit iiretimindeki anormallikler

Kadin infertilitesinin en sik nedeni olup (%27), oosit iiretimi ile ilgili en sik
rastlanilan  durumlar anovulasyon, oligoovulasyon ve over follikillerinin

yaslanmasidir.
1.1.1.2. Anatomik faktérler

Tubal faktér: Infertil ciftlerin yaklasik %20'sinde tubal ya da peritoneal
faktor sorumludur. Pelvik inflamatuar hastaliklar, apendisit, septik abortus, onceki
tubal cerrahi, pelvik enfeksiyona neden olan intrauterin ara¢ (IUD) kullanimi, C.
Trachomatis'in sebep oldugu subklinik pelvik enfeksiyonlar tubal hastaliga katkida
bulunurlar. Tubal durumu degerlendirmek igin en ¢ok kullanilan testler

histerosalpingografi (HSG) ve laparoskopidir.



Servikal faktor: Normal servikste salgilanan mukus spermin gecisini
kolaylastiran o6zelliklere sahiptir. Konjenital malformasyon ve servikal travma
normal mukus tretimini engeller.

Endometriyozis: infertil kadinlarda laparoskopi ile saptanan endometriyozis
prevalansi fertil kadinlardan fazladir (%21-47 vs %S5). Tubal yapisikliga neden
olmamis minimal endometriyozisin infertilite nedeni olup olmadigi netlik
kazanmamustir.

Uterin leiomyomlar:
1.1.1.3. immunolojik faktérler

Infertil kadinlarda otoantikor oram fertil kadinlardan daha yiiksek
bulunmustur (%15-45 vs %1-4) (24).

1.1.1.4. Genetik nedenler

Turner sendromu, X kromozomu translokasyon ve delesyonu, fertilite ve
fekundabilite ile ilgili genlerdeki mutasyonlar (FSH, LH reseptér mutasyonu vb.),

galaktozemi gibi enzim eksiklikleri infertilite nedenleri arasindadir (24).
1.1.1.5.Sperm iiretimindeki anormallikler
1.1.1.6. Aciklanamayan infertilite:

Infertilite degerlendirmesinde spesifik neden tespit edilemeyen duruma
aciklanamayan infertilite denir. Bu hastalarin tedavi edilmedigi taktirde 3 yil i¢inde

gebe kalma oran1 %30°dur.
1.1.2. infertil Ciftin Degerlendirilmesi

a) Anamnez:

* Yas,

e Infertilitenin siiresi,

e Primer ya da sekonder olup olmadigi ve varsa onceki gebeliklere yonelik
anamnezin alinmasi,

e Menstriiasyon diizeni ve son adet tarihi,

e Sistemik hastalik varliginin ve ozellikle galaktore, hirsutismus gibi

sikayetlerin sorgulanmasi,



e Sigara ve alkol kullanimimin sorgulanmasi,

¢ Gegirilmis operasyon varligi,

e Daha Once infertilite tedavisinin uygulanip uygulanmadigi, uygulandi ise
kullanilan ilaglar, bunlara alman cevap ve sonuglarinin sorgulanmasi
gerekir.

b) Fizik muayene:

c) Laparoskopi ve histeroskopi (24, 25):

d)Erkek hastalarin degerlendirilmesi:
1.1.3. Overyan Rezerv Testleri
1.1.3.1.Statik testler

1.1.3.1.1. Yas

Over rezervi yasla beraber azalmaktadir. Genel infertil populasyonda
klomifen sitrat (CC) testleriyle over rezervi normal olarak saptanan olgularda bile,
yas; gebelik hizlarinda 6nemli bir prognostik faktdr olmaya devam etmektedir. Over
rezervi azalmig olgularda gebelik orani yastan bagimsiz olarak disiiktiir (26).
Templeton ve ark. (27) tarafindan yapilan ¢ok merkezli calismada IVF gebeliklerinde
basarinin 30 yasindan sonra progresif olarak azaldigi, 35 yasindan sonra azalmanin
daha belirgin oldugu gosterilmistir. Over rezervinin azalmasinda benzeri bir egilim
baska bir calismada gosterilmis ve follikiiler atrezinin 6zellikle 38 yasindan sonra
hizlandig1 belirlenmistir (28). YUT'de gebelik basarisin1 gdstermesi acisindan yas,
bazal FSH’dan daha diisiikk basar1 oranma sahiptir (29). Buna karsin 1045 hastayla
yapilan bir retrospektif analiz sonucunda IVF tedavisindeki gen¢ hastalarda yasin
bazal FSH'dan daha yiiksek basariya sahip oldugu gosterilmistir (30). Less ve ark.
(31) 1087 IVF siklusu ile yapilan calismada; 471 adet 40 yas iistii olgu ile 616 adet
40 yas alt1 olgu karsilastirdiginda ilk gruptaki gebelik oranlarmin anlaml olarak
diisiik oldugu gozlenmistir (%1.3 vs %28.2). Kadin yas1 42'yi gegtiginde gebelik

oranlar1 disiiktiir ve 45 yas Ustiinde ise gebelik tespit edilmemistir (31).

1.1.3.1.2. Bazal Serum FSH

En sik kullanilan over rezerv testlerinden birisidir. Bazal FSH; inhibin, E; gibi

follikiillerden sentezlenen maddelerin hipofizi etkilemesi sonucunda degisiklik



gosteren indirek bir gostergedir. Van Montfrans ve ark. (32) tarafindan yapilan
caligmada 40 yas altinda FSH>10 mlU/mL ile FSH<10 mlU/mL olan 50 subfertil
hasta 3-7 yil boyunca fekunditeleri agisindan karsilastirildiginda iki grup arasinda
anlamli fark bulunamamistir. Bu ¢alisma sonucglarmma gore bazal FSH’ nin 6zellikle
ovulatuar menstural siklusu olan olgularda gebelik oranini1 6n gérmede etkisinin az
oldugu sonucuna varilmistir.

Bazal FSH seviyeleri YUT sirasinda toplanan oosit sayis1 ve iptal edilen
sikluslar1 6n gérmede iyi bir belirleyicidir. Yas arttikca toplanan oosit sayisindan
ziyade implantasyon ve gebelik olusum hizi azalirken; FSH’nin artig1 ile toplanan
oosit sayist azalmakta, iptal edilen siklus sayisi artmaktadir. Bazal FSH, oosit
kalitesini yas kadar iyi gostermemektedir (33). Toner ve ark. (34) tarafindan 1478
IVF siklusunda yapilan ¢ahismada FSH diizeyi arttik¢a siklus iptal oranlarinim arttig1
gosterilmistir. Bu c¢alismalara ragmen IVF tedavisinde bazal FSH'y1 degerlendiren
meta-analiz sonuglarma gore; FSH’nin kotli over yanitini gosterme etkinligi orta
derece, gebelik hizin1 gdsterme etkinligi diisiik bulunmus ve IVF tedavilerinde
sonucu On gormede rutin olarak kullanilmasi Onerilmemistir (35). FSH
reseptorlerinin farkli genotipte olmalari, bazal FSH diizeyi ve gonadotropinlere
verilen cevabin farkli olmasinda rol oynayan faktorlerden biridir. FSH reseptor
proteinin 680. pozisyonunda bulunan asparginin serin ile yer degistirmesi sonucunda
reseptOr aktivitesi azalmakta, over rezervi normal olmasma ragmen FSH diizeyleri
yiiksek bulunabilmektedir (36, 37).

Kirkyas tstinde FSH’nin pozitif prediktif degeri infertilite prevelansinin
yiiksek olmasi nedeniyle daha fazladir. Geng hastalarda bu deger daha diistiktiir ve
anormal FSH seviyeleri olan bir¢ok olgu yanlig bir sekilde tedavi sonucunda gebelik
olusamayacak grup iginde degerlendirilmektedir (38).

Bazal FSH; inhibin, aktivin, E,, folistatin gibi bircok faktor tarafindan
diizenlenen over rezervinin indirekt gostergesidir. Sikluslar arasi degiskenliginin
fazla olmasi, laboratuarlar arasinda kullanilan antikor testleri arasindaki farkliliklar

ve belirgin bir esik degerinin olmamasi klinik degerini azaltmaktadir (39, 40).
1.1.3.1.3. FSH/LH Oram

FSH/LH orani IVF tedavisinde overyan yanitin 6n goriilmesi amagh

kullanilabilir. Artmis oranin FSH diizeyi normal olmasma ragmen kotii over



rezervinin gostergesi oldugu diistiniilmektedir (41). Mukheree ve ark. (42) tarafindan
yapilan retrospektif ¢calismada 41 yas altinda FSH <15 mlU/mL olanlarda FSH/LH
orani 3,6'nin iizerine c¢iktiginda overyan yanitin kotii oldugu gosterilmistir. Bu

oranin, FSH yiikselmesinden 6nce artmaya basladigi goriilmektedir.
1.1.3.1.4. inhibin-B

Inhibin B plazma diizeyi 45 pg/mL ve altinda saptanan olgularda gebelik

oranlarmnim disiik, iptal riskinin yiiksek oldugu gosterilmistir.
1.1.3.1.5. Bazal Serum E;

Erken follikiiler E, seviyeleri over rezervini belirlemek i¢in kullanilabilir.
Bazal E, seviyesi yiiksekligi diisiik fekundite ile iliskilidir. Smotric ve ark. (43)
tarafindan FSH diizeyinden bagimsiz olarak bazal E; seviyeleri ve IVF sonuglarini
karsilagtiran calismada 80 pg/mL alt1 ve {istii olarak ikiye ayrilan gruplarda sirasiyla
gebelik oranlar1 %37,0 ve %14,8; siklus iptal oranlar1 ise %0,4 ve %18,5 olarak
tespit edilmistir. FSH’nin 15 mlU/mL'den yiiksek oldugu hastalar ¢alisma disinda
tutuldugunda da benzer sonuglar bulunmustur (44). Licciardi ve ark. (45) yaptiklari
calismada bazal E,<30 pg/mL ise YUT sonucu olusan gebelik yiizdesinin E, 31-74
pg/mL arasindakilerden anlamli sekilde fazla oldugunu gostermislerdir. Ayni
calisgmada 75 pg/mL {izerinde gebelik izlenmemistir. E, seviyesindeki erken
yiikselme, azalmis over rezervine bagli FSH diizeylerinin yiikselmesi sonucunda
ilerlemis follikiiler biiyiime ve erken dominant follikiil gelisimine baglidir. Artmis E;
seviyeleri nedeniyle FSH baskilanabilmekte ve normal sinirlar iginde izlenebilmektir.
Bu nedenle bazal E;, diizeyi, FSH diizeyine bagh yanlis negatiflikleri azaltmaktadir.

Her iki degerinde arttig1 hastalarda prognozun daha da kétii oldugu gézlenmektedir.
1.1.3.1.6. Bazal Antral Follikiil Sayis1

Erken follikiiler fazda <10 mm olan follikiil sayis1 toplanan oosit sayisi ve
siklus iptal oranlariyla iligkili bulunmustur (46). AFS yasla beraber azalmaktadir.
Otuzyedi yasindan once yilda %4,8, sonrasinda ise %11,7 oraninda azalmaktadir
(47). AFS gonadotropin stimulasyonuna verilen yanit1 6ngérmede iyi bir parametre
olsa da yapilan caligmalarda gerek antral follikiil taniminda, gerekse AFS esik
degerinde farkliliklar bulunmaktadir. Bazi ¢aligmalarda 2-5 mm arasindaki folikiiller

antral follikiil olarak tanimlanirken, ¢ogu calismada 2-10 mm arasidaki follikiiller



antral follikiil olarak tanimlanmaktadir. AFS ayni hastada sikluslar arasinda da
degisiklik gosterebilmekte ve bu degisiklik geng ve AFS fazla olanlarda daha fazla
gdzlenmektedir (48-51). Chang ve ark. (52) tarafindan prospektif olarak 149 IVF
siklusu ile yapilan ¢alismada AFS'ye gore 3 grup olusturulmus (AFS <4, 4-10, >10)
ve bu 3 grupta sirasiyla siklus iptal oranlar1 %68,8, %5,3 ve %0 olarak bulunmustur.
Ayni ¢alismada AFS arttikca gebelik oranlarinin arttig1 tespit edilmistir (%0; %23,7,
%36,8). AFS'nin; bazal FSH, E,, inhibin B ve toplam over hacmine gére kotii over
yanitini 6n gérmede daha etkin oldugu diisiiniilmektedir (53).

AFS ile kadin yasi, toplam gonadotropin dozu, hCG giinii E; degeri, elde
edilen toplam ve metafaz II oosit sayis1 ve gebelik oranlari arasinda istatistiksel
anlamlilik saptanmistir. AFS'ye gore yapilan derecelendirme tedavi semasi ve ilag
dozunun belirlenmesinde yardimcidir (25, 64). Buna gore:

Grade | overler; 4 ve altinda antral follikiil igerir, yanitlar genellikle
basarisizdir.

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

Grade I11 overlerde 7-10 AF olup, bu hastalar KOH'a iyi cevap verirler.

Grade IV overler polikistik over (PCO) yada PCO benzeri olup, bunlarda
follikiiler atrezi yada OHSS riski yiiksektir.

1.1.3.1.7. Overyan Hacim

Ultrasonografik olarak olgiilen total, ortalama veya diisiik over voliimlerinin
KOH'a verilen yanit ile baglantili oldugu gosterilmistir (55, 56). Herhangi bir overi
<3 cm® olanlarda IVF siklus iptal riski yiiksektir (57). Yapilan baska bir ¢alisma
sonucuna gore diisiik over volimii, biiyiimekte olan follikiil sayisiyla korelasyon
gostermekte ancak toplanan oosit sayisiyla korelasyon gostermemektedir (46). Over
voliimiindeki progresif kii¢iilme daha ¢ok menapoz sonrasi ortaya ¢ikmakta ve

reprodiiktif donemde belirgin bir degisiklik olmamaktadir (58, 59).
1.1.3.1.8. Overyan Stromal Kan Akim

Engman ve ark. (60) yaptiklar1 ¢aligmada; pituiter supresyon sonrasinda
transvajinal (TV) olarak 6lgiilen tepe overyan stromal akim hizinin, FSH diizeyleri
normal smirlarda olan olgularda KOH'a verilen yanit1 6n gérmede yas, bazal E; ve

FSH/LH oranina gore daha iistiin oldugu sonucuna ulagsmiglardir. Bu c¢aligmada 10
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cm/sn ustiinde, her lcm/sn lik artista toplanan oosit sayisinda %7'lik artis
saptanmugtir. Zaidi ve ark. (61) KOH'a kotii yanit veren olgularda tepe overyan
stromal kan akim hizinin anlamli sekilde azaldigini gozlemlemislerdir. Overyan
stromal kan akimi, yasla beraber genel populasyonda da azalmaktadir (62). Doppler
USG ile over kan akimmnmn olgiilmesi follikiil ve oosit sayisini tahmin etmede

belirleyici olabilir (54).
1.1.3.1.9. Over Biyopsisi

Birim hacimdeki over korteksinde bulunan follikiil sayis1 follikiil
yogunlugunu gostermektedir. Overden biyopsi alinarak Olgiilen  follikiil
yogunlugunun over rezervini gostermek i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmiis, ancak
Lambalk ve ark. (63) ¢alismalarinda over rezervini gostermede faydasmnin olmadigi
bulunmustur. Invaziv bir islem olmasmin yanmda, over korteksinde follikiillerin
homojen olarak dagilmadigi ve fertilite ilizerine olumsuz etkileri olabileceginden

Onerilmemektedir.
1.1.3.1.10. Follikiil s1vis1

Overyan follikiilogenez istirahatteki primordial follikiillerin aktivasyonu ile
baslar. Bu follikiiller primer, sekonder ve antral donem olarak gelisir sonunda
preovulatuar faza gelir. LH pikine cevap olarak preovulatuar follikiil ovulasyon ile
matiir oositi olusturur, kalan teka ve graniiloza hiicreleri korpus luteumu olusturmak
icin diferansiye olur (64). Follikiilogenezte primer follikiil 0.2 mm biiyiiklige
ulastiginda graniiloza hiicre tabakasinda diizensiz ve i¢i sivi dolu kiigiik bosluklar
meydana gelir. Hyaluronik asitten zengin olan bu siviya follikiil sivis1 denir. Bu
stvinin miktari, follikiil biiyiiylip kiigiik bosluklarin birleserek biiyiik ve at nali
seklini (antrum) almasi ile artar. Antrumun olugmasiyla gelisen bu follikiil sekonder,
antral ya da vezikiiler follikiil adin1 alir. Follikiiliin biiyiikligit, follikiil sivisinin
miktarma, graniiloza ve teka hiicrelerinin artisma baghdir (65). Follikiil belirli bir
bilyiikliige geldiginde YUT kapsaminda oosit toplama prosediirii uygulanr.
Follikiiler s1v1 oosit gelisimi i¢in ¢ok dnemli bir mikrogevre olusturur. Kan plazma
iceriginin kan follikiil bariyerinden gegen kismi ve graniiloza ve teka interna
hiicrelerinin sekretuar aktivitesinin iriinii olarak meydana gelir (66). Bu sekretuar

iriinler oosit gelisimi i¢in 6nemli bir yere sahiptir. Yar1 gegirgen bir zar ile kan ve
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follikiiler stvi mikrogevresi ayrilir. Bu zardan proteinler molekiiler agirliklarina gore
geger. Sadece <500 kDa biiyiikliiglindeki proteinler kandan follikiiler siviya filtre
edilebilir (67). Oositi ¢evreleyen follikiil sivisinin biyokimyasal igeriginin oosit
kalitesinin tayini, fertilizasyon potansiyeli ve embriyo gelisimi iizerinde kritik bir rol
oynadig1 disiiniilmektedir. Follikiiler sivi komponent analizi, kan serumundaki
metabolik degisimler (follikiiler sivi kompozisyonunu gosteren biyokimyasal ¢evre)
ile ilgili bilgi saglar (68). Follikiiler siv1 akiskandir, IVF sikluslarinda kolay elde
edilebilir ve oosit kalitesi hakkinda optimal non—invaziv bir belirte¢ olabilir. Bir
substratin follikiiler sividaki konsantrasyonunun degiskenliginin follikiil kalitesi
(dolayisiyla i¢indeki oositin kalitesi), yada hastanin klinik karakteristigi (yas, sigara
kullanimi, overyan stimiilasyon tipi) ile iliskisi tamamen netlesememistir.

Follikiiler stvinin kimyasal icerigi su sekilde kategorize edilebilir.

a) Hormonlar

Gonadotropinler, biiylime hormonu, prolaktin, 0&strojen, progesteron,
androjenler, kortikosteroidler

b) Transforme edici biiyiime faktorii- beta (Tgf-p) siiper ailesi

Inhibin, aktivin, AMH, BMP-15

¢) Diger Biiyiime Faktorleri ve Interlokinler

Insiilin benzeri biiyiime faktérii, diger biiyiime faktorleri, interlokinler

d) Reaktif Oksijen Radikalleri

Reaktif oksijen radikalleri ve anti-oksidan faktorler, nitrik oksit, vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii

e) Anti-apoptotik Faktorler

f) Proteinler, Peptitler ve Aminoasitler

Alfa-fetoproteinler, karsinoembriyojenik antijen (CEA), karsinojenik antijen-
125 (CA -125), antijen CD44, alfal-antitripsin, leptin, endotelin- 2, oosit matiirasyon
inhibitérii, homosistein, beta-endorfin, laktoferrin, anjiotensin-2, prorenin,
aminoasitler

g) Sekerler

Hyaluronan, myo-inositol

h) Prostanoidler
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1.1.3.1.11. AMH

TGF-B ailesinden 140 kDa biiyiikligiinde dimerik glikoprotein yapidadir
(69). Erkeklerde testikiiler gelisimin baslangicindan puberteye kadar sertoli
hiicrelerinden, daha az miktarda disilerde graniiloza hiicrelerinden dogumdan
menapoza kadar sentezlenmektedir (70, 71). AMH nin tek etkisinin reprodiiktif
organlara oldugu diisiiniilmektedir. En onemli ve belirgin etkisi miilleryan kanalin
regresyonunu saglamaktir. Yoklugunda miilleryan kanaldan fallop tiipleri, uterus ve
vajenin st 1/3” i gelismektedir (72, 73).

Anti-miilleryan hormon overyan graniiloza hiicrelerinden preantral ve kiigiik
antral follikiillerden, pitiiiter FSH nin etkisiyle dominant follikiil i¢cin segilebilecek
biiyiikliige ve farklilasmaya ulasilincaya kadar sentezlenmektedir. insanlarda bu olay
follikiil 4-6 mm biiyiiklige ulagincaya kadar gergeklesmektedir. AMH teka hiicresi
ve atretik follikiillerden sentezlenmemektedir (74, 75).

Son ¢aligmalarda preantral, ge¢ pre-antral ve preovulatuar follikiillerde AMH
mRNA seviyelerinin oositin gelisim evreleriyle paralel olarak diizenlendigi,
AMH’nin intra ve inter-follikiiler koordinasyonda oOnemli gorevleri oldugu
gosterilmistir  (76). AMH sentezini diizenleyen mekanizmalar tam olarak
bilinmemekle beraber graniiloza hiicreleri {izerinde AMH reseptorleri tespit edilmesi
overyan fizyolojide rolii oldugunu diistindiirmektedir (77). AMH’nin serin tireonin
kinaz reseptorlerini kullanan iki farkli reseptorii bulunmaktadr (AMHR Tipl,
AMHR Tip 2). AMHR 2 miilleryan kanal mezenkiminde bulunmaktadir. Bu
reseptoriin fonksiyon bozuklugu tipki AMH yoklugu gibi kalict miilleryan kanal
sendromuna yol agabilmektedir. Ratlarda AMHR 2 graniiloza ve teka hiicrelerinde de
izlenmektedir (78, 79). AMHR 1 6zellikleri ve islevi giiniimiize kadar tam olarak
tespit edilememistir.

Primordial follikiillerin gelismesi negatif ve pozitif faktorlerin etkisi
altindadir. AMH erken follikiiler gelisim iizerine negatif etkileri olan bir faktordiir.
Homozigot AMH knockout disi ratlarda daha fazla sayida biiyliyen preantral ve
kiiclik antral follikiil saptanmig ancak bu ratlarda primordial follikiil stoklarmin daha

erken yasta tiikkendigi gézlenmistir.
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Sekil 1. AMH’nm follikiil gelisimi iizerine etkisi

Anti-miilleryan hormon etkilerinin direk primordial hiicreler {izerinden olup
olmadigmi gdéstermek i¢in yapilan bir ¢alismada AMH bulunmayan rat overini AMH
bulunan yapay ortama biraktiktan iki giin sonra yapilan incelemede biiyiiyen follikiil
sayisimin %350 azaldigi, AMH™in primordial oositleri direk olarak etkiledigi
gbzlenmistir ve AMH'nin primordial follikiil gelisiminin aktivasyonunu preantral
follikiillerde azalttigi sonucu ¢ikartilmistir (80).

In vivo ve in vitro galismalar AMH eksikliginde folikiillerin FSH’ya daha
duyarl oldugunu géstermektedir. Diisiik ve yiiksek FSH konsantasyonlari ile yapilan
calismalarda AMH’dan yoksun fareler, AMH mevcut farelerle karsilastirildiginda
hem sayisal hem de gelisimsel olarak follikiil gelisiminde daha iyi yanit alindigi
gozlenmistir (81). Clemente ve ark. (82) ekzojen AMH’nin kiiltiir ortaminda
graniiloza hiicrelerinde aromataz aktivitesini ve LH reseptor sayisini azalttigmi
gostermislerdir. Bu ¢aligmalar 1s1§inda AMH’nin overyan follikiillerin FSH’ya
verdigi yanit1 belirleyen faktorlerden birisi oldugu sonucu ¢ikmaktadir. Bagka bir
calismada ise AMH’nin farelerde 1.mayoz boliinmeyi inhibe ettigi gosterilmistir
(83). AMH insan graniiloza-luteal hiicrelerin proliferasyonunu bloke etmekte ve
follikiiler stivi AMH konsantrasyonu graniiloza hiicrelerindeki mitoz indeksi ile ters
orantili bulunmustur (84, 85). Hayat boyunca AMH diizeyi kadmlarda erkeklerden
daha disiiktiir. Yenidoganda AMH seviyeleri tespit edilemeyecek kadar diisiiktiir; 2-

4 yaslarinda hafif yiikselme olur ve sonrasinda ergenlige kadar stabil seyreder. Yas
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ilerledikce follikiiler rezerv azalmasina bagli olarak serum diizeyi diiser, menapozda
cok diisiik veya tespit edilemeyecek diizeye geriler (86). Serum AMH menstriial
siklus swrasinda fluktuasyon gostermemektedir. Bu 0Ozelligi diger over rezerv
testlerinden farkli olarak siklusun herhangi bir giiniinde degerlendirilme yapma
avantaji saglamaktadir (87, 88). Minimal fluktuasyonlar siklik olmayan kiigiik
follikiil biliylimesinden dolay1 olusabilmektedir. Overyan follikiill havuzunun
azalmasi ve oosit kalitesinin diismesi nedeniyle yasla beraber iireme fonkisyonlari
azalmaktadir. AMH over rezervini 0lgmek amacl son zamanlarda kullanilmaya
baslanmustir.

Spontan menapoz sonrasinda, ooferektomi sonrasinda AMH diizeylerinin
tespit edilemeyecek diizeylere diismesi AMH'nin tamamen over kaynakli oldugunu
gostermektedir (86, 89, 90). D3'te saptanan AMH seviyeleri yasla beraber
diismektedir. De Vet ve ark. (91) yaptigi ¢alismada 1,1-7 yil boyunca takip edilen
olgularda AMH seviyelerinin ortalama %38 diistigii, buna karsin ayn1 siirede antral
follikiil sayisi, bazal FSH diizeyi ve inhibin B diizeylerinde degisiklik olmadigi
saptanmistir. Over rezervini gosteren diger belirteglere oranla yasa bagh
oosit/follikiil rezervini daha iyi gosterdigi diistiniilmektedir ve yas arttikca diger
parametrelerde degisiklik olmadan ilk olarak AMH diizeyleri azalmaktadir (92).

Anti-miilleryan hormon diizeyleri KOH sirasinda azalmaktadir (88, 93).
Bunun nedeninin FSH’nin AMH sekresyonuna olumsuz etkisinin oldugu
diistiniilmektedir. Baarends ve ark. (75) tarafindan ratlarda FSH’nin AMH ve AMHR
2 ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. Alternatif olarak suprafizyolojik E;
seviyelerinin overde AMH ve AMHR 2 mRNA sentezini azaltmasinin da AMH
seviyelerinin azalmasina katkida bulundugu disiiniilmektedir. Yine baska bir
calismada KOH sirasinda AMH seviyeleri, kiigiik AFS ile korelasyon gostermekte ve
coklu follikiiler matiirasyon sonrasi kii¢iik AFS'de azalmaya bagl olarak ve daha
biiyiik follikiillerden olduk¢a az salgilanmasi nedeniyle azalmakta oldugu sonucuna
ulagilmistir  (94). Follikiiller, antral follikiil asamasina gelisinceye kadar
gonadotropinlerden  bagimsiz olarak gelismektedir (95). Hipofizektomize,
hipopituitarizm olan olgularda antral follikiil basamagmna kadar gelisim olmaktadir.
AMH sekonder amenore tanisinda hipogonadotrpik  hipogonadizm ile

hipergonadotropik hipogonadizm ayriminda yardimci olabilmektedir. Gebelikte
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gonadotropin diizeyleri oldukg¢a diisiik olmasina ragmen gebelik 6ncesi AMH
diizeylerinde  degisiklik  olmadigi  goriilmektedir. =~ AMH  plasentadan
sentezlenmemekte, gebelik boyunca ve puerperiumda diizeyleri degismemektedir
(96).

Anti-miilleryan ~ hormon  diizeyleri PCOS olanlarda  kontollerle
kargilastiridiginda artmis bulunmustur. PCOS tanimlanmasinda sensitivitesi %92,
spesifitesi %67 olarak bulunmustur (97-99). Literatiirde tanisal kriter olarak follikiil
sayisinin  yerine kullanilabilecegini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (102).
Amenoreik ve oligomenoreik PCOS hastalar1 karsilastirildiginda amonerik grupta
AMH seviyelerinin oligomenoreik gruptan anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit
edilmis ve AMH’nin anovulasyon etyopatogenezinde rolii oldugu diistiniilmiistiir
(101).

Anti-miilleryan hormon sadece graniiloza hiicrelerinden sentezlenmektedir,
bu nedenle graniiloza hiicreli timérlerde (GCT) marker olarak kullanilabilmektedir.
GCT saptanan olgularin %76-93"inde yiiksek bulunmustur (102, 103). Timér
rezeksiyonunu takiben yapilan seri 6lgtimlerde, rekiirrensin klinik olarak tespitinden
ortalama 16 ay Once yiikselmeye baslamaktadir (89). AMH, GCT takibinde E, ve
inhibine gore daha iyi bir belirtegtir, 6zellikle rekiirrenslerin 10-20 yilik zaman
dilimlerinde ortaya ¢iktigi GCT’lerde rekiirrenslerin erken tesbitinin sag kalim

stiresini arttirdig diistiniilerek takiplerde kullanilmaktadir.
1.1.3.1.12. BMP 15

Kemik morfogenetik proteinleri (BMP) doku gelisimi ve homeostazini da
iceren birgok hiicre ve doku fonksiyonunda kilit diizenleyicidirler. Bu biiyliime
faktorlerinin regiilasyonunun bozulmasi kanser ve ¢esitli bag dokusu hastaliklarinda
onemli rol oynamaktadir. Bu biliylime faktorleri ekstraselliiler matrikste yer alirlar ve
sinyal olusturmalar1 matriks proteinlerine baglanma ile kontrol edilir (104). Kemik
morfogenetik proteinlerinden BMP-15, X’e bagli olarak oositten sentezlenir (16).
Over hayat dongiisiinde; primordial follikiiler biiylime baslamasi ile inaktif fazdan
primer agamaya gegerler. Bu geciste son yillarda yapilan transjenik hayvan
calismalar1 gostermektedir ki tek bir hormon veya sinyal yolagindan ziyade over
icinde farkli kompartmanlardan kaynaklanan (oosit, graniiloza ve teka hiicreleri,

stroma) sinyallerin otokrin ve parakrin etkilesimleri ile primordial follikiillerin
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primer basamaga ulastiklar1 bilinmektedir (105-108). Primordial follikiillerin primer
follikiile aktive olmalar1 siklik bir hadisedir, menapoza kadar devam eder ve bu
asama hormon bagimsizdir (17). Bu aktivasyonda TGF-§ ailesinin bazi iiyeleri rol
almaktadir. Overyan stroma ve teka hiicrelerinden salinan BMP-4 ve BMP-7 ile oosit
kaynakli biiyiime farklilasma faktorii (GDF-9) bu olayda rol oynamaktadir (18-22).
GDF-9 geni olmayan fare infertil olup primer asamadan ileri follikiil gelisimi
izlenmezken, GDF-9’un primordial follikiilden primer follikiile gegisteki etkileri
tartigmalidir (20, 21). TGF-B iyelerinin etkileri agisindan tiirler arasinda da
farkliliklar oldugu belirtilmektedir. Ornegin oosit kaynakli BMP-6 ve BMP-15
(GDF-9B) genleri olmayan farelerde normal follikiil gelisimi ve fertilite izlenirken,
BMP-15 mutasyonu insan ve koyunda prematiir overyan yetmezlik ile karakterizedir
(209, 110). Primordial-primer gec¢isinde oldugu gibi preantral-antral follikiil
gelisiminde de aktivinler, BMP-4, BMP-7, GDF-9 ve BMP-15 rol almaktadir. BMP-
15 preantral-antral asamasinda follikiil biiylimesini indiikleyen ajanlardan birisidir.
Oosit kaynakli bu biiylime faktorii FSH’dan bagimsiz olarak graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonundan sorumludur (111). Gonadotropin bagimliliginin olmadig: erken
follikiil biiyimesi doneminde follikiil biiylimesini BMP-15 saglayabilmektedir.
BMP-15 ilging olarak FSH reseptdr ekspresyonunu inhibe edebilmektedir ve
folistatin, BMP-15’in bu etkilerini antagonize etmektedir. Folistatin ekspresyonu ise
en fazla dominant folikiilde mevcuttur. Dolayisiyla folistatin dominant follikiil
secimi esnasinda follikiilde yeterince FSH reseptorlerinin bulunmasini saglamaktadir
(112). Graniiloza hiicre proliferasyonu ve follikiil biiylimesi esnasinda prematiir
liiteinizasyonun onlenmesi 6nemlidir. Bu baglamda oosit kaynakli faktérler BMP-6,
BMP-15 ve GDF-9 gonadotropin ile olan P4 sentezini baskilayarak prematiir
liteinizasyonu inhibe eder (112). BMP-15 FSH reseptoriinii baskilayarak gorevini
yerine getirirken, BMP-6 ise FSH reseptoriiniin adenilat siklaz aktivitesini inhibe
eder (23, 111).

Anti-miilleryan hormon, erken primordial follikiiliin graniiloza hiicrelerinde
saptanmakta ve antral follikiilde tepe degere ulagsmaktadir. Ayrica AMH parakrin
aktivitesi ile FSH uyariml follikiil biiyiimesini inhibe etmekte ve dominant follikiil
gelismesini saglamaktadir. Bu aktiviteden dolayr dolasan AMH diizeyleri, gelisen

follikiil sayisim1 gostermekte ve overyan yaslanma ve fertilite prognozunu
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belirlemede kullanilmaktadir. AMH seviyeleri 1VF'te overyan yamt belirteci,
overyan rezerv belirteci, PCOS tan1 ve ovulatuar tedaviye yanit belirteci, prematiir
overyan yetmezlik (POF) tanisi, kemoterapi sonrast overyan hasar, nonobstriiktif
azospermi degerlendirimi ve operatif overyan hasarin degerlendirilmesinde
kullanilabilir. BMP-15 ise primordial-primer follikiil gelisim asamasinda ve
preantral-antral follikiil gecis asamasinda (hormon bagimsiz) gérev aldig: igin IVF

sikluslarinda overyan yanit ve overyan rezerv belirteci olarak kullanilabilir.
1.1.3.2. Dinamik Testler
1.1.3.2.1. CCCT

Siklusun 5-9. giinleri arasinda 100 mg CC verilir. Siklusun 3. ve 10.
ginlerinde FSH olgiliir. Bu olglimlerde laboratuar sinirlarini asan bir deger

bulunmussa test pozitif olarak degerlendirilir. Bu smir genellikle 10-12 mlU/mL dir
(25, 113).

1.1.3.2.2. GAST

Menstriiasyonun ikinci yada 3. giinii verilen GnRH analoguna cevaben
E,’deki degisim paternleri degerlendirilir. Diger testlere gore istiinligii olmadigi

belirlenmistir (25).
1.1.3.2.3. EFORT

Siklusun 3. giinii 300 IU FSH IM uygulanir. Once ve 24 saat sonra E,, FSH
degerlerine bakilir. Iyi cevap olarak degerlendirmek icin artis oranlari sirastyla > 25-
30 pg/mL, <9 IU/L olmalidir (25).

Sperm yeterliliginin degerlendirilmesi:

Oykii ve fizik muayeneye ek olarak semen analizi etiyoloji ve yeterlilik
konusunda bilgi verir. Semen 6rnegi 2-3 giinliikk abstinens siiresi sonunda tercihen
mastiirbasyon yontemi ile alnir. Ilk sperm &rnegi normal smirlarda ise test
tekrarlanmaz; aksi takdirde 6-12 hafta sonra ikinci bir 6rnek alinmalidir (24).

Semen degerlendirmesinde WHO'nun onerdigi referans degerler sunlardir;
(24, 114)

e Hacim: 2 mL veya daha fazla

e pH: 7,2 yada daha fazlasi
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Sperm konsantrasyonu: 15x10° spermatozoa/mL yada daha fazla

Total sperm sayist: 30x10° spermatozoa/ejakulat veya daha fazlasi
Hareketlilik: Ejakulasyondan sonra 60 dakika iginde %50 veya daha fazlasi
hareketli (grade a+b) veya %25 veya daha fazlasi ilerleyici hareketlilige sahip
(grade a) ise normal.

Morfoloji: %30’tan fazlasi normal morfolojide (kruger kriterlerine gore >%14)
Vitalite: %75 veya daha fazlasi canl

Lokosit sayist: 1x10%°dan daha az

Immunubead testi: Motil spermatozoalarm %50’den azi immiintaneciklere
bagl.

MAR testi: Motil spermatozoalarin %50’den azinda partikiiller yapisik.

Bu referans degerlerinden farklar1 tammmlamak i¢in kullanilan terminoloji
herhangi bir nedensel iliskiyi belirlemez:

Normozoospermi: Referans degerlerle tanimlanan normal ejekulat
Oligozoospermi: Referans degerlerden diisiik sperm konsantrasyonu
Astenozoospermi: Hareketlilik igin referans degerden daha diisiik deger
Teratozoospermi: Morfoloji i¢in referans degerden daha diisiik deger
Oligoastenoteratozoospermi (OAT): Her ii¢ degiskende olan bozukluga isaret
eder

Azoospermi: Ejakulatta hi¢ spermatozoa olmamasi

Aspermi: Hig ejakulat elde edilememesi
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Cahsma Populasyonu

Bu prospektif caligmaya, 10.05.2012 tarih ve 125 sayili klinik aragtirmalar
etik kurul onamini takiben Haziran 2012 ile Haziran 2013 tarihleri arasinda Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum A.D. Tiip Bebek Merkezi'ne
basvuran ve infertilite degerlendirmeleri sonucunda IVF tedavisi planlanan 82 cift
dahil edildi. Tip bebek tedavisi i¢in bagvuran ¢iftler c¢aligma hakkinda
bilgilendirilerek kendilerinden imzali onam alindu.

Cahsmaya dahil edilme kriterleri

1. Infertilite veya gocuk istegi nedeniyle tiip bebek klinigimize basvurma

2. <35 yas hastalarda en az 12 ay, >35 yas hastalarda en az 6 ay korunmasiz
iliskiye ragmen gebe kalamama

Goniilliilerin arastirmaya dahil edilmeme kriterleri

1. Infertilite degerlendirmeleri esnasinda jinekolojik malignite tespit edilen
olgular

2. 39 yas iizerinde olmak

3. Erkekte TESE'de sperm bulunmamasi.
2.2. Calhisma Diizeni
2.2.1. IVF Oncesi Hasta Medikasyonu ve Takibi

Pre-IVF hazirliginda bazal tetkikler olarak demografik dzelliklerden sonra
D3'te jinekolojik muayene, TV USG ile antral follikiill sayimi ve uterusun
degerlendirilmesi, FSH, LH, E,, prolaktin, TSH hormon profili, HSG ve semen
analizi istendi. A¢iklanamayan infertilite, erkek faktorii, azalmis over rezervi ve tubal
faktdr tanilariyla IVF karar1 verilen hastalara ofis histeroskopi ile uterin kavite
kontrolii yapildi. KOH protokoliine alinan hastalar GnRH agonist (n=38) ve GnRH
antagonist (n=44) olarak iki gruba ayrildi. Stimiilasyon i¢in rekombinant FSH veya
human menapozal gonadotropin (hMG) kullanildi. GnRH agonist uzun luteal
protokol uygulanan olgularda gonadotropin baglanmadan 6nceki siklusun mid-luteal
fazinda (21. giin) 1 mg/giin leuprolide asetat en az 14 giin cilt altina uygulandiktan
sonra E; seviyesi 50 pg/mL altinda ve menstriiasyon kanamasi olmus ise bazal

hormon tetkikleri ile AMH ve BMP-15 diizeyi igin periferik venéz 8 mL kan 6rnegi
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alindi ve hastaya uygun dozda gonadotropin baslanip leuprolide asetat dozu 0,5
mg/giin’e disiiriilerek gonadotropin tedavisi boyunca ayni dozdan devam edildi.
Antagonist protokol uygulanan olgularda pitiiiter supresyon yapilmaksizin
sonografik olarak Kistik yap1 saptanmaz ise D3'te bazal hormon tetkikleri ile AMH
ve BMP-15 diizeyi i¢in periferik venéz 8 mL kan 6rnegi alindi ve uygun dozda
gonadotropin stimiilasyonuna baslandi. Onde giden follikiil 12 mm ¢apa ulastiginda
veya serum E;’si 300 pg/mL’i gegtiginde setrorelix veya ganireliks 0,25 mg/giin s.c
ile GnRH antagonizmasi baslatildi ve hCG uygulanacagi giine kadar
gonadotropinlerle birlikte kullanildi. Tim hastalarda gonadotropin dozu bireysel
olarak belirlendi. 150-450 IU/giin rekombinant FSH (Gonal-f® Merck Serono,
Isvigre; Puregon®, MSD, USA) veya hMG (Menogon Ferring, Almanya;
Merional®, IBSA, Isvicre) tek basma veya kombine olarak maksimum doz 450
[U/giin olacak sekilde uygulandi. Follikiil gelisiminin takibi amaciyla gonadotropin
tedavisinin 5. glininde USG ve E; kan seviyelerine gore hastalar degerlendirilip
gonadotropin doz ayarlamasi yapildi. Yeterli gonadotropin stimulasyonuna ragmen
dominant follikiil (>14 mm) gelismeyen hastalarda siklus iptal edildi. USG takipleri
sonucunda en az tug¢ follikiil >17 mm oldugunda 250 mcg rekombinant hCG
(Ovitrelle® Merck-Serono, Isvicre) uygulandi. GnRH agonist ve antagonisti rec-

hCG giiniine kadar o giin dahil olacak sekilde devam edildi.

2.2.2. Yumurta Toplanmasi, Embriyo Gelisimi ve Embriyo Transfer

Islemleri

Hastalara hCG uygulamasini takiben 35-36 saatler arasinda anestezi altinda,
litotomi pozisyonunda transvajinal yoldan oosit toplama islemi uygulanmistir. OPU
giinii islem oncesi 8 mL periferik venéz kan 6rneginden elde edilen serum, islem
esnasinda toplanan follikiil sivist ve D3 vendz kandan elde edilen plazma 6rnekleri
AMH ve BMP 15 diizeyine “Enzyme-linked imunosorbent assay” (ELISA) yontemi
ile bakilana kadar -20 °C’de saklandi. OPU islemi sonrasinda elde edilen oositlere
uygun iglemler yapildi ve sadece metafaz Il oositlere fertilizasyon islemi uygulanda.
Ayn1 giin hastanin esinden mastiirbasyon yoluyla elde edilen spermler androloji
laboratuarinda likefaksiyon sonrasi say1r ve motilite degerlendirilerek gradient
yontemi Kullanilarak sperm hazirlandi. TESE ile elde edilen sperm Ornekleri ise

gradient yontemi ile hazirlandi. Her hastaya, elde edilen spermler kullanilarak rutin
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olarak sadece ICSI islemi yapildi. Ertesi glin embriyoloji laboratuarinda fertilizasyon
degerlendirildi. Ardindan embriyo gelisimine bagli olarak 2. ile 5. giinler arasinda
USG esliginde ET uygulandi. Tiim hastalara zorunlu tek, sarth ¢ift ET yapilmistir.
Ugten fazla embriyonun gelistigi olgularda 6ncelikle grade 1-2 embriyolar transfer
icin tercih edilmistir. Tiim hastalara luteal destek saglamak amaciyla OPU giiniinden
1 giin sonra baslayarak intravajinal progesteron jel (Crinone® %8 gel, Merck
Serono, Isvicre) ve progesteron 50 mg/mL i.m. flakon (Progestan 50 mg/mL flakon
Kogak Farma, Tiirkiye) baglandi. Ayrica tiim hastalara OPU giiniinden baslayarak
embriyo transfer giiniine kadar oral doksisilin giinde iki kez ve Prednol 16 mg tablet
ginde bir kez baglandi. Gebe hastalarda vajinal progesteron uygulamasma 12.
gebelik haftasina kadar devam edildi.

2.2.3. Hormon Olgiimleri

Calismada; EDTA igeren vakumlu kan alma tiiplerine 8 mL kan alindi. AMH
ve BMP-15 aktivitesinin 6l¢iimii i¢cin alman kan ornekleri 2500 rpm'de +4 °C'de
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazma o6rneklerinde; AMH ve BMP-15
diizeylerini 6lgmek icin drnekler calisma giintine kadar -20 °C'de derin dondurucuda
saklandi. Plazma Orneklerinde; AMH diizeyleri Cusabio marka (Katalog no:CSB-
E12756h, Cin) ve BMP-15 diizeyleri Eastbiopharm marka (katalog no:CK-E90147,
USA) kitleri kullanilarak kantitatif olarak ELISA yontemiyle (Diagnostic Systems
Laboratories, Webster, Texas, U.S.A) gerceklestirildi. Ayrica hastalardan alman
follikiil sivilarinda da aymi yontemler kullanilarak AMH ve BMP-15 diizeyleri
olciildii.

2.2.4. Gebelik Tanim ve Tespiti

Embriyo transferinden 12 giin sonra serumda B-hCG ¢alisilarak gebelik test
edildi. B-hCG pozitif gelmesine ragmen ultrasonda gestasyonel kese gdzlenmeden
diisen olgular biyokimyasal gebelik olarak degerlendirildi. B-hCG testi pozitif gelen
hastalara iki hafta sonra USG yapilmis ve ultrasonografik olarak gestasyonel kese
varlig1 klinik gebelik olarak tanimlanmigtir. Gestasyonel kese gozlemlendikten sonra

olan diisiikler klinik abortus olarak degerlendirilmistir.
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2.2.5. Istatistik Degerlendirme

Verilerin degerlendirilmesi SPSS 12.0 paket programu (Statistical Package for
the Social Sciences — SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) kullanilarak yapildu.

Stirekli degiskenler icin parametrik testler, kesikli degiskenler i¢in ise
parametrik olmayan testler kullanildi. Stirekli verilerin normal dagilima uygunlugunu
degerlendirmek i¢in Kolmogorov-Smirnov One Tailed testi uygulandi ve biiyiik
cogunlugun normal dagilima uymadig1 goriildii. Gruplar arasi farklarin istatistiksel
analizleri Mann-Whitney U Test ve Wilcoxon W Rank Testile yapildi. Grup igi
tekrarl 6lgtimlerde Wilcoxon W Rank Testi; gruplar arasi karsilastirmada ise Mann-
Whitney U Test kullanildi (p<0,05 anlamli kabul edildi). Grup ig¢i tekrarh
karsilastirmalarda Wilcoxon W Rank Testile ikili karsilastirma yapildi (p<0,017
anlamli kabul edildi) ve onemlilik enflasyonunu o6nlemek igin Bonn Ferroni
diizeltmesi yapildi (p= 0,05/karsilastirma sayisi). Parametreler arasindaki iligki
analizi Spearmen Kkorelasyon testi ve regresyon analizi ile yapildi. Tim

karsilastirmalarda p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Gruplar arasinda dengeyi saglamak amaci ile ¢aligmaya dahil edilmede

smirlama kriterleri belirlendi ve uygulandi. Agonist grubundan 38 hasta, antagonist

grubundan 44 hasta ¢alismaya dahil edildi. Caligmadaki tiim ¢iftlerin demografik ve
klinik 6zellikleri Tablo-1’de sunuldu.

Tablo 1. Calismadaki tiim ¢iftlerin demografik ve klinik 6zellikleri

Parametre Ortalama+SD / %
Kadm yas (y1l) 30,6+5,2
Erkek yas (y1l) 33,9+6,6
Infertilite siire (ay) 60,1+43
VKI (kg/m?) 25,5+4,2
D3 FSH (mIU/mL) 6,3+1,9
D3 LH (mIU/mL) 5,4+33
D3 Estradiol (pg/mL) 45,2423,5
TSH (mIU/L) 2+1,9
Sag over AF sayisi 6,9£3,7
Sol over AF sayist 6,7+3,7
Infertilite tip(%)
- Primer 69,5
- Sekonder 30,5
Infertilite etyoloji(%)
- Aciklanamayan 35,4
- Anovulasyon 22
- Erkek faktorii 25,6
- Azalmis over rezervi 9,8
- Tubal faktor 7,3
Sigara igiciligi(%) 17,1
Akraba evliligi(%) 8,5
Alerji oykiisii(%) 3,7
Sistemik hastalik 6ykiisii(%) 24,4
Cerrahi 6ykiisii(%) 39

Not: Degerler ortalama+SD ve yiizde olarak verildi. Not: VKI=Viicut kitle indeksi; FSH=Follikiiler
stimulan hormon; LH=Luteinizan hormon; TSH=Tiroid stimiilan hormon; AFS=Antral follikiil sayisi;
D3=Adetin ti¢lincii giinii

Gruplarin demografik ve klinik Ozelliklerinin kiyaslanmas1 Tablo-2'de

sunuldu. ki grup arasmda evlilik siiresi, ortalama viicut kitle indeksi (VKI), ortalama

infertilite siiresi, sigara i¢i¢iligi, D3 hormon seviyeleri arasinda anlamli farklilik

izlenmedi (Tablo-2). Kadm yasi, erkek yasi, infertilite etyolojisi, TSH, sag ve sol

over antral follikiil sayilar1 arasinda anlamli farklilik izlendi (Tablo-2).
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Infertilite nedenlerine bakildiginda agonist grubunun %320,5; antagonist
gubunun %31,6'sinda erkek infertilitesi; agonist grubunun %36,8 ve antagonist
grubunun %40,9’unda kadin infertilitesi oldugu goriilmektedir. Agiklanamayan
infertilite orani ise agonist ve antagonist grupta sirayla %31,6 ve %38,6 idi.
Hastalarin tedavi protokollerine gore infertilite nedenlerinin dagilimi Tablo-2’de
sunuldu.

Tablo 2. Gruplarin demografik ve klinik 6zelliklerinin kiyaslanmasi

Parametre GnRH Agonist GnRH Antagonist P degeri
(n=38) (n=44)

Kadin yas (y11) 28,9+0,7 32,1+0,8 0,01
Erkek yas (y1l) 31,9+0,9 35,71 0,04
Evlilik siiresi (ay) 77,146,8 80,849 NS
VKI (kg/m2) 25,2+0,6 25,7+0,7 NS
Infertilite siiresi (ay) 66,2+6,7 54,8+6,6 NS
Infertilite etyoloji (%)

- Agiklanamayan 31,6 38,6

- Anovulasyon 26,3 18,2 0,04

- Erkek faktorii 31,6 20,5

- Azalmis over rezervi 0 18,2

- Tubal faktor 10,5 4,5
Sigara igiciligi (%) 18,4 15,9 NS
Alerji 6ykiisii (%) 0 6,8 NS
Cerrahi oykiisii (%) 28,9 47,7 NS
Sistemik hastalik (%) 23,7 25 NS
D3 FSH (mI1U/mL) 6,1+0,3 6,4+0,3 NS
D3 LH (mIU/mL) 6,1+0,7 4,9+0,3 NS
D3 E2 (pg/mL) 40,943 49+4 NS
Prolaktin (ng/mL) 12,7+0,9 13,67+0,8 NS
TSH (MIU/L) 2,240,2 1,87+0,3 0,03
Sag over AF sayisi 7,9+0,5 6+0,6 0.02
Sol over AF sayisi 7,65+0,6 5,8+0,6 0.03

Not: Degerler ortalama=SEM ve % olarak verildi. VKI=Viicut kitle Indeksi; FSH=Follikiiler stimulan
hormon; LH=Luteinizan hormon; TSH=Tiroid stimilan hormon; AF=Antral follikiil saysi;
D3=Adetin ti¢lincii giinii

Arastirmaya katilan ¢iftlerin gruplara gore spermiogram degerleri Tablo-3'te
sunuldu. Gruplar arasinda spermiogram degerleri agisindan bir fark izlenmedi
(Tablo-3).

Gruplarin overyan stimiilasyon ve embriyoloji 6zellikleri Tablo-4'te sunuldu.
Her iki grupta indiiksiyon i¢in uygulanan FSH baglangi¢ dozu, HMG baslangi¢ dozu,

FSH toplam dozu, HMG toplam dozu, stimiilasyon siireleri, matiir oosit sayilari,
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fertilize oosit sayilari, fertilizasyon oranlari, ET giinii grade 1 embriyo sayilari, ET
giinii embriyo skorlari, HCG giinii endometriyal kalinlik, HCG giinii P4 seviyesi,
siklus basma gebelik orani, ET bagina gebelik orani, implantasyon orani, klinik
gebelik orani agisindan anlamli farklilik izlenmedi (Tablo-4). Toplanan oosit sayist
ve HCG giinii E; seviyesi agonist grupta anlamli olarak daha yiiksek bulundu (Tablo-
4).

Tablo 3. Gruplara gére spermiogram degerleri

Parametre GnRH Agonist GnRH P degeri
(N=38) Antagonist
(n=44)
Sayix10%/mL 43248 38,2+5 NS
Progresif motil sperm (%6) 29,8+3,1 34,7+2,9 NS
Yerinde motil sperm (%) 19,52 18,1£1,7 NS
Kruger normal morfoloji (%) 4,2+1,7 2,8+0,4 NS
Not: Degerler ortalama+SEM ve % olarak verildi.
Tablo 4. Gruplarm Overyan Stimiilasyon ve Embriyoloji Ozellikleri
Parametre GnRH Agonist GnRH Antagonist P degeri
(n=38) (n=44)
FSH baslangi¢ dozu (IU) 288,1+14,7 267,6+22,1 NS
HMG baslangi¢ dozu (IU) 106,58+27,9 165,3+30,7 NS
FSH Toplam dozu (1U) 1724,7+144,6 1662,5+155,2 NS
HMG Toplam dozu (1U) 459,9+124.5 948,94+206,9 NS
Stimiilasyon siiresi (giin) 9,55+0,18 9,8+1,7 NS
Toplanan oosit sayisi 14,5+0,9 11,2+0,9 <0,01
Matiir oosit sayisi 9,42+0,9 9,02+0,8 NS
Fertilize oosit sayis1 6,74+0,7 6,5+0,6 NS
Fertilizasyon orani (%) 70 74 NS
ET giinii grade 1 embriyo 2,13+0,3 1,93+0,2 NS
ET giinii ortalama 2,62+0,2 3+1,9 NS
HCQG giinii estradiol 3054,2+203 2161,2+143,9 <0,01
HCG giinii endometrial 13,7843,6 10,5+0,4 NS
HCG giinii progesteron 0,95+0,1 0,97+0,1 NS
Gebelik orani / siklus 29 48 NS
Gebelik oram1 /ET basina 33 51 NS
Implantasyon orami (%) 18 23 NS
Klinik gebelik oram (%) 24 32 NS

Not: Degerler ortalama+SEM ve % olarak verildi. FSH=Follikiiler stimiilan hormon; HMG=Human

menapozal gonadotropin; ET=Embriyo transferi; HCG=Human koryonik gonadotropin
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Gruplarin D3 ve OPU giinii alinan perik vendz kan AMH, BMP-15 seviyeleri
ve follikiil stvist AMH, BMP-15 diizeyleri Tablo-5'te sunuldu. Gruplar arasinda D3
AMH, OPU AMH, D3 BMP-15, OPU BMP-15, follikiil sivist BMP-15 diizeyleri
arasinda anlamli farklilik izlenmedi. AMH Follikiil diizeyi ise antagonist grupta
anlamli olarak yiiksek bulundu (Tablo 5).

Tablo 5. Gruplarin AMH ve BMP-15 diizeyleri

Parametre GnRH Agonist GnRH Antagonist pdegeri
(n=38) (n=44)
D3 AMH (ng/mL) 3,4+0,9 4,4+1,6 0,19
OPU AMH (ng/mL) 8+1,4 10,3£2,6 0,26
FOLLIKUL AMH (ng/mL) 558+28 642428 0,04
D3 BMP 15 (ng/mL) 41,8423 39,2+1,3 0,45
OPU BMP 15 (ng/mL) 38,2422 36,6<1,8 0,80
FOLLIKUL BMP 15 (ng/mL) 278+12 262+7 0,16

Not: Degerler ortalama+SEMolarak verildi. D3=Menstriiel siklusun 3. giinii; OPU= Oosit pik-up;
BMP= Kemik morfogenetik protein; AMH=Anti-miilleryan hormon

Anti-miilleryan hormon ve BMP-15’in birbirleriyle ve klinik parametrelerle
korelasyon iligkisi Tablo-6'da sunuldu. D3 AMH diizeyi ile OPU giinii AMH ve
follikiil sivist AMH diizeyleri arasinda anlamli korelasyon bulundu. OPU giinii AMH
diizeyi, follikiil stvist AMH diizeyi, Hcg giinii P4 diizeyi ve TSH diizeyi ile anlaml1
korelasyon gosterdi. OPU giinii BMP-15 diizeyi; follikiil sivis1t BMP-15 diizeyi ve
D3 prolaktin diizeyi ile anlamli korelasyon gosterdi. D3 BMP-15 diizeyi ile Heg
giinii P4 ve Hcg giinii TV USG ile 6l¢iilen endometriyal kalinlik arasinda anlamli
korelasyon bulundu. Follikiil sivist AMH diizeyi ile yas arasinda anlamli korelasyon
izlendi. Fertilizasyon orani; D3 AMH ve OPU giini AMH; OPU giinii BMP-15

diizeyleri ile anlaml1 korelasyon gosterdi.
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Tablo 6. AMH ve BMP-15’in birbirleriyle ve klinik parametrelerle korelasyon

iligkisi

Parametre Parametre R pdegeri
D3 AMH OPU AMH 0,32 <0,01
D3 AMH FOLIKUL AMH 0,25 0,02
OPU AMH FOLIKUL AMH 0,28 <0,01
OPU BMP-15 FOLIKUL BMP-15 -0,25 0,02
OPU AMH Hcg P4 0,22 0,051
D3 BMP-15 Hcg P4 0,22 0,04
D3 BMP-15 Hcg End 0,39 <0,01
FOLIKUL AMH Yas 0,28 0,01
OPU AMH TSH -0,24 0,03
OPU BMP-15 Prolaktin 0,26 0,02
FR D3 AMH -0,38 <0,01
FR OPU AMH -0,38 <0,01
FR OPU BMP-15 -0,22 0,053

D3=Menstriiel siklusun 3. giinii; OPU=0osit pik-up; BMP=Kemik morfogenetik protein; AMH=Anti-
miilleryan ~ hormon;  FR=Fertilizasyon ~ orani;  Hcg=Human  koryonik  gonadotropin;
End=Endometriyum; TSH=Tiroid stimiilan hormon

Anti-miilleryan hormon ve BMP-15’in fertilizasyon ve implantasyon iizerine
etkisi Tablo-7'de gosterilmis olup aralarinda zayif bir etkilesim tespit edildi.

Tablo 7. AMH ve BMP-15’in fertilizasyon ve implantasyon lizerine etkisi

Parametre Parametre RR %095 CI P degeri
FR FOLIKUL AMH 0,33 0,000- 0,001 <0,01
FR OPU AMH 0,15 0,011- 0,004 <0,01
FR D3 BMP-15 0,35 0,002- 0,011 <0,01
FR FOLIKUL BMP-15 0,37 0,000- 0,002 <0,01
ImR FOLIKUL AMH 0,48 0,000- 0,000 <0,01
ImR OPU BMP-15 0,49 0,003- 0,008 <0,01

D3=Menstriiel siklusun 3. giinii; OPU= Oosit pik-up; BMP= Kemik morfogenetik protein
AMH=Anti-miilleryan hormon; FR=Fertilizasyon orani; ImR=Implantasyon orani

Agonist ve antagonist grup igin D3, OPU ve follikiil sivisi AMH diizeyleri
Sekil-2'de gosterilmis olup her iki grubun kendi igindeki diizey artislar1 istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,017).
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Sekil 2. Adetin 3. giinii OPU giinii AMH venoz kan diizeyleri ve Follikiil sivist
AMH diizeylerinin karsilastirilmasi

D3, OPU ve follikiil sivist BMP-15 diizeyleri Sekil-3'te gosterildi. D3 ve
OPU BMP-15 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi
(p>0,017). D3 BMP-15 diizeyi ile follikiil sivist BMP-15 diizeyi arasinda ve OPU
BMP-15 diizeyi ile follikiil sivist BMP-15 diizeyleri arasindaki artis Sekil-3'te
gosterilmis olup istatsitiksel olarak anlamli bulundu (p<0,017).
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Sekil 3. D3 ve OPU BMP-15 diizeyleri ve follikiil stvist BMP-15 diizeylerinin

karsilastirilmasi
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4. TARTISMA

Infertilite fertil donemdeki toplumun %15’ini ilgilendiren emosyonel ve
sosyal sorunlar yaratabilen bir durumdur (1). YUT tedavisi pahali, zaman gerektiren
ve hastalar igin stresli bir tedavi seklidir. Hasta hakkinda dogru bilgilenmek, uygun
hastada uygun tedaviyi yapmak hastalarin maddi ve manevi kaygilarin1 azaltmak ve
basarili sonug elde edebilmek igin kaginilmazdir.

Yardimc1 iireme tekniklerinde tedavi basarisi, overlerin gonadotropin
stimulasyonuna verdigi yanitla iligkilidir. Overlerin gonadotropin stimulasyonuna
yanitinin az olmasina bagh olarak, kotii over rezervli olgularda, siklus iptallerinin
daha sik, toplanan oosit sayis1 ve transfer edilen embriyo sayisinin daha az, klinik
gebelik oranlarinin daha diisiik oldugu gozlenmektedir. Kotii over yaniti, genellikle,
artmig yasla iliskili olmasma ragmen; geng yasta da goriilebilmektedir. Overyan
yanitin tedaviye baslanmadan 6n goriilmesi; siklus iptallerinin oranlarin1 azaltmakta,
ayni zamanda hekime uygun tedavi stratejileri gelistirme ve hastalarin 00sit
donasyonu gibi alternatif yontemlere yoneltilmesine imkan saglayabilmektedir.
Gonadotropin stimulasyonuna verilen yanit1 ve klinik gebelik elde edebilme sansini
on gorebilmek igin giiniimiize kadar bazal FSH, bazal FSH/LH orani, bazal inhibin-
B, bazal overyan voliim, yas, bazal AFS, CCCT, GAST, EFORT gibi over rezervinin
indirekt gostergesi olan birgok test Kullanilmustir. Oosit se¢iminde matiirasyonu
degerlendirmek icin ¢esitli belirtecler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda follikiil
capmi 6lgmek i¢in kullanilan TV USG, serum E; konsantrasyonu ve D3'te bakilan
serum inhibin B konsantrasyonu da vardwr. TV USG ile yaklastk 2 mm’nin
iizerindeki follikiiller saptanabilmektedir. Iki mm iizerindeki follikiillerin fonksiyonel
olarak normal olanlar1 KOH sirasinda verilen yiiksek doz gonadotropine yanit
vererek preovulatuar follikiile kadar biiyiiyebilirler. Ancak bu kriterler karsilansa bile
fertilizasyon ve gebelik oranlar1 hala belirgin olarak yiikselmemektedir (115).
Calismalar follikiil/oosit maturasyonunu gosteren belirtegleri tayin etmek icin
yapilmakta ve bu sekilde fertilizasyonun, gebelik oranlarinin arttirilmasi
hedeflenmektedir. Bu testlerin her birinin kendine ait handikaplar1 mevcuttur ve
hi¢biri tek basina yeterli etkinlikte degildir.

Anti-miilleryan hormon; overyan graniiloza hiicrelerinden, preantral ve kii¢iik

antral follikiillerden, pitiiiter FSH nin etkisiyle dominant follikiil i¢cin segilebilecek
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biiyiikliige ve farkhilasmaya ulasilincaya kadar sentezlenmektedir. Insanlarda AMH
4-6 mm'den kiigiik ¢ogunlukla sonografik olarak Slglilemeyen preantral ve kiigiik
antral follikiillerin graniiloza hiicrelerinden sentezlenmektedir (116, 117). Herbir
follikiilden homojen olarak salgilandigindan over rezervini gostermek igin
kullanilabilecek bir belirte¢ olarak kabul edilmistir. AMH teka hiicrelerinden ve
atretik follikiillerden sentezlenmemektedir (74, 75). AMH salimiminin ekstra-overyan
hormonal kontrolii yoktur. Transgenik ratlarda AMH heterezigot (-/+) olan ratlardaki
AMH diizeyi, AMH (-/-) ve AMH (+/*) olan ratlarm AMH diizeyleri arasinda
saptanmistir; bu nedenle AMH salimimmin sadece mevcut gen aktivitesine bagh
oldugu, diger hormonal uyarilarin salinmasi {izerine etkisi olmadigi sonucu
cikartilmistir (118).

Anti-miilleryan hormonlarinin hormonal uyarilardan etkilenmemesi overyan
rezervin degerlendirilmesinde diger hormonal parametrelere gére AMH’ya avantaj
saglamaktadir. AMH’nin AFS'ye gore diger bir avantaji da godzlemciye bagl
olmamasi ve dolayisiyla hekimden hekime degisiklik gostermemesidir. AFS ozellikle
GnRH veya OKS ile baskilanmis hastalarda tam degerlendirilememekte; bu da Klinik
olarak bazi hastalarda doz ayarlamasini gii¢lestirmektedir.

Son caligmalarda preantral, ge¢ pre-antral ve preovulatuar follikiillerde AMH
mRNA seviyelerinin oositin gelisim evreleriyle paralel olarak diizenlendigi,
AMH’nin intra ve inter-follikiiler koordinasyonda Onemli gorevleri oldugu
gosterilmistir  (76). AMH sentezini diizenleyen mekanizmalar tam olarak
bilinmemekle beraber graniiloza hiicreleri tizerinde AMH reSeptorleri tespit edilmesi
overyan fizyolojide rolii oldugunu diisiindiirmektedir (77). AMH etkilerinin direk
primordial hiicreler {izerinden olup olmadigini gostermek i¢in yapilan bir ¢aligmada,
AMH bulunmayan rat overini AMH bulunanan yapay ortama biraktiktan iki giin
sonra yapilan incelemede biiyiiyen follikiil sayisinin %50 azaldigi, AMH’nin
primordial oositleri direk olarak etkiledigi gozlenmis ve AMH’nin primordial follikiil
gelisiminin aktivasyonunu ve preantral follikiillerin biiyiimesini azalttig1 sonucu
¢ikartilmustir (80). In vivo ve in vitro calismalar AMH eksikliginde follikiillerin
FSH’ya daha duyarli oldugunu gostermektedir. AMH’dan yoksun farelerde diisiik ve
yiiksek FSH konsantasyonlar: ile yapilan c¢aligmalarda, AMH mevcut farelerle

32



karsilastirildiginda, hem sayisal hem de gelisimsel olarak daha iyi yanit alinmisg
oldugu gozlenmistir (81).

Clemente ve ark. (82) ekzojen AMH’nin kiiltiir ortaminda graniiloza
hiicrelerinde aromataz aktivitesini ve LH reseptor sayisini azalttigin1 géstermislerdir.
Bu caligmalara bakarak AMH‘nin overyan follikiillerin FSH’ya verdigi yanit1
belirleyen faktorlerden birisi oldugu sonucu ¢ikartilmistir.

Bagka bir calismada AMH’nin farelerde 1. mayoz boliinmeyi inhibe ettigi
gosterilmistir (83). AMH, insan graniiloza-luteal hiicrelerin proliferasyonunu bloke
etmekte ve follikiiler sividaki konsantrasyonu graniiloza hiicrelerindeki mitoz indeksi
ile ters orant1 gostermektedir (84, 85). Seifer ve ark. (119) yaptiklar1 ¢alismada,
erken follikiiler faz serum AMH diizeyleri ile ovulasyon indiiksiyonu sonucu elde
edilen oosit sayisi1 arasmnda iliski bulmuslardir. Ozellikle yiiksek serum AMH
diizeylerinde daha ¢ok sayida oosit, matiir oosit elde edilmistir. Primordial follikiil
havuzunun hacmi serum AMH diizeylerini yansitir. AMH serum diizeyinin IVF
sirasinda yapilan KOH sonrasinda elde edilecek oosit sayismin tahmininde yol
gosterici oldugu bulunmustur. Rooij ve ark. (120) yaptiklar1 ¢alismada IVF tedavisi
sirasindaki overyan cevap ve AMH diizeylerini arastrmiglardir. Over cevabi,
dolayisiyla elde edilen oosit sayis1 ille AMH arasinda kuvvetli bir iliski oldugunu
bulmuslardir. AFS primordial folikiil hacmi ile iliskilidir, bunun da over rezervini
yansittig1 kabul edilir. IVF tedavisinde baslangictaki AMH diizeyleri ve sonugtaki
over cevabi arasinda giiglii bir iliski vardir. AMH over rezervini gosteren imit verici
bir prediktordiir. Calismamizda antagonist grupta D3 ve OPU giinii AMH kan
diizeyleri agonist gruptan daha yiiksektir ancak bu yiikseklik anlamli degildir. Her iki
grupta D3, OPU giinii venéz kan AMH ve follikiil sivist AMH diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli artis gostermistir. Antagonist grupta follikiil sivist AMH diizeyi
agonist gruptan anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Antral follikiil sayismin ve
toplanan oosit sayisinin agonist grupta anlamli olarak yiiksek olmasmdan yola
cikarsak antagonist grupta agonist gruptan daha yiiksek D3 AMH, OPU giinit AMH
diizeyleri AMH'min follikiilde primordial-primer ve preantral-antral gegisinde
inhibitor etkisine bagli olarak daha az sayida antral follikiil gelisimine ve oosit
toplanmasma neden olmus olabilir. Fertilizasyon oranmi1 ile D3 AMH, OPU AMH

arasindaki anlamli negatif korelasyon da antral follikiil sayisi, toplam oosit sayisi,
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oosit kalitesi ve maturasyonu iizerindeki olumsuz etkisine bagli olabilir. Ancak antral
follikiil sayisinin ve toplanan oosit sayisinin az olmasmin nedeni antagonist grubun
yas ortalamasinin agonist gruptan daha yiiksek olmasina da bagl olabilir.

Adetin {iglincii gliniinde saptanan AMH seviyeleri yasla beraber diismektedir.
De Vet ve ark. (91) yaptigi ¢calismada 1,1-7 yil boyunca takip edilen olgularda AMH
seviyelerinin ortalama %38 diistiiglinii buna karsmn ayni siirede antral follikiil sayist,
bazal FSH diizeyi ve inhibin B diizeylerinde degisiklik olmadigini saptamislardir.
Over rezervini gosteren diger belirteglere oranla. AMH'nin yasa bagl oosit/follikiil
rezervini daha 1yi gosterdigi disiiniilmektedir ve yas arttikca diger parametrelerde
degisiklik olmadan ilk olarak AMH diizeyleri azalmaktadir (92). Ancak bizim
calismamizda her iki grupta OPU giinit AMH diizeyleri D3 giiniit AMH diizeylerine
gore artmig olup antagonist grupta yasin anlaml olarak yiiksek olmasina ragmen D3
AMH ve OPU AMH kan seviyeleri anlamli olmaksizin agonist gruptan daha yiiksek
bulunmugstur. Follikiil sivisi AMH seviyesi ile yas arasinda pozitif anlamli
korelasyon bulunmustur. Bu sonug¢ calisma populasyonunun kiigiikliigiinden ileri
gelebilir.

Anti-miilleryan hormon diizeyleri KOH sirasinda azalmaktadir (88, 93).
Bunun nedeninin FSH’nin AMH sekresyonuna olumsuz etkisi oldugu
diistiniilmektedir. Baarends ve ark. (75) tarafindan ratlarda FSH’nin AMH ve AMHR
2 ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. Alternatif olarak suprafizyolojik E,
seviyelerinin overde AMH ve AMHR 2 mRNA sentezini azaltmasmin da AMH
seviyelerinin azalmasma neden oldugu diisiiniilmektedir. Yine bagka bir calismada
KOH sirasinda AMH seviyeleri kiigiik AFS ile korelasyon gostermekte ve multiple
follikiiler maturasyon sonrasi kii¢iik antral follikiil sayisinda azalmaya bagl olarak
ve daha biiyiik follikiillerden oldukca az salgilanmasi nedeniyle azalmakta oldugu
sonucuna ulasilmistir (81). Bizim ¢alismamizda aksine KOH uygulanan iki grup
icinde D3 AMH, OPU AMH ve follikiill AMH diizeylerinin ikili karsilastirilmasi
istatistiksel olarak anlamli bulundu ve pozitif yonde korelasyon tespit edildi. Gruplar
arasi istatistiksel degerlendirmede ise antagonist grupta D3 AMH ve OPU AMH
seviyeleri agonist grup seviyelerinden istatistiksel anlamli olmaksizin yiiksek
gozlenirken, follikiil stvist AMH diizeyi ise agonist grup seviyelerinden istatistiksel

olarak yiiksek bulundu. Bu yiikseklik c¢alisma populasyonunun ortalama AFS'nin
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yiiksek olmasi ve hiperstimiilasyon sonrasi ¢ok sayida follikiil gelismesinden ileri
geliyor olabilir.

Cupisti ve ark. (121) follikiildeki AMH diizeyinin oositin maturasyonu ve
gelisim potansiyeli tlizerinde ters bir etkisinin oldugunu iddia etmistir. Bizim
calismamizda antagonist grupta kan ve follikiil sivisi AMH seviyelerinin yliksek
olmasi, kan AMH diizeyleri ile fertilizasyon oranlar1 arasinda negatif korelasyon
olmasi ve toplanan oosit sayisinin antagonist grupta anlamli olarak daha az olmasi
AFS, toplam oosit sayist ve oositin gelisim potansiyeli ve 00sit maturasyonu
tizerinde AMH'nin olumsuz etkisini desteklemektedir. Ancak antagonist grupta
AFS'nin ve toplam oosit sayisinin az olmasi daha yiiksek yasin sonucu da olabilir.
Takahashi ve ark. (115) follikiilin AMH diizeyi arttikga fertilize olma yeteneginin
arttigin1 One siirmiig, normoovulatuar hastalarda fertilize olan yumurtalarm AMH
diizeylerini, fertilize olmayan hastalarmkinin yaklasik 3 kat1 olarak bulmuslardir.
Ancak Mashiach ve ark. (122) da fertilizasyonu ongoren olgun follikiil oraninin
follikiil AMH diizeyi ile ilgisinin olmadigini1 gostermistir. Bagka bir ¢aligmada artmis
follikiill AMH diizeyinin oosit kalitesi ve final maturasyon {izerine zararh etkileri
gosterilmistir (123). Bizim ¢alismamizda ise fertilizasyon oranlar1 ile D3 AMH ve
OPU AMH diizeyleri arasinda ters negatif korelasyon izledik. Bu da yiikksek AMH
seviyesinin oosit kalitesi ve matiirasyon tlizerine olan zararh etkisinden ileri geliyor
olabilir. Birgok arastirmada oldugu gibi yapilan bir arastirmada da follikiil sivisi
AMH diizeylerinin gebelik oranlarini etkilemedigi gosterilmistir (115, 124-129).
Toplanan total oosit sayis1 ve fertilize oosit sayisinin, ortalama embriyo transfer
sayisin1 ve gebelik oranlarini indirekt olarak etkiledigi diisiiniilmektedir (130). Daha
fazla sayida fertilize oosit varlig1 ile daha yiiksek kalitede embriyolarin olusma
sansmin da artacagi beklenmektedir. Nitekim KOH'un da amaci budur. Caligmalarin
cogunda gruplar arasinda total oosit sayisi agisindan fark izlenmezken (130-132),
Ludwig'in (133) metaanalizinde antagonist grubunda 2,6 oosit daha az oosit
toplandigi belirtilmektedir (p<0,05). Yine Albano ve ark. (134) ¢ok merkezli
caligmasinda da antagonist grubunda anlamli diizeyde az sayida oosit elde edildigi
gorilmistir (6 vs 4,1). Bizim calismamizda toplanan ortalama oosit sayisi,

antagonist grubunda anlamli olarak az idi ve bu durum AMH seviyelerinin
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yuksekliginden ileri gelebilir. Ancak bu durum antagonist grupta yasin anlamli
olarak yiiksek olmasina bagl antral follikiil sayisindaki azalmadan da ileri gelebilir.
Calismamizda her iki grupta da E; diizeylerinde stimiilasyonun
baslangicindan hCG giiniine kadar progresif lineer bir artis elde izlendi.
Calismamizda HCG giinii E, seviyelerinde anlamli derecede agonist grup lehine
yiikseklik mevcut idi (p<0,05). Literatiirde bu fark bazi ¢alismalarda antagonist grup
lehine anlamli diizeyde bulunmustur (6, 132, 133). Buna karsin, Xavier ve ark. (131)
calismasinda bizim ¢alismamizda oldugu gibi kisisel gonadotropin dozu ile
baslanmis ve antagonist esnek rejimi kullanilmig ve gruplar arasinda esit miktarda
gonadotropin dozu kullanilmig, ancak bizim ¢alismamizdan farkli olarak hCG giinii
E, degerleri arasinda anlamli fark izlenmemistir. Calismalardaki bu farkli sonuglar
nedeni ile hCG giini E, diizeylerindeki farkin anlamliligin1 tedavi diizeninin ve
kullanilan gonadotropin dozunun etkileyip etkilemedigi konusunda g¢ikarimda
bulunmak heniiz olas1 goriilmemektedir. HCG giinii E; seviyesinin daha az olmasinin
bir nedeni olarak kiigiik follikiil sayisindaki azlik fikri ortaya atilmistir (134). Bizim
calismamizda antral follikiil sayis1 agonist grupta anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. E, diizeyinin agonist grupta anlamli olarak yiiksek olmasi1 follikiil
sayillarinin E; yiiksekliginde etkili oldugunu gostermektedir. Tek doz 3 mg
cetrorelixle, uzun protokoliin karsilastirildigi bir ¢calismada, antagonist protokolde,
follikiiler siv1 E; konsantrasyonunun daha diisiik oldugu (572 vs 873 pg/mL), bunun
muhtemelen antagonistlerin over hiicrelerine olan direkt etkisinden ve graniiloza
hiicre aromataz aktivitesindeki etkiden kaynaklanabilecegi goriisi ileri siriilmiistir
(6). Bu durumun endometriyal reseptiviteyi olumlu yonde etkileyebilecegi ve diger
parametreler agisindan (fertilizasyon orani, implantasyon orani ve gebelik oranlar1
gibi) gruplar arasinda fark olmamasinin follikiiler saglik icin Klasik indeks olan E;
konsantrasyonunun gegerli olmayabilecegi fikri savunulmustur (6). Buna karsit
olarak, buserelin ile uzun protokol uygulanmig vakalarla yapilan bir c¢aligmada
ostrojenden zengin folikiilllerden elde edilen oositlerle daha basarili fertilizasyon ve
gebelik olusturulabilecegi, Ostrojenin oosit matiirasyonu Ve basarili embriyogenez
icin 6nemli rol oynadig: bildirilmistir (135). Bizim ¢aligmamizda da gruplar arasinda

matiir oosit sayisi, fertilize oosit sayisi, ET giinii grade 1 embriyo sayisi, ET giinii
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ortalama embriyo skoru, fertilizasyon, embriyo gelisim ve implantasyon oranlari
benzer gézlenmis olup, bu sonug ilk goriise daha uygun diismektedir.

Almanya’da 116 merkezin katildig1 randomize olmayan, gozlemsel ¢alismada
antagonistlerin nispeten kotii sonug beklentisi olan hastalara kullanildigi, hastalara
<35 yas, tubal infertilite, ilk tedavi siklusu gibi kisitlayict kriterler kullanildiginda
gebelik oranlarinin antagonist ve agonist grupta hemen hemen esit oldugu
gorilmistiir (agonist: %37,8 vs antagonist: %36,7) (136). Ludwig'in retrospektif ve
randomize prospektif g¢alismalar1 degerlendirdigi metaanalizinde ve European
Cetrorelix Calisma Grubu’nun yaymladigi ¢ok merkezli ¢alismada gebelik
oranlarinin antagonist grubunda daha diisiik oldugu, ancak farkin anlamli olmadig:
sonucuna varilmis ve multidoz antagonist kullanimina farkli yaklagimlar 6nerilmistir
(133). Agonist uzun protokolii ile antagonist multiple doz esnek rejiminin
karsilastirildigr Lautradis ve ark. (130) 2004 yilindaki ¢alismasinda ise, gebelik
oranlar1 acgisindan antagonist lehine fark izlenmemistir (%24,1 vs %18,5). Bizim
protokollerimizde de tedaviyi optimize etmek amaci ile antagonistler multiple doz
esnek rejim halinde kullanilmistir. Bizim g¢alismamizda ise kullanilan smirlayict
kriterlerle hasta homojenizasyonu saglandiginda antagonist grubunda hafifce daha
yiiksek gebelik orani elde edilmekle beraber, bu farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 yoniinde sonug almmustir (transfer basina gebelik oran1 agonist grupta %33,
antagonist grupta %51 ve siklus bagma gebelik orani agonist grupta %29, antagonist
grupta %48). Yine bizim tedavi protokollerimizde gonadotropinler hastanin over
rezervine gore farkli dozlarda baslatilmis ve doz, over cevabina gére ayarlanmustir.
Benzer sekilde kisisel gonadotropin dozu ile baslanan ve esnek rejimde
antagonistlerin agonist uzun protokolii ile karsilastirildigi ¢alismalarm sonuglarina
bakildiginda, gebelik agisindan tedavi protokolleri arasinda diger ¢alismalardan farkli
sonu¢ alinmamustir (transfer basi klinik gebelik orani agonist grubunda %20,
antagonist grubunda %17) (131, 132). Bizim ¢aligmamizda da her iki grupta transfer
basma gebelik oranlar1 benzer bulunmustur (transfer basina klinik gebelik orani
agonist grubunda %24, antagonist grubunda %32 idi).

Bizim ¢alismamizda OPU AMH diizeyi ile Heg giinii P4 diizeyi arasinda
anlamli pozitif korelasyon bulundu. AMH'nin oosit matiirasyonu ve fertilizasyon

orani tizerindeki olumsuz etkisi géz oniinde bulundurulursa P4 diizeyi yiiksek olan
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hastalarda prematiir luteinizasyon riskinin artmasi, yilksek AMH diizeyinin prematiir
luteinizasyona neden olabilecegi ve oosit kalitesini olumsuz etkileyebilecegi
distiniilebilir.

Primordial follikiillerin primer follikiile aktive olmalar1 siklik bir hadisedir,
menapoza kadar devam eder ve bu asama hormon bagimsizdir (17). Bu aktivasyonda
TGF-B ailesinin bazi iiyeleri rol almaktadir. Overyan stroma ve teka hiicrelerinden
salinan BMP-4 ve BMP-7 ile oosit kaynakli biiyiime farklilasma faktorii (GDF-9) bu
olayda rol oynamaktadir (18-22). GDF-9 geni olmayan fare infertil olup primer
asamadan ileri follikiil gelisimi izlenmezken, GDF-9’un primordial follikiilden
primer follikiile gegisteki etkileri tartigmahidir (20, 21).

TGF-B iiyelerinin etkileri acgisindan tiirler arasinda da farklhiliklar oldugu
belirtilmektedir. Ornegin oosit kaynakli BMP-6 ve BMP-15 (GDF-9B) genleri
olmayan farelerde normal follikiil gelisimi ve fertilite izlenirken, BMP-15 mutasyonu
insan ve koyunda prematiir overyan yetmezlik ile karakterizedir (109, 110).

Primordial-primer gegisinde oldugu gibi preantral-antral follikiil gelisiminde
de aktivinler, BMP-4, BMP-7, GDF-9 ve BMP-15 rol almaktadir. Oosit kaynakli bu
biiyiime faktori (BMP-15) FSH’dan bagimsiz olarak graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonundan sorumludur (111). Gonadotropin bagimliliginin olmadig: erken
follikiil biiyimesi doneminde follikiil biliylimesini BMP-15 saglayabilmektedir.
BMP-15 ilging olarak FSH reseptor ekspresyonunu inhibe edebilmektedir. BMP-15
FSH reseptoriinii  baskilayarak gorevini yerine getirirken, BMP-6 ise FSH
reseptoriiniin adenilat siklaz aktivitesini inhibe eder (23, 111). Folistatin, BMP-15’in
bu etkilerini antagonize etmektedir. Folistatin ekspresyonu ise en fazla dominant
folikiilde mevcuttur. Dolayisiyla folistatin dominant follikiil se¢imi esnasinda
follikiilde yeterince FSH reseptorlerinin bulunmasini saglamaktadir (112). Bizim
calismamizda her iki grupta OPU giinii BMP-15 diizeyi, D3 BMP-15 diizeyinden
istatistiksel anlamli olmamasina ragmen daha diisik bulunmustur. Bunun nedeni
BMP-15'in gonadotropin bagimsiz asamada graniiloza hiicre proliferasyonunda ve
primordial-primer follikiil ge¢isi asamasinda gorev almasina bagli olarak; D3 diizeyi
OPU giinii diizeyinden yiiksek; dominant follikiil se¢imi asamasinda ise OPU diizeyi
folistatinin inhibe edici etkisine bagh olarak diisik yada artmamus tespit edilmis

olabilir. Calismamizda ayrica gruplar iginde follikiil sivist BMP-15 diizeyleri, D3
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BMP-15 ve OPU BMP-15 diizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek idi. BMP-15 OPU diizeyi fertilizasyon orani1 ve follikiil sivist BMP-15 diizeyi
ile anlamli negatif korelasyon gosterdi. Agonist grupta anlamli olmamakla beraber
BMP-15 diizeylerinin antagonist gruptan yiiksek olmasi ve fertilizasyon oranlarinin
yine anlamli olmaksizin agonist grupta daha diisiik olmasi yiiksek BMP-15 diizeyinin
dominant follikiil se¢iminden OPU giiniine kadar olan KOH siiresinde dominant
follikiil secimi ve oosit kalitesi iizerinde yapacagi olumsuz etkiye bagli olarak
fertilizasyon oraninin diismesine neden olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir. Graniiloza
hiicre proliferasyonu ve follikiil biiylimesi esnasinda prematiir liteinizasyonun
onlenmesi O6nemlidir. Bu baglamda oosit kaynakli faktérler BMP-6, BMP-15 ve
GDF-9 gonadotropin ile olan progesteron sentezini baskilayarak prematiir
liteinizasyonu inhibe ederler (112). Calismamizda D3 BMP-15 diizeyi ile Hcg P4
arasinda pozitif anlamhi korelasyon tespit edilmistir; bunun nedeni prematiir
luteinizasyonu engelleme mekanizmasi olabilir. Ayrica Hcg giinii endometriyal
kalinlik ile D3 BMP-15 diizeyi arasinda pozitif anlamli korelasyon tespit edildi. Bu
durum BMP-15'in TGF-p ailesine ait doku gelisimi ve homeostazini da igeren bir¢ok
hiicre ve doku fonksiyonunda kilit diizenleyici bir sitokin olmasina baglh olarak
endometriyal kalinligin artisina olan etkisinden kaynaklanabilir.

Sonu¢ olarak: IVF tedavisinde overlerin gonadotropin stimulasyonuna
yanitinin az olmasina bagl olarak, kotii over rezervli olgularda, siklus iptallerinin
daha sik, toplanan oosit sayisi ve transfer edilen embriyo sayismin daha az, klinik
gebelik oranlarmin daha diisiik oldugu goézlenmektedir. Tedavilerin maliyeti, yan
etkileri, hasta agisindan zorluklar1 g6z Oniine alindiginda uygun hasta se¢imi ve
uygun prognoz belirlenmesinin olduk¢a O6nemli oldugu goérilmektedir. Overyan
yanitin tedaviye baslanmadan 6n goriilmesi; siklus iptallerinin oranlarini azaltmakta,
aynt zamanda hekime uygun tedavi stratejileri gelistirme ve hastalarin oosit
donasyonu gibi alternatif yontemlere yoOneltilmesine imkan saglayabilmektedir.
Calismalar follikiil/oosit maturasyonunu arttiran belirtecleri tayin etmek icin
yapilmakta ve bu sekilde fertilizasyonun, gebelik oranlarinin arttirilmasi
hedeflenmektedir. Son c¢aligmalarda preantral, ge¢ pre-antral ve preovulatuar
follikiillerde AMH mRNA seviyelerinin oositin gelisim evreleriyle paralel olarak

diizenlendigi, AMH’nin intra ve inter-follikiiler koordinasyonda onemli gorevleri
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oldugu gosterilmistir. BMP-15 primordial-primer follikiil gelisim asamasinda,
preantral-antral follikiil ge¢is asamasinda (hormon bagimsiz) ve gonadotropin ile
olan P4 sentezini baskilayarak prematiir liiteinizasyonu inhibe etmede gorev aldigi
gosterilmistir. Glinimiizde bu sitokinlerin periferik vendz kan ve follikiil sivisindaki
profilleri tizerine heniiz fikir birligi olugsmamistir.

Bizim ¢ahismamizda cesitli nedenlerden dolayr IVF tedavisine alinan 82
hastada; iki gruba ayrilarak D3 ve OPU giinii alinan periferik vendz kan 6rneginde ve
follikiil sivisindaki BMP-15 ve AMH seviyelerinin overyan yanitin prediksiyonunda
yeri ve agonist protokol ve antagonist protokol uygulanan hastalarda bu hormon
diizeylerinin IVF sonuglarmi &ngormede kullanilabilirlikleri arastirildi. Gruplar
arasinda D3 BMP-15 ve OPU BMP-15, follikiil BMP-15, D3 AMH, OPU AMH
diizeyleri benzer bulundu ve bu hormon seviyelerinde anlamli bir farklilik
saptanmadi. Follikiil sivist AMH diizeyleri ise istatistiksel olarak anlamli farkli
bulundu. AMH ve BMP-15 diizeyleri ile fertilizasyon oranlar1 (FR) arasinda negatif
anlamli korelasyon olmasi bu iki peptidin toplanan oosit sayisi, oosit matiirasyonu,
fertilizasyon ve gebelik oranlarinda negatif etkilerinin olabilecegini diisiindiirdii. Bu
konu ile ilgili daha fazla hastanin arastirmaya dahil edildigi yeni ¢aligmalara ihtiyag

vardrr.
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