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OZET

in-vitro fertilizasyon ve embriyo transferi sikluslarinda folikiil sivilarinda
anti-miillerian hormon (amh) diizeyleri ile oosit, embriyo kalitesi ve
gebelik sonuglar arasindaki iligki

Ovaryum rezervi icin 6nemli bir belirte¢ olan antimullerian hormonun dogal
kaynagi folikullerdir. Bu ¢alismada folikil sivisi antimdllerian hormon
dizeyinin oosit ve embriyo kalitesi, fertilizasyon ve gebelik Gizerine etkilerinin

incelenmesi amaglanmigtir.

Calisma, Ferti-jin Uyte Merkezine 13.11.2014 - 24.06.2015 tarihleri arasinda
basvuran yaglarl 21-42 (ortalama 33.72+4.82) arasinda degisiklik gosteren
61 hastanin folikil sivilari  Antimdllerian  hormon tayini yapilarak
gerceklestirildi. Folikiler sivi AMH seviyeleri Roche marka kit ile Roche
Cobas e601 otoanalizér yardimiyla olgtldid (ECLIA). 15 mm UGzerindeki
folikillerden alinan folikdl sivilari galismada kullanildi. Bu folikillerden elde
edilen metafaz Il oositlere ICSI uygulanarak fertilizasyon gergeklestirildi.
Gelisen embriyolar takip edilerek en iyi Kkaliteli embriyo segimi

gerceklestirilerek transfer yapildi.

Folikul sivisi AMH seviyelerine gore 4 grup olusturuldu. Bu gruplar; %27,9 ile
¢ok dugsuk grup (FF AMH = < 1.0 ng/mL, n= 17), % 41 ile dusuk grup (FF
AMH = 1.0 -2.1 ng/mL, n= 25), %15 ile orta seviye grup (FF AMH = 2.1< X<
3.6 ng/ mL, n=11) ve %13,1 ile yuksek grup( FF AMH = > 3.6 ng/mL, n=8)
seklindedir. AMH gruplari arasinda fertilizasyon oranlari agisindan
istatistiksel olarak anlaml bir fark gozlenmedi (p>0.05). AMH gruplari
arasinda yas ortalamalari agisindan istatistiksel olarak anlamh farklilk
bulunmamaktadir (p>0.05). AMH gruplari arasinda oosit sayilari agisindan
istatistiksel olarak anlamli farkllik bulunmaktadir (p:0.006; p<0.01).
Farklihgin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan ikili
kargilastirmalar sonucunda; AMH duzeyi ¢ok dusuk olanlarin oosit sayilari,
AMH dlzeyi disuk (p:0.013), orta (p:0.038) ve ylksek (p:0.004) olanlardan
anlaml sekilde duastk bulunmustur (p<0.05; p<0.01). AMH dizeyi dusuk
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olanlarin oosit sayilari, AMH duzeyi yuksek olanlardan anlaml sekilde duguk
bulunmustur (p:0.043; p<0.05). AMH duzeyi ¢ok duguk olanlarin M Il sayilari,
AMH duzeyi dusuk (p:0.017), orta (p:0.035) ve yuksek (p:0.002) olanlardan
anlamli sekilde disik bulunmustur (p<0.05; p<0.01). AMH dlzeyi ¢ok dusik
olanlarin 3.gln iyi kalite embriyo sayilari, AMH dizeyi disuk (p:0.005) ve
yuksek (p:0.008) olanlardan anlamli sekilde dusuk bulunmustur (p<0.05;
p<0.01). Diger gruplar arasinda 3.gun iyi kalite embriyo sayilari agisindan
anlamh bir farklihk bulunmamaktadir (p>0.05). AMH dlzeyi c¢ok dusik
olanlarin indiksiyon ila¢ dozlari, AMH dizeyi distk (p:0.001), orta (p:0.005)
ve yuksek (p:0.001) olanlardan anlaml sekilde yuksek bulunmustur (p<0.01).
35 yas alti hastalarin oosit sayilari ile AMH dlzeyleri arasinda pozitif yonde,
%50.6 dizeyinde ve istatistiksel olarak anlaml iligki bulunmaktadir (p:0.002;
p<0.01). AMH gruplari arasinda gebelik oranlari agisindan istatistiksel olarak

anlaml farkhlik bulunmamaktadir (p>0.05).

Sonug olarak; folikuler sivi antimullerian hormon duzeyinin oosit ve embriyo
kalitesi ile iliskisi gosterilmistir. Ancak ICSI fertilizasyon oranlarinin folikiler
sivi AMH duzeyleri ile iligkisi gosterilememigtir. Folikuler sivi AMH diuzeyinin
35 yas altinda bulunan olgularda klinik gebeligi 6ngdérmede bir parametre

olabilecegi dustunulmektedir.

Anahtar kelimeler: Anti-Mullerian Hormon; Folikaler Sivi; Oosit; Embriyo;
Klinik Gebelik; in-Vitro Fertilizasyon



ABSTRACT

Relationship between (AMH) levels, with oocyte maturation in
follicular fluid, embryo quality, and pregnancy outcome in, in-
vitro fertilisation and embryo transfer cycles

Follicules are natural source of circulating AMH levels. AMH has been well
studied as good marker of ovarian reserve. Because of controversy in this
issue, this study were designed for the measurements of follicular level of

AMH and possible relationship with reproductive outcome.

A total of 61 follicular fluid (FF) samples from 61 women and 392 MIl oocytes
were collected from 13.11.2014 to 24.06.2015 (21-42 aged, average
33.721+4.82). In this study FF was obtained from the largest follicle sized =215
mm of mean diameter from each ovary during oocyte retrieval, for each
patient the same size of FF were pooled. The largest follicle were punctured
and aspirated the FF into an empty tube without any flushing media. Samples
were collected from only 1 follicle for each ovary and only 1 needle was used
for each follicle. Collected samples were centrifuged at 300xg for 15 min and
then supernatant was stored at before -20°C after liquid nitrogen, AMH levels
in FF measured with Roche kit Roche Cobas e601 autoanalyser

electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA).

Our study investigate the relationship between FF AMH levels and the
ensuing oocyte and embryo quality and pregnancy rate. The measurement
range was 0.26 -14,05 ng/mL. Samples were divided into 4 groups according
to the FF AMH levels: the 27,9% (very low group, FF AMH < 1.0 ng/mL, n=
17), the 41% (low group, FF AMH=1.0-2.1 ng/mL, n=25), 15 % (intermediate
group, FF AMH= 2.1-3.6 ng/mL, n=11) and 13,1% ( high group, FF AMH=
>3.6 ng/mL n= 8).

There were no statistically significant differences between AMH groups in
terms of fertilisation rates (p>0.05). There were no statistically significant

differences between AMH groups in terms of average age (p>0.05). There



were statistically differences between AMH groups in terms of number of
oocytes (p:0.006; p<0.01). Very low AMH level group oocyte count was
significantly lower than other groups respectively (average oocyte count
10,28; 11,82; 15,75) (p<0.05; p<0.01).

No. of metafaz Il oocyte which is very low AMH levels (p = 0.017) were
significantly lower than low (p:0.017), moderate (p = 0.035) and the high (p =
0.002) AMH level groups (p <0.05; p <0.01). Very low AMH level group, day
3 embryo quality were poorer than the others (p<0.05; p<0.01). There were
no statistically significant differences among AMH groups in terms of the
number of good day 3 quality embryos (p> 0.05). Dose of very low AMH level
groups were higher than low (p:0.001), moderate (p:0.005) and high
(p:0.001) AMH level groups. There were statistically relationship between
AMH levels in terms of number of oocytes under the age of 35, % 50.6
positively (p:0.002; p<0.01).There were no statistically significant differences
between AMH groups in terms of clinical pregnancy rates (p>0.05).

In conclusion, there are relationship between FF AMH level and the quality of
embryo and it has been understood that AMH levels in follicular fluid under
the age of 35 has shown to predict pregnancy. But the AMH levels of

relationship with ICSI fertilization rates were not shown.

Keywords: Anti-Mullerian Hormone; Follicular Fluid; Oocyte; Embryo;

Clinical Pregnancy; In-Vitro Fertilisation



1. GIRIS VE AMAG

Oosit kalitesi IVF/ICSI uygulamalarinda basariyi etkileyen énemli faktérlerden
biridir. Yapilan ¢alismalar, morfolojik incelemelerin oosit kalitesini belirlemede
yetersiz oldugunu gostermigstir (1, 2). Bu nedenle arastiricilar oosit kalitesini
belirlemede biyokimyasal belirtegler Uzerine yogunlagsmis, oositi ¢evreleyen
kimulis korona ve granulosa hucrelerinin folukulin gelisim evrelerindeki

salgilari konusunda c¢alismalar yapmiglardir (3, 4, 5).

Folikal sivisi mikrogevresinin, oositin sitoplazmik ve nukleus maturasyonu
agisindan ¢ok oOnemli oldugu, elde edilen sonuglar ile kanitlanmigtir(
6,7). Granuloza hucrelerinin salgiladigi 6stradiol, progesteron ve diger
faktorler agisindan elde edilen veriler, steroid konsantrasyonunun, vaskuler
endotelial growth faktorlerin yaninda Antimullerian hormon’'un (AMH) da
onemli roli oldugu gosterilmistir (8,9). Klasik IVF uygulamasinda, serum
bazal AMH dizeyinin folikll sayisi, fertilizasyon orani ve gebelik ile iligkili
sonugclari gosterilmistir (10). Son yillarda yapilan c¢alismalar Antimillerian
hormonun ovaryum folikll gelisimi ile ilgili olarak ovaryum folikul rezervi igin
kullanilabilecek bir aday molekul oldugu anlasilmistir (11). Bazal AMH
dizeyinin kadin yasi ile birlikte azaldigi, folikil sayisi ile korelasyon

gosterdidi pek ¢ok ¢calisma ile kanitlanmigtir (12, 13).

Yumurtaliklardan oosit kaybi, embriyo déneminde rahim iginde baslayan ve
devam eden bir surectir. 20 haftalik disi fetusun overlerin de yaklasik 6-7
milyon oosit bulunur. Dogumda 1-2 milyon oosit kalir, puberte ye kadar ise;
300 000 — 500 000 oosit mevcuttur (14). Bu azalis, menopoza kadar birkag
yliz oosit kalarak devam eder (14). Ureme ¢agi boyunca 400 — 500 oosit
overlerden atilir blyuk bir cogunlugu apoptozis (programli hicre 6limu) ile
dejenere olur(15). Yumurtalik folikil havuzundaki azalma; infertilite menstriel

siklus kisaligi ve duzensizligi en sonunda da menopozla sonuglanir (16).



Total folikll sayisindaki azalma ile birlikte, folikil gruplarinda da azalma
meydana gelir. Daha kuguk folikullerin kaybi ile erken folikiler faz da
granuloza hucreleri tarafindan Uuretilen inhibin—-B’ nin serum duzeyinde
azalma gorulir (17). FSH ile inhibin-B arasinda negatif feedback
mekanizmasiyla calisan ters bir oranti vardir. Erken folikiler fazda FSH
hormonun yukselisi ovaryum yaglanmasinin bir belirtisidir (18,19). Bazal FSH
Olcimu, menstriel siklusun 3. gunu over rezervini tahmin etmede kullanilan
bir testtir. FSH seviyesi (>14IU/L) Uzerine c¢ikmasi 35-40’ I yaslardaki

kadinlarda over yaslanmasinin ilk belirtisidir ( 20, 21).

Fizyolojik acidan, puberte doneminde folikller havuzda % 10’ luk bir kayip
olmaktadir (15). Ovaryumda antral folikil sayisi; menstriel siklusun erken
doneminde sayilabilir. 2 ve 10 mm’ lik antral folikiller tecrtbeli bir hekim
tarafindan minimum 7 MHZz’ lik ses frekansi ile transvajinal yoldan oélgulebilir
(22). Ovaryum da bulunan antral folikil sayisi ile primordiyal folikuller
arasinda iliski oldugu gorinmektedir. Primordiyal folikiil sayisindaki azalma
antral folikil sayisina yansimaktadir (23). Antral folikillerde ki azals,
menopoza gegigle ve overyan stimulasyon yaniti ile iligkili olmasina ragmen,
gebelik icin iyi bir belirte¢ olmadigi ileri surtlmektedir (24). Azalmis over
rezervi spontan sikluslarda fekunditeyi azalttigi gibi yardimci Ureme

tekniklerin de basariyi azaltmaktadir.

Mullerian — inhibiting olarak da adlandirilan anti - Mallerian hormone (AMH)
folikil gelisiminde oOnemli bir duzenleyici olarak bilinir (25, 26). AMH,
muhtemelen folikll uyarici hormondan (FSH) bagimsiz bir sekilde pre-antral
ve kuguk antral foliktller tarafindan Uretilmektedir (27, 28). AMH, folikll
olusumu ve segiminin yani sira primordiyal folikilden primer folikile dogru
bdyUmeyi de inhibe edebilmektedir (27, 29). Son zamanlarda birgok grup
tarafindan AMH, over rezerv ve gonadotropinlere verilen cevabi ortaya koyan
yeni bir belirte¢ olarak kabul edilmigtir (30 - 40). Ayrica, yardimci ureme
teknolojilerinde AMH duzeylerinin kalitatif ve kantitatif dlgtimleri ile overlerin

durumunu 6ngoérmek igin birgok ¢alisma yapilmigtir.



Folikiler sivi AMH duzeyi ile ilgili insan kaynakh sinirh sayida calisma
bulunmaktadir (41, 42). Bazi arastiricilar folikller sivi AMH duzeyinin gebeligi
belirleyici etkisi bulundugu, bazilari ise tam tersi sonuglar bildirmiglerdir (43,
44). Cok az sayida calismada ise; folikll sivisinda antimullerian hormon

dizeyinin oosit kalitesini yansittigi ileri strtlmektedir (11,45).

Folikiler sivi Anti-mullerian hormon duzeyleri ile yapilmis olan sinirh
calismalar nedeni ile galismamizda folikiler sivi AMH konsantrasyonlarinin
oosit say! ve kalitesi, fertilizasyon orani, gelisen embriyo orani ve kalitesi ile
klinik gebelik oranlarina etkisinin bulunup bulunmadidini arastirmayi

amaclamaktayiz.



2.GENEL BILGILER

2.1. infertilite

2.1.1. Tanimi

infertilite, giftler 12 ay iginde korunmasiz iliski sonucu gebelik elde
edilememesi durumudur (46). Daha dnce hi¢ gebelik olusmadiysa primer,
canli dogumla sonuglansin ya da sonug¢lanmasin en az bir gebelik olusmus
ise sekonder infertilite olarak tanimlanmaktadir. infertilite kadin ya da erkek

kaynakli veya her ikisinden kaynaklanan faktorler ile ortaya gikabilir.

2.1.2. Kadin Fertilitesini etkileyen faktorler

Yas: Fertiliteyi etkileyen en onemli faktor yas faktéraduar. Fertilite, yasla
birlikte azalir. Kadin fertilitesi 18 ve 24. yaglarda en yuksek duzeydedir (47).
27 yastan sonra bu oran azalmaya baslar, 35 yasindan sonra ise buyuk
oranda azalma gorulur. Oosit kalitesi yas faktorinden etkilenmektedir.
Oositlerde yasla birlikte andploidi oraninin artig gosterdigi anlasiimistir (19).
Andploidi orani 35 yasin altinda % 10 daha dusuk, 40l yaslarda %30 artis
da, 43 yasinda % 40 artis da son olarak 45 yasin Uzerinde ise anomali orani
%2100’ dur (19). Erkek fertilitesi yasamin geg¢ evresine kadar (94 yas) devam
etmektedir (48). Yasa bagli olarak sperm DNA hasarlarinin arttigi, sperm
motilitesinin azaldigi ve paternal kaynakli mutasyonlarin yagla birlikte arttigi
gOsterilmigtir (49, 50).

Endometriozis: Genel olarak kadin nufusunun %6-10’ luk kisminda bagisiklik
sistemini etkileyen ortak bir durum goérulur. Endometriozis olarak adlandirilan
bu durum, % 35-50 siklikla hem agriya hem de infertiliteye neden olmaktadir
(51). Normal olarak rahim i¢ tabakasinda bulunmasi gereken endometriyuma

benzeyen doku, rahim diginda vicudun diger bolgelerinde de bulunmaktadir.



Viicut kitle indeksi (BMI) : Viicut kitle indeksi, 27 kg/m? den daha yiiksek; kilo

kaybi ve asiri kilo alimi gibi durumlar ovaryum fonksiyon bozukluklarina
neden olabilmektedir (11).

Endokrin bozucular: Endokrin bozucular olarak tanimlanan molekduller

oldukga heterojen, sentetik endustriyel ¢ézlculer / yaglayici olarak kullanilan
kimyasallar: pestisitler (DDT, klorpirifos), fungisitler (vinclozolin), farmosotik
maddeler (diethylstilbestrol (DES), yumusaticilar (fitalatlar), plastik yapicilar
(bisphenol A ve bunlarin yan Granleridir (52).

Danimarka ve diger ulkelerde cevre kirleticilerinin, Ureme sistemine zarar
verdigi ve sperm sayisinin azalmasina neden oldugu pek c¢ok arastirma ile
desteklenmistir (53).

Klorpirifos’'u en  kuvvetli anti-androjenik  bilesiklerden  biri  olarak
aciklamiglardir. Klorpirifos, sican leydig hucrelerinde testosteron sentezini

onemli Olgude azalttigi gorulmuastur (54).

Tiroid hormonu bozulmasi fetal beyin gelisimi Gzerine olumsuz etkilere neden

oldugu gosterilmistir (55).

Gestasyonel evrenin 17-20 gunlerinde 1-5 mg/kg klorpirifos’ a maruz kalan
disi siganlarda tiroid hormon seviyesinde artis gérmuslerdir, ancak erkek

si¢canlarda bu etki gézlenmemistir (56).

Hipertiroidizm, hipotiroidizim ve hiperprolaktinemi gibi hormonal anomalilerin

ovulasyonu etkiledigi bilinmektedir (57).

Yasam tarzi ve beslenme: Yasam tarzi faktorleri, genel olarak saglk ve

Ureme kapasitesini etkilemektedir. Ornegin; sigara obezite ile birlikte
kardiyovaskuler hastaliklar (58), diyabet ve bazi kanser turleri agisindan risk

olusturmaktadir (59).

Yasam tarzi faktorlerinin Greme kapasitesi Uzerine gosterdigi olumsuz

etkilerin kanitlari zamanla artis goéstermektedir. Ornegin; yapilan calismalar



sigaranin kadin da gebe kalma sansini anlamli derecede azalttigi
gOsterilmistir (60, 61).

Endustri sonrasi bati toplumlarin da degisen yasam kosullarina maruziyet
arttikga Ureme saghdi, olumlu ve olumsuz sekilde etkilenmigtir. Obezite,
egzersiz eksikligi, yeterli beslenememe (62), gec¢ anne olma istegi, sigara

cevre Kirliligine ve kimyasallara maruziyet ornek tegkil etmektedir.

Ofis yasami ve kafein igceren iceceklerin siklikla tiketiimesi de kadin
fertilitesini etkilemektedir. Kafeinin alimi, kahve, cay ve diger icecekler ve
cikolata gibi bazi gidalarinin tuketimiyle artmaktadir. Kafein hormon
seviyesini degistirerek ovulasyon ve korpus llteal fonksiyonu hedef alarak
kadin Ureme sistemini etkilemektedir (63). Ayni zamanda kadinlarda daha

yuksek bir foliktler E2 seviyesiyle iligkilendiriimektedir (64).

Fizyolojik stres: Fizyolojik stres, cgesitli yollarla kadin tGreme performansini

dusurmektedir. Bu etki, otonom sinir sistemi, endokrin sistem ve immun

sistem (65) ile saglanmaktadir.

Uterus faktort: Anormal uterus sekli ve intrauterin septum (66), polipler,

miyomlar ve Asherman’s sendromu (67) gibi durumlar uterus faktériine ornek
gosterilebilir. 30’ lu yaslarda rahim ici iyi huylu fibroidler oldukg¢a yaygindir.
Blyuk fibroidler uterus cizgisini ve serviks pozisyonu degistirebilir fallop

tuplerine de tikanikliga sebep olarak infertiliteye neden olur.

Tubal faktor: Tubal ve peritoneal faktorler endometrozis (68), pelvik adezyon,
pelvik enflamatuar hastaliklar (genellikle Chlamidya kaynakli)(69), tubal
oklizyon (70) ve tubal fonksiyon bozukluklarini da kapsayan énemli infertilite
sebebidir. Tubal hasarlar enfeksiyonun siddetine ve siuresine gore degisiklik
gosterir (71).

Ovaryuma ait faktorler: Over yoklugu ya da overlerde yumurta olmayigi

ovaryum fonksiyon bozukluklarina neden olur bu durum infertiliteyle
sonuglanir. Overyan distrofi (overlerin zarar gérmesi veya ¢ok sayida Kist

varhdi) ve olgunlasan yumurtanin folikil igerisinde kalmasi veya yumurta
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atilma olmaksizin folikil patlamasi ile sonuglanan LUFS, infertilite nedenidir
(72).

Polikistik over sendromu genellikle kalitsal bir problemdir ve % 90 oraninda
anovilasyonla sonug¢lanmaktadir (73). PKOS’ da overler yuksek miktarda
androjen Uretmektedir (6zellikle testosteron) bu amenore ve oligoamenorenin

ortak sebebidir.

PKOS’ Ilu hastalarda artan androjen dretiminin sonucu yuksek seviyede LH
ve dusuk seviyede FSH ile matur yumurta Uretimi engellenmis olur.
Hiperandrojenizm tim PKOS’ lu hastalarda olmamasina ragmen obezite,
yuzde killanma ve akne olusturmaktadir. PKOS, tip 2 diyabet ile iliskili instlin

direnciyle birlikte yluksek risk faktoriudur.

2.2. Anti-Mdullerian hormon

2.2.1. Gonad farklilasmasinda AMH

AMH’ nun genetik kodu 19. kromozomun kisa kolunda yer almaktadir (74).
AMH geni 2750 baz cifti uzunlugunda ve bes ekson bolgesine bolinmustir.
Anti-Mullerian hormone (AMH), transforme edici buylime faktorleri (TGF)
superfamilyasinin bir Uyesi, doku buyumesine ve farklilagsmasina yol agan
dimerik bir glikoprotein’dir (75, 76).

AMH, erkek cinsiyet farklilasmasinda rol oynayan bir hormon oldugu igin
tespit edildi. Erkekler de AMH, sertoli hiicrelerinin spesifik proteini tarafindan
uaretilir (77). AMH, gebeligin sekizinci haftasinda testis tarafindan salgilanir
ergenlie kadar yuUksek seviyede salgilanir sertoli hicre matirasyonu

gerceklestigi zaman AMH Uretimi azalir (78).

Fotal testis icinde yer alan sertoli hiucrelerinde bulunan AMH, mdalleryan

kanalin baskilanmasini uyarir.

AMH’ n yoklugunda, mullerian kanallar uterus, fallop tlplere ve vajina ust

kismina donugmektedir (79 - 81).
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Sekil 1. AMH’ In seksuel farklilagmadaki rolu (82).

Yetigkin erkek te AMH, hem serumda hem de seminal sivida bulunur ve
sertoli hlicre fonksiyonunu ortaya cikaran, infertil erkekte ki spermotogenez
hakkinda bilgi veren dlgllebilir 6zel bir belirtectir (83). Ge¢gmis yillarda yapilan
klinik ¢calismalarda AMH’ nin, oligoasthenoteratozoospermi ve azoospermi
(83-86) hastalarinda da diagnostik olarak kullandirildigi gosterilmistir (87).
Yenidogan kiz bebekler de, AMH saptanamaz ancak puberteye kadar
kademeli olarak artis gdsterir ireme ¢agi boyunca stabil pozisyonunu korur
(88).

Kadinlarda AMH, pre-antral ve antral folikullerin granuloza hucrelerinden
uretilir (89) ve bu hormonun esas fizyolojik rolu, overler de folikuler gelisimin

erken safhalarinda inhibisyonu sinirlandirmak oldugu gosterilmistir (89 - 91).

Kadin da, AMH konsantrasyonu menstriel siklus boyunca sabit kaldigi

anlasiimistir (92).
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2.2.2 Ovaryum gelisiminde AMH

Testis gelisiminin aksine, gebeligin 3.trimestir'inin sonunda insanlarda (78)
koyunlar da (93) ve dogum sonrasi kemirgenlerde AMH, folikuller oluguncaya
kadar (94 - 96) tespit edilemez. Her ne kadar AMH’In varhidi 1.trimestirin
sonlarinda (97) tespit edilse de esas olarak primer folikilin gelismesiyle
ortaya ¢ikmaktadir (78, 93).

llging bir sekilde, sekstel farklilagsma sirasinda AMH bulunmamasina ragmen
AMHRII her iki gonad da da tanimlanmaktadir (98).

Disilerde neonatal (99 - 101) ve fétal donemde (28, 100) serum da AMH ya
¢ok dusuktur ya da belirlenemeyecek seviyededir fakat dogumdan sonra 3.

ayda gegici olarak arttigi rapor edilmistir (102).

Bundan sonra serum AMH seviyesi surekli olarak dusuk kalir ve puberte
oncesi ve puberte doneminden itibaren 25 yasina kadar ¢ok hafif bir

yukselme gostermektedir (101 - 104).

En son bilgilere gore; AMH seviyelerinde, devam eden sikluslar arasinda az
seviyede de olsa dalgalanmalar olmaktadir. Buna ragmen, az da olsa ortaya
¢clkan bu dalgalanmalar klinikler tarafindan anlamh bir ifade olarak kabul
edilmez (105).

2.2.3. Folikul gelisiminde AMH

insan ve hayvan calismalarinda ortaya cikarildigi gibi AMH primordiyal
folikillerden antral folikil asamasina kadar graniloza hucreleri tarafindan
salgilanmaktadir (78, 89, 93, 94, 96, 98).

Yetigkin insan ovaryum orneklerinde AMH gen ve proteini, preantral ve
klguk antral (<4 mm) foliklllerde 6ne ¢ikmaktadir. Daha sonra ¢api 8 mm’
den buyuk olan folikullerde azalarak yok olmaktadir (89, 106, 107).

Klguk antral foliktllerdeki sividan alinan érneklerin AMH konsantrasyonu,
daha gelismis folikullerinin AMH konsantrasyonundan daha yuksektir (108-

110). Buna ilave olarak, erken folikil gelisim esnasinda FSH’ a bagimli
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olarak artis goOsteren aromataz aktivitesini azaltmakta ve FSH duyarli
granuloza hucrelerinde bulunan LH reseptorlerin sayisini digurmektedir (28).
En son yapilan Jeppsen ve arkadaslarinin ¢alismasinda serumda bulunan

AMH’ In % 60’ lik kisminin 5-8 mm foliktllerden olustugu gdsterilmigtir (106).

FSH

SRS, Kuguk Buyuk &oel &ntel Eraoulatar

Sekil 2. Pre-antral ve antral folikillerden AMH salinimi. Kirmizi bélge oositi,
gri bolge granuloza hucrelerini ve beyaz ile gosterilen bolgede antrum da
biriken folikller siviyi temsil eder. AMH, kuguk ve buyuk pre-antral
folikillerden (kesikli oklar ile gdsterilen) , kiglk antral foliktllerden (kesikli
olmayan ok) agida ¢ikar. ilerlemis antral asamalar ise serum seviyelerine

katkida bulunurlar.

(&) AMH’In inhibe edici etkisi primordiyal folikil havuzundan primer foliklle

gegiste.

(b) FSH icin antral folikul Uzerinde hassasiyet (101).
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2.2.4. Over rezervinin dederlendiriimesi

Genel olarak, over rezervi yumurta miktari ve over stimilasyonuyla iligkilidir

yumurta kalitesini yansitmaz.

Over rezervi iki faktére baghdir; primordial folikil stogu ve oosit kalitesi.
Primordial folikil havuzunda primer folikuller geliserek sekonder (preantral)
folikuller olusur. Bunlar antral folikil havuzunu olusturur. Her ay ovulasyon
icin bir folikll secili. AMH foliklilde granuloza hucrelerinde sentezlenir.
Primordial foliktlin primer foliklile dontisuminden sonra yapilmaya baslanir
ve ovulasyon olduktan sonra veya folikul atreziye ugradiginda sentezi durur
(98, 111, 112).

Oosit kalitesinde oldugu gibi yasla birlikte primordiyal foliklil sayisinda da
azalama olur fakat Klinik olarak over rezervini tanimlayabilmek oldukga
zordur (113). Fertilite 30 yasindan sonra giderek azalma gosterir (111). Bu
azalmanin ilk isaretleri, diuzensiz adet goérme ve folikiler havuzun

eksilmesidir.

Hipofizdeki negatif feedback vyetersizligiyle serum FSH'In artmasiyla
salgilanan inhibin-B ile antral folikil sayisi azalmaktadir (111, 114). E2 ve
inhibin-A seviyeleri reprodiktif yagsamin son evrelerine kadar degismeden
kalir (113).

8 mm’ den kuguk antral foliklllerin sayisi artan yasla birlikte azalma
goOsterirken 8-10 mm’ den daha buyuk foliklllerin sayisi luteal fazda

folikullerin yUksek FSH ile uyariimasi sonucu artmaktadir (115).

Ureme caginda ¢ok fazla bireysel cesitlilik oldugu icin ovaryum
yaslanmasi’nin nedenini belirlemek olduk¢ga zordur. Ovaryum rezerv
bilgilerine ek olarak birgok test geligtiriimigtir. Over rezervi igin, ovaryum
antral folikil sayisi (ultrason yardimiyla her iki overdeki 2-10 mm

blyuklUkteki antral foliklllerin toplam sayisi) ile serum FSH, inhibin-B, E2 ve
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AMH seviyeleri olgulmektedir. AFS ve AMH oOlgumleri, su anda en yararli
testler olarak kabul edilmektedir (116).

2.2.5. Serum AMH duzeyinin ovaryum rezervindeki rolu

Anti-Mdlleriyan hormon, serum da artan yas ile birlikte azalma gosterirken
menapozdan hemen 6nce belirlenemeyecek kadar az seviyede olan, over

rezervini belirleyen ¢ok faydali bir belirte¢ oldugu gdsterilmistir (117 - 119).

Buna ilave olarak serum AMH, antral folikil sayisi ile iligkilendirildigin de
primordiyal folikil havuzunun boyutu hakkinda bilgi vermektedir (31, 117).
Serum AMH ile over dokusu oOrneklerin de primoriyal folikil sayisindaki

dogrudan iliski daha dnce gdsterilmistir (116, 120).

Daha 6nce yapilan c¢alismalar da, AMH olgcumleri menapoz yasini tahmin
etmek igin kullaniimistir (121-125) ve bireysel olarak serum AMH degerindeki

degisiklik menopoz zamani igin anlaml bir sekilde vurgulanmistir.

Son zamanlarda serum AMH seviyesi ile canli dogum arasinda pozitif yonde

bir iligki oldugu gosterilmigtir (126,127).

S-AMH [ naim

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0

'1'a§| vl

Sekil 3. Serum AMH ile yas grafigi (103).
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2.2.6. Folikuler sivida AMH

Foliktler sivi AMH ile yapilan calismalar da insan folikllogenezisinde
dogrudan duzenleyici bir gorev aldigi gosterilmistir (128, 129).

Fanchin ve arkadaslari preovulatuar folikilden elden edilen AMH seviyesiyle
embriyo implantasyonu arasinda bir baglanti oldugunu ortaya ¢ikarmislardir.
Takahashi ve arkadasglari fertilize olmus oositlerde yuksek konsantrasyonda
AMH seviyesi tespit etmislerdir. Ayni zamanda folikuler sivi AMH, oosit
gelisimi ve fertilizasyonu agisindan inhibin-B, 6strodial ve progesterona gore
daha 6énemli bir rol GUstlenmektedir (129).

Buna ragmen folikiler sivi AMH ile oosit ve embriyo kalitesi arasinda

dogrudan bir iligki olup olmadigini gosteren ¢ok az galisma vardir.

2.2.7. AMH sinyal yolu

AMH icgin hedef organ milleriyan kanallar ve gonadlardir. AMH’ In spesifik

yapida reseptoru izole edilmistir (130).

Aktivin ve BMP’ ler de oldugu gibi TGF-f ailesinin bir Gyesi olan AMH’ nin da
sinyal transduksiyon sisteminde kullanildidi dusunalir. Bu faktorler ligand -
spesifik tip Il ve protein kinaz reseptéri olan aktivin gibi genel tip |
reseptorlerin olusturdugu serin-tireonin kinaz reseptor kompleksi gibi sinyal

yolagidir.

Fosforillenmis aktif reseptor komleksi, sitoplazmik smad proteinlerini aktive
ederek nukleus icin translokasyon meydana getirerek dogrudan yada dolayli

olarak gen ekspresyonunu degistirmektedir (Sekil 4).

AMH icin, tip Il reseptorlerden biri olan AMHRII; AMH iletiminde gerekli ve
spesifik bir reseptordir (91). AMH reseptdér geni 12. kromozomun uzun

kolunda yer almaktadir (131).
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AMHRII geni, gonadlar icinde midlleriyan kanalla bitisik durumdaki

mezensimal hlcrelerden ekprese edilir.

Spesifik AMHRII' nin yani sira AMH muller kanalin baskilanmasin da gorev

alan AMH tip | reseptorlerinden Ug¢ tanesi daha ortaya cikariimistir (132).

AMH-RII

Smad proteinler

\

'

Gen
ekpresvonu

Sekil 4. AMH reseptor baglanmasi (133).

2.3. Folikuler sivi

Folikller sivi muhtemelen teka kilcal damarlarindan akan kandan meydana
gelmektedir. Birgok tir de erken antral safhada foliklllerin ¢evresinde basit
bir ag seklinde gelismekte olan kilcal damarlar, primordiyal folikullerin yer
aldigi korteks bolgesinde az bulunmaktadir (134-136).

Klguk folikullere sahip turler de teka kapilleri tek tabakadan koken almistir,
fakat daha buyUk canlilar da 6zellikle gaplari artan folikuller de teka kilcallari
cok tabakalidir (136, 137).
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Sigan ve fare gibi daha kuguk turler ise, daha az folikul sivisina sahip kiiguk

folikullere sahiptirler.

Sekil 5. Sigir (A-C) ve fare (D) preantral ve antral folikillerde folikller sivinin
birikiminin gosterimi.  Yildiz isaretiyle g0sterilen bodlgede granuloza

hicrelerinin arasinda folikuler sivi birikmektedir.
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Sekil 6. Teka hicrelerinden folikiler antruma sivinin tasinmasi: teka
intersitiyum’a gegmeden once endotelyumdan ¢ikarak sub-endoteliyal bazal
laminayi gecer, intersitiyuma ulagtiktan sonra folikiler bazal lamina ve
granuloza membrana geger.

Kapiller damar aglari, folikil blyudiukgce kan akisi ve vaskilarizasyon

kesilmedikce gelismeye devam eder.

Preantral folikilin blyUmesi sirasinda, folikiler sivi oncelikle birden fazla
noktaya obeklenir daha sonra geniglemeler ve birlesmeler sonucu merkezde
bayluk bir bolge agilir antrum gelismeye baslar. Kaviteler veya lumenler
aynen blastokistde oldugu gibi, hicre olumuyle (apoptozis) olusmaktadir
(138, 139).

Ovaryen folikul farkhdir. Kavite gelismeden once hicreler ¢ok katli tabakalara

sahiptir bu tabakalar muhtemelen komsu hucrelerle baglanti icerisindedir.

Dogrusu, folikiler sivi ve serum kompozisyonu disuk molekiler agirliga
sahip bilesenler agisindan benzerlik gostermektedir ve birgok elektrolit ayni
konsantrasyondadir (140, 141).

Folikuller de kavite veya antrum olusumu, basit epitelyumun olusumuna goére
¢ok daha kompleksdir. Basit epitelyum da bazal lamina boyunca siralanan

tek tabakali hucrelerin hicre hucre etkilesimleri karsilikli kenarlar arasinda
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olmadigi icgin epitel hucreleri tabaklarin’da karsilikli bir genisleme meydana
gelmez (138, 139).

Gecgmis vyillarda, proteomik analiz ile insan foliktler sivisinda transferrin,
ceruloplasmin, afamin, hemopexin, haptoglobin, and plasma amyloid proteini
de kapsayan 210’ dan fazla proteinin varlhig saptanmigtir (142). Bu
proteinlerin yani sira; katalaz, superoxide dismutaz, glutathione transferaz,
paraoxonaz, heat shock protein 27 ve protein disulfide isomeraz gibi dnemli
antioksidan enzimler olgunlasan folikulleri ¢esitli toksik zararlilara kargi ve
oksidatif stresden korurlar. Bu ylzden folikller sivi kan plazmasiyla benzerlik
gOstermektedir ve oositlerin blylmesi icin gerekli endokrin ve endokrin
olmayan buyume faktérlerini iceren bir mikrogevre ortami saglamaktadir
(142). Bununla birlikte, folikul sivisinda bulunan 100 kDa' nun Gzerindeki
plazma proteinleri serumdakinden daha az konsantrasyondadir (143, 144).
Folikulerin gelisimi; oositlerin buyumesiyle, folikiler hicrelerin ¢cogalmasi ve
olusumu merkezi folikiler antrum ya da kavitenin olusmasiyla mimkuindur.

Foliktl buyumesi icin, ultrasonografi kullanilarak yapilan in vivo ¢aligmalar da
folikiler antrum ve sivi Uzerinde durulurken, bircok in-vitro calisma da
granuloza hucrelerinin gogalmasi dikkate alinmigtir. Gerek folikler antrumun
genislemesi gerek folikiler hicrelerin gogalmasi her iki durumda énemlidir,
bazi hormon ve buyume faktorleri tarafindan uyariimasiyla olusmaktadirlar.

Antral foliklllerde bulunan folikdl sivilarinin  hacimsel orani folikiller

(dominant ve diger folikuller) arasinda farklilik gostermektedir (145, 146).

Maksimum boyuta ulasmis bir folikllde bulunan folikil sivisi tlrden tire
degisiklik gostermektedir. Genellikle, insan, at, domuz, koyun ve sigir gibi iri
turler, ovulasyon sirasinda folikallerin hacminin 6nemli oranini kapsayan
folikul sivisi ile birlikte (sigirlar da %95’ lik kismi) daha buyuk folikullere
sahiptirler (147).
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2.4. Uremenin endokrin kontrolii

Hipotalamusun Ureme ile ilgili fonksiyonlari

Hipotalamus sinir sistemi ile hipofiz arasindaki baglantlyi merkezi sinir
sisteminden, gorsel korteks, amigdala (duygusal tepkiler ile iligkili) ve koku
korteks de dahil beynin diger kisimlarindaki noronlardan, testis, overler ve
endokrin bezlerden endokrin faktorlerden aldigi sinyaller ile saglar.
Hipotalamik hipofizer portal venler araciligiyla salgilanan faktorler asagidaki

belirtilen hormanlarin salgilanmasinda artmaya veya azalmaya neden olurlar:

*GnRH: FSH ve LH

*TRH: Tiroid releasing hormon tiroid salinimini konrol eder).
*CRF: Kortikotropin salgilatici hormon

*GHRH: Buyume hormonu (148).

Kadinda serum endokrinolojisi

Menstruel siklusun ilk 3 gunu bazal bir endokrin profili galigiimahdir. Hastanin
amenoresi (adet gorememe durumu) veya oligoamenoresi (adet gecikmesi)
var ise herhangi bir ginde kan &rnedi alinarak hormon tahlili

yapilabilmektedir.
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Tablo I. Hormonlarin referans araliklari (148).

Hormon Normal degerler
FSH <8 IU/L
LH <10 IU/L

Ostradiol, erken folikiler

50-200 pmol/L

mid-siklus 50-1000 pmol/L
lGteal faz 250-1000 pmol/L
Progesteron, mid—|uteal >30 nmol/L
T 0.5 - 3.0 nmol/L

SHBG 16-119 nmol/L
FAI <5
(Tx100)/SHBG

TSH 0.5-5.5 mU/L

Total tiroksin

60-160 nmol/L

Prolaktin

<600 mlU/L

AMH

1-4 nmol/L

< 1 zayif yanit

>4 yuksek deger

*Serum FSH seviyesinin 15 IU/L’ nin Uzerinde olmasi, zayif overyan yaniti

isaret eder, 25 IU/L'nin Uzerinde olmasi menopoz ya da prematur over

yetmezIigi diye yorumlanabilir.

*YUksek serum LH polikistik over hastaligini akla getirmektedir.

*30 nmol/L ve Uzerindeki

(yumurtlama) ifade etmektedir.

serum progesteron seviyeleri ovulasyonu
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*Adet goérememe ile birlikte <2 |U/L’'nin altinda FSH ve LH degerleri, hipofiz

yetmezligini veya hipogonadotropik hipogonadizmi akla getirmektedir.

*Yiksek serum testosteronun gorulmesi PKOS’ Iu hastalarda rastlanan

durumlardir.

» Serum prolaktin seviyelerinin artigi stres durumuyla iligkilidir.
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3. FERTILIZASYON VE EMBRIiYO GELISiMi

3.1. Oosit matitrasyonu , Morfolojik analiz;

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu yapabilmek icin, oositi cevreleyen
kimulUs-korona hucrelerini uzaklastirmak; nukleer maturasyon durumunu ve
sitoplazma morfolojisi ve sitoplazma digi yapilari gézlemlemek icin kolaylik
saglamaktadir. Birinci kutup cismi (polar body) varligi oositin c¢ekirdek
maturasyonunun bir gdstergesi olarak degerlendirilir. Buna ragmen, son
yapilan c¢alismalarda polarize i1sik mikroskobu yardimiyla oosit kutup
cisimcigine sahip olsa dahi immatir durumda oldugu gozlenebilmektedir
(149).

Sadece mayotik ag (spindle) varligi goézlenen yumurtalar metafaz I
asamasinda yumurta olarak kabul edilir. MS’ nin pozisyonu ve durumu

yumurtanin geligsimin tamamlamasi ile iligkilendirilmigtir.
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Sekil 7. Polarize 1sik mikroskobu kullanilarak gdzlenen Metafaz 1l oosit
(400xbuyutme): mayotik spindle (kisa ok ile gosterilen) ve zona pellusida

tabakasi (uzun oklar ile gosterilen)(150).

Son zamanlarda yapilan analizler de, MIl oosit ile mayotik ag (spindle)
blastokist asamasina kadar dollenme ve embryo kalitesi arasinda iligki
kurulmasina ragmen implantasyon orani ve gebelik i¢in bu durum yetersiz
kalmistir (151).

Nukleus maturasyonu tek basina, yumurta kalitesini belirlemek icin yeterli
degildir. NUkleus ve sitoplazmik maturasyon, fertilizasyon igin gereken tim
kosullari saglamak Uzere koordineli bir sekilde birbirini tamamlamasi gerekir.
En ideal olgun insan yumurtasi, morfolojik agidan normal gérunumlu, tek
polar cisimcigi olan, uygun kalinlikta zona pellusida ve uygun perivitellin

araliga sahip olmalidir (152).

Folikiler antrum olusumunda, granuloza hucreleri mural granuloza

hicrelerine farklilagarak folikller duvar yapisini ve korona hucreleri adini
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alarak oositin etrafini gevrelemektedir. KimulUs katlesinin igerisinde, oositle
baglanti iginde olan kimdulis hicreleri (CCs) zona pellusida boyunca
uzanarak oosit sitoplazmasi ile gecit baglantisi igerisindedir. Bu yapi1 kimullis
oosit kompleksi (COC’s) olarak adlandirilir (153).

Sekil 8. Oositin, kiimulls ooforus kompleksi (COC’s) ile gegit baglanti (154).

Sekil 9. Oosit ve kuimilus ooforus kompleksi (200xbuyutme)(ferti-jin ivf
merkezi)
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Sekil 10. Denldasyon yapilmis Metafaz Il oosit. Perivitellin bosluk ve birinci
polar cisimcik (ok ile gosterilen) net bir sekilde gértilmektedir (400xbuylitme )

(ferti-jin ivf merkezi).

Morfoloji, dollenme ve gelisim agisindan yorum yapmak icin yeterli degildir
(150). Oosit morfolojisi genetik anomalileri dugundurebilir. Bu duruma ilave
olarak, bir kromozom dizisi daha igeren iri (giant) oosit igcinde gecerlidir. Bu
oositler, polarize 151k mikroskobunda incelendiginde iki ayri mayotik ag (MS)
icermektedirler. Bu hacrelerin kullanimi IVF igin tehlikelidir.

Sekil 11. Soldaki normal buyukltkte olan oosit, sagdaki iri (giant) oosit (200x
buyutme) (155).
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Sekil 12. ki mayotik spindle bulunduran iri (giant) bir oosit. 400xbiyiitme)
(155).

Sekil 13. Cekirdek (nukleus) ve birinci polar cisimcik bulundurmayan

denudasyon yapilmis bir metafaz | oosit (400xbuyutme)(156).
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Sekil 14. Denldasyon yapilmis GV oosit [oval sekilde bir nukleus (¢ekirdek)
ve belirgin tek bir nukleolus (¢ekirdekgik) ok isareti ] (400xbuyutme(ferti-jin ivf

merkezi)

Laboratuvar bulgularina gore; Ml ve GV oositler IVF ve ICSI yapilabilmesi
icin uygun oositler degillerdir. Ancak gerekli kosullarda gerekli zaman
diliminde CO;’ li inkUbatorlerde tutulduklarinda mayoz boélinme asamalarini

tamamlayip Ml dedigimiz olgun oosit haline donusebilirler.

Sekil 15. Ovoid Ml oosit (200xblyutme)(157).
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Sekil 16. Granulli bir metafaz 1l oosit (400x blyutme). Zona pellusida

kalinh@r anormal derecede farkhlik gostermektedir (158).

Sekil 17. Sitoplazmasin da blyuk bir refraktil cisimcik barindiran bir oosit
(400x buylitme) (158).
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Sekil 18. Sitoplazmasinda merkezinde granuler bdlge (organelle clustering)
bulunduran bir Metafaz Il oosit (159).

Sekil 19. Sitoplazma merkezinde diz endoplazmik retikulum (SER) diski
iceren, fragmente polar cisimcige sahip Metafaz Il oosit (400% blyutme)
(160).
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Sekil 20. Bol vakuolli bir oosit (200xbuyudtme)(159).

Sekil 21. Normal buyukligunden 5-6 kat daha buyuk bir polar cisimcige

sahip metafaz Il oosit (161).
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Sekil 22. Perivitellin aralikta blUyuk bir birinci polar cisimcige ve buyuk

fragmente pargaciklar iceren Metafaz Il oosit (162).

3.2. Normal fertilizasyon

Ovilasyonu takiben yumurta fallop tlplerinden birine tasinir. Fertilizasyon
fallop tuplerinin ampulla bélgesinde oldugu icin spermler vajina ve servikal
mukus ile birlikte servikal kanaldan gegerek uterusa son olarak spermin oosit
ile birlesecegi fallop tlplerine dogru yuzebilmelidir.

Fertilize olmus mattur oosit, bdlinerek (cleavage) fallop tuplerinden gelisimine
devam edecegi uterusa dogru yolculuk yapar.

erus Fertilization
wsualy occurs
here

Eaqg released
(Owulated)

Sekil 23. Normal fertilizasyon (163).
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3.3. OPU (yumurta toplama islemi)

ICSI (intrasitoplazmik sperm enjeksiyon) genellikle kéti sperm kalitesi ve
daha once IVF (in-vitro fertilizasyon) basarisizigr olan hastalara

uygulanmaktadir.

Oosit toplama iglemi (OPU), genellikle hCG enjeksiyonundan 34 - 36 sonra

- Uterus

——

yapiimaktadir.

N

\

Ovary
Fallopian Tube
€——— Aspiration Needle
4
. Vagina 7
I < Ultrasound Probe
Suction
Pump Collection

Tube

Sekil 24. Oosit toplama islemi (163).

Oosit toplama iglemi, tek kullanimlik ovum aspirasyon ignesi ile vajinal
ultrason altinda gelisen folikullerin, 1sitilmig 15 ml falkon tlp igerisine aspire
edilmesiyle gerceklesir. Prosedur, lokalanestezi, intraven6z sedasyon ve hafif

genel anestezi seklinde yapilabilir.
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IVF siklusun da zamanlama olduk¢a onemlidir. Vajinal ultrasonografi

bakilarak folikullerin gelisimine gore, overler degerlendirilir.

& Fertiin IVF Clinic
7M1M1511:25:44 ADM

Sekil 25. Overler de gelisen foliklllerin ultrason gorinimu (Ferti-jin IVF
Merkezi)

Ultrason ve kan testleri yardimiyla foliktllerin durumu jinekologlar tarafindan
degerlendirilerek, oosit toplama igleminin ne zaman olacagi tespit edilebilir.
Genellikle 8-14 gun stimulasyon gerekir. Folikuller hazir oldugunda, hCG

yada esdegeri olan diger ilaglar verilir.

hCG, LH dalgalanmasini degistirerek yumurtay1 son hali olan matir (metafaz

II) formda fertilize olmak Uzere tutmaktadir.
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3.4. Yardimcl Ureme teknikleri

Overlerden oosit alimini takiben yapilan iglemlerin timiu yardimci Ureme
teknikleri (YUT) diye adlandirilir. Bu tekniklerden giinimiizde en yaygin
olanlari;

Klasik (konvensiyonel) IVF ve ICSI’ dir. Diger yontemler ise; laparoskopi ile
yapilan tubal oosit ve sperm transferi (GIFT), zigot intrafallopian transfer
(ZIFT) ve tubal embriyo transferidir (TET). Gegmis vyillarda bu invaziv
teknikler bazi infertii hastalarda kullanilirken, son yillarda tercih
edilmemektedir (168).

3.4.1. Klasik (konvansiyonel) IVF

IVF, erkege ait spermlerle kadina ait oositlerin laboratuar ortamin da kalttr
kaplari (dish) icerisinde kombine edilerek kullanilan bir yardimci Ureme
teknigidir. Dodllenen oositlerden olusan embriyolar transfer edildiginde
implantasyon gergeklesebilir. lyi kalitedeki embriyolar gelecekte kullanilmak
uzere dondurulabilirler. Baslangigta, IVF fallop tlpleri zarar gérmus, tikal
veya eksik olan kadinlara, uygulanirdi. Bugunler de ise, endometriozis,
erkek faktori ve aciklanmayan infertilite gibi durumlarda IVF tedavisi

uygulanmaktadir.

3.4.2. ICSI (Intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu)

Klasik /VF’ da hareketli spermler oositle birlikte fertilizasyonunun
gerceklesmesi igin bir gece inkibatoérlerde tutulmasina ragmen ICSI ise; tek

bir sperm hucresi her bir mattr oosite enjekte edilir ve inklibe edilir.
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Sekil 26. intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu islemi (ICSI) (ferti-jin ivf
merkezi, 2016) 400xbuyudtme.
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4. ZIGOT GELIiSimi

Sperm—oosit etkilesimi ile dinamik ve kompleks olaylar dizisi sirasiyla
fertilizasyon ve zigot olusumu tetiklemektedir. Sperm penetrasyonu, sperm
oosit fuzyonu ve oosit aktivasyonu, erkek ve disi pronukleuslarin (PN)
gelisimi ve pronukleus ciftinin kademeli bir sekilde oosit merkezine gogunu

kapsamaktadir.

insanlar da sperm sentrioller, pronukleuslarin (PNs) sitoplazma icerisinde
gogunu ve rotasyonunu saglayan mikrotubullerin olusumunda 6ncu bir rol

ustlenirler.

Sekil 27. Normal olarak doéllenmis bir oositin time—lapse kayit sisteminde

goruntilenmesi.
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A ve D’ de granilli sitoplazma bdlgesi yildiz ile isaretlenmigtir. C'de
dekondense sperm basi ok isaretiyle gosterilmistir. D’de metafaz plagi ok ile
belirtiimistir. E' de sitoplazmik parlamalar ve A ve D’de gdsterilmis birinci
polar cisimcigin (PB) Ustlinde uzanan ok ile isaretlenmis ikinci polar cisimcik.
F' de erkek ve disi pronukleusun (PN) ok ile gdosterimi ve G ve H’ de ise
ponukleer kaynasmanin agik bir sekilde gosterimi (165).

Sekil 28. iki polar cisimcigi (PB) ve iki pronukleusu (PN) net bir sekilde
gérulen dollenmis oosit; pronukleusun (PN) icinde nukleolar preklrsor
cisimcik (NPBs) dizilimi (148).
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> Transcription

Differentiation

Sekil 29. Erken insan embriyo gelisimin blastokist agsamasina kadar ki,

morfolojik degisikliklerin zaman cetvelinde gosterimi(166-168).

4.1. Embriyo skorlama sistemi

Ilk sembol hiicre sayisiyla iligkili
ikinci sembol blastomerlerin yapisiyla iligkili

A- Blastomerlerde simetri
B- Blastomerler arasinda belirgin asimetri
C- Sitoplazma defekti

Uclincli sembol fragmentasyona deginmektedir;
1- Fragmentasyon yok

2- Fragmentasyon % 20 den az

3- Fragmentasyon % 20-50 arasinda

4- Fragmentasyon %50 den fazla
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A B C
equal size blastomeres unequal size blastomeres defects of cytoplasm

3
1 2 N 4
no fragmentation [fragmentation <30% fragmentation 30% — 50% fragmentation >50%

Sekil 30. 3. Gln embriyo skorlamasi (169).

lyi kalite embriyo ¢ok sayida blastomer bulundurur ve fragmentasyon yoktur.
Optimal blastomer sayisi ikinci giin 4-6, Gglincii giin 8-12 arasindadir. Ornek
verecek olursak; ikinci gun kulturinde 4A1, Ggunclu gun kultirinde ise 8Al
diye tanimlanir (169).

Lucinda Veeck’ e gore embriyo siniflandirmasi su sekildedir:

Kalitel: Esit buyUklukte blastomerlerden meydana gelen embriyo, sitoplazmik
fragmentasyon bulunmama durumu;

Kalite 2: Esit buyuklikte blastomerlerden meydana gelen embriyo, az
miktarda ya da kabarcik seklinde fragmentasyon olma durumu;

Kalite 3: Esit olmayan blastomerlerden meydana gelen embriyo, hi¢ ya da
¢ok az fragmentasyon olma durumu;

Kalite 4: Esit ya da esit olmayan blastomerlerden meydana gelen embriyo,
anlamli oranda fragmentasyon olma durumu;

Kalite 5: Cok az ya da hi¢ blastomer bulundurmayan embriyo, komple
fragmentasyon olma durumu (170).
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4.2. Embriyo Transfer islemi

Embriyo transferi iglemi sirasinda, bazi kadinlara hafif bir sakinlestirici
yapllmasina ragmen anesteziye gerek yoktur. Jinekolog, vajinal spekulum
kullanarak serviksi gozlemler. Ardindan bir ya da iki embriyo enjektor
yardimiyla medyum igerisinden ince uzun kateterin igine c¢ekilir. En son
olarak hekim yavas bir hamleyle kateteri uterusa dikkatli bir gsekilde

embriyolari birakip ayni hassasiyetle katateri gikarir.

4.3. Yardimla zonanin inceltiimesi (Assisted hatching)

Assisted hatching (AH), embriyo transfer 6ncesinde embriyonun zona
pellucida tabakasindan daha kolay ¢ikip implante olabilmesi i¢in zonanin

lazer aparati yardimiyla en distan ice dogru inceltiime islemidir.

Sekil 31. Lazer yardimiyla assisted hatching islemi (ok ile gdsterilen kisimlar)
(ferti-jin ivf merkezi).
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5. GEREG VE YONTEMLER

Yaslari 23 ile 42 arasinda degiskenlik gosteren 61 hastanin her birinden ayri
ayri toplanmak uGzere; 15 mm c¢apina ulasmis folikillerden steril igne
yardimiyla aldigimiz (yikama solusyonu igermeyen) folikil sivilarindan
oositleri izole ettikten sonra kalan folikul sivilart 1800 rpm (300 g) de 15
dakika santriflij ettikten sonra supernatant kisminlari 2'ser ml olacak sekilde
sivi azot tanklarin da ilerleyen zamanlarda c¢alisiimak Uzere muhafazaya
alindi. Toplanan 6rnekler, Roche marka AMH kiti ile Roche Cobas e601
autoanalyser electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) ile AMH
degerleri caligildi. 3 hastaya ait folikil sivilari kontrol amacgli olmak Uzere
hem ELISA hem de ECLIA yo6ntemi ile degerlendirildi. Ortaya ¢ikan sonugclar

her iki testte de paralellik gosterdigi anlasildi.

Roche(ng/mL) Beckman Genll (ng/mL)
1. 1.73 1.90
2. 0.91 1.13
3. 0.5 0.59

Roche AMH kiti ile Roche Cobas €601 autoanalyser electro
chemiluminescence immunoassay (ECLIA) cihaziyla 62 hastanin folikll sivisi
AMH degerleri 4 grupta incelenemek Uzere degerlendirildi. Bu gruplar su

sekildedir:

Roche Cobas e601 autoanalyser electro chemiluminescence immunoassay
(ECLIA) cihazi ile 6lgum araligi: 0.01- 23 ng /ml (Saptama Sinir ve ana
egrinin maksimumu ile tanimlanmigtir). Saptama Sinin altindaki degerler <

0,01 ng/ml seklinde rapor edilir. Olgiim araliginin Gzerindeki degerler >23
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ng/ml (veya 2 kat seyreltiimis numunelerde en fazla 46 ng/ml ) seklinde rapor

edilir.
1. Cok dusiik grup AMH: <1, 0 ng/ml
2. Dusiik grup AMH :1,0-2,1 ng/ml
3. Ortagrup AMH 2,1 - 3,6 ng/ml
4. Yiksek grup AMH :>3,6 ng/ml

GnRH antagonist protokol uygulanarak gelisen foliklllerden elde ettigimiz
oositler, HYASE™ — 10 X, Vitrolife kullanilarak deniidasyon islemine tabi
tutuldu. Fertilizasyon acgisindan Metafaz Il oositler istatistiksel olarak
calisiimak Uzere dikkate alindi ve gelisen embriyolar, (Baczkowski ve ark,
2003 kriterlerine gore) blastomer sayisi, esit buyuklikte olup olmadidr ve
fragmentasyon yuzdesi bakimindan incelendi. 35 yas alti hastalara daha
once basarisizlikla sonuglanan tup bebek tedavisi olup olmadigina goére bir
ya da iki embriyo transferi yapildi. 35 yas Ustl hastalara daha oOnce
basarisizlikla sonuglanan tup bebek tedavisi olup olmadigina bakiimaksizin
iki embriyo transferi yapildi. TUm hasta gruplarinda 3. gun embriyo transferi
gergeklestirildi. En az 15 mm g¢apindaki foliktllerden elde edilen folikal sivilari
ve oositler galisma kapsaminda degerlendirildi. Calisma da hastalarin yas
aralig1 23 - 42 arasinda degisiklik gostermektedir. Endometrium kalinhgi 6
mm’ den buyuk olanlar ele alindi. Polikistik over sendromu ve endometriozis
olgulari ve agir erkek faktorl bulunmayan olgular ¢alismaya dahil edildi. Tesa
ve mikrotese hastalarindan elde edilen sperm 6rnekleri degerlendirme digi
kaldi.

Semen analizi ve sperm hazirlanmasi; Semen analizi diinya saglik érguta
kriterlerine (WHQO) gore yapildi (Tablo Il). Calisma da kullanilan hastalara ait
sperm ornekleri 0.001 ile 200 milyon konsantrasyon arasinda degisiklik
gOstermektedir. Sperm hazirlanmasi dansite gradyen yontemi uygulanarak
(GYNEMED GM 501 % 90, 45) yapildi. Yikama solisyonundan sonra
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hastalara ait sperm Orneklerinden 2yl hacimde olacak sekilde
mikroenjeksiyon yapilmak uzere PVP’ ye alindi. PVP igerisinde progresif ileri
hizli (A) ve yavas hizli (B) motiliteye ve normal morfolojiye sahip sperm

hicreleri ile metafaz Il oositlere mikroenjeksiyon yapildi.

Tablo Il. Semen incelemesi normal degerleri (171).

Parametre Alt Referans Limiti
Semen Hacmi(ml) =21.5 (1.4-1.7)

pH >7.2

Total Sperm Sayisi (10° /ejakiilat) =239 (33-46)

Sperm Konsantrasyonu (10° /ml) >15 (12-16)
Toplam motilite (PR + NP, %) =240 (38-42)
Progresif Matilite (PR, %) =232 (31-34)
Canlilik (canh spermatozoa, %) >58 (55-63)

Sperm morphology (normal formlar, %) 24 (3.0-4.0)
Peroxidaz-pozitif |I6kositler (106 /ml) <1.0

MAR testi (bagl bulunan motil spermatozoa, %) <50

Immunobead testi (bagli bulunan motil <50
spermatozoa %)

Seminal zinc (mol/ ejakulat) 2.4
Seminal fructose (mol/ ejakulat) 13
Seminal notral glukozidaz (mU/ejakulat) 20

PR:progresif motilite; NP:non-progresif motilite
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ICSI islemi; Narishige mikromanuplatéri kullanilarak hazirlanmis spermler
metafaz 2’ ye ulagsmis oositlere enjekte edildi. 18-20. Saatlerde pronukleus
kontroll, 2. GUn 4 blastomerli embriyo kontroll, 3. Gun 6-8 blastomerli
embriyo kontroll yapilarak embriyo transfer islemi (Cook ve Wallace marka

kataterler ile) gerceklestirildi.

Istatistiksel incelemeler

Calismada elde edilen bulgular dederlendirilirken, istatistiksel analizler igin
IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Turkiye) programi kullanildi. Calisma
verileri degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu Shapiro
Wilks testi ile degerlendirilmistir. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart sapma, Frekans) yani
sira niceliksel verilerin karsilagtirimasinda normal dagihm gostermeyen
parametrelerin iki grup arasi karsilagstirmalarinda Mann Whitney U test
kullanildi.  Normal dagihm gosteren parametrelerin  gruplar arasi
kargilastirmalarinda One Way ANOVA testi kullanildi. Normal dagilhim
gOstermeyen parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Kruskall Wallis
test, farkhliga neden olan grubun tespitinde ise Mann Whitney U test
kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastirimasinda ise Ki-Kare testi ve Fisher’s
Exact test kullanildi. En uygun kesim noktasi (cut-off point) ROC edgrisi

analizine dayali segildi. Anlamhlik p<0.05 duzeyinde degerlendirildi.
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6. BULGULAR

Calisma 13.11.2014 - 24.06.2015 tarihlerinde yaslar 21 ile 42 yil arasinda
degismekte olan toplam 61 hasta ile yapilmistir. Hastalarin yas ortalamasi
33.72+4.82 yildir.

Tablo Ill: Hastalara iligkin 6zelliklerin dagihimi

Min-Maks OrtxSS
Yas (yil) 21-42 33,72+4,82
AMH (ng/mL) 0,26-14,05 2,1412 24
Oosit sayisi 1-27 10,05+6,66
Ml 0-8 1,69+1,52
Ml 0-21 6,9814,84
Fertilizasyon sayisi 0-13 4,61+3,58
Fertilizasyon (%) 0-100 67,161£28,54
Embriyo sayisi 0-13 3,84+3,08
lyi .I.(allte embriyo sayisi 0-10 3,5442.68
2.gun
Koétli  kalite  embriyo 0-4 0,8+1.14
sayisi
lyi -I.(allte embriyo sayisi 0-10 3.0542,53
3.gun
Sperm sayisi (milyon) 0-200 35,49+39,01
Motilite (%) 0-80 46,39+£19,22
Morfoloji (%) 0-10 6+2,18
Endometrium kalinhgi 6.25-15,47 9.6142.12
(mm)
indiiksiyon ilag dozu (IU) 150-600 373,77+129,54

Hastalarin yaslari 21 ile 42 yil arasinda degismekte olup ortalamasi
33.72+4.82 yil, AMH duzeyleri 0.26 ile 14.05 arasinda degismekte olup
ortalamasi 2.14+2.24, oosit sayilari 1 ile 27 arasinda degismekte olup,

ortalamasi 10.05+6.66, M | sayilari O ile 8 arasinda degismekte olup
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ortalamasi 1.69+1.52, M Il sayilari 0 ile 21 arasinda degismekte olup,
ortalamasi 6.98+4.84, fertilizasyon sayilari O ile 13 arasinda degismekte olup
ortalamasi 4.61+3.58, fertilizasyon yuzdeleri O ile 100 arasinda degdismekte
olup ortalamasi 67.16£28.54, embriyo sayilari O ile 13 arasinda degismekte
olup ortalamasi 3.84+3.08, 2.gun iyi kalite embriyo sayilari O ile 10 arasinda
degismekte olup ortalamasi 3.54+2.68, kotu kalite embriyo sayilar O ile 4
arasinda degismekte olup ortalamasi 0.8+1.14, 3.gun iyi kalite embriyo
sayilari 0 ile 10 arasinda degismekte olup ortalamasi 3.05+2.53, sperm
sayllari O ile 200 milyon arasinda degismekte olup ortalamasi 35.49+39.01
milyon, motilite yluzdesi O ile 80 arasinda degismekte olup ortalamasi
46.39+19.22, morfoloji yuzdeleri 0 ile 10 arasinda degdismekte olup
ortalamasi 6+2.18, endometrium kalinliklari 6.25 ile 15.47 mm arasinda
degismekte olup ortalamasi 9.61£2.12 mm ve induksiyon ila¢ dozlar 150 ile

600 Unite arasinda degismekte olup ortalamasi 373.77£129.54 Unitedir.

Tablo IV: Hastalara iligkin diger 6zelliklerin dagilimi

n %

35 yas alti 35 57,4
Yas gruplari R

35 yas uzeri 26 42,6
ilag dozu 225 unite alti 12 19,7
gruplan 225 unite uzeri 49 80,3

Negatif 22 36,1
Gebelik .

Pozitif 39 63,9

Cok dusuk 17 27,9

Dusiik 25 41
AMH gruplarn

Orta 11 18

Yuksek 8 13,1

Hastalarin 35’i (%57. 3) 35 yas alti, 26’s1 (%42. 6) 35 yas Uzeridir. Hastalarin
12’sinin (%19,7) ilag dozu 225 unite alti, 49’'unun (%80,3) 225 Unite Gzeridir.
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Hastalarin 22’sinde (%36,1) gebelik negatif iken, 39’unda (%63,9) pozitif
olarak gorulmektedir.

Hastalarin 17’sinin (%27,9) AMH grubu c¢ok dusuk, 25’'inin (%41) dusuk,
11’inin (%15) orta ve 8’inin (%13,1) yuksektir.

Tablo V: AMH gruplarina gore kadinlara iliskin 6zelliklerin degerlendirilmesi

AMH
Cok disuk Diisiik Orta Yiksek
p
Ort+SS Ort+SS Oort+SSs
Ort+SS (medyan)
(medyan) (medyan) (medyan)
Yas (yil) 35,53+4,35 33,76+3,8 32,4514 ,41 31,5+7,89 0,183
10,28+6,35 11,82+6,68 5
Oosit sayisi  5,88+4,43 (5) 15,7546,98 (16,5) “0,006**
(20) (14)
6,92+4,17 5
Ml 3,94+2,79 (3) @) 7,82+4,62 (9) 12,5+5,83 (13,5) 0,002**
Fertilizasyon 62+22,84 72,561£28,24 65,45+39,04 5
63,63+26,32 (61,5) 0,483
(%) (66) (75) (77)
lyi kalite
: 3,08+2,04 ,
embriyo 1,47+0,51 (1) 3) 3,5512,84 (2) 5,6313,78 (6) 0,011~
sayisi 3.giin
indiiksiyon
480,88+99,42 348+118,35 354,55+111,7 5
ilag dozu 253,13+89,08(225) <“0,001**
(450) (300) (300)
(V)
'One Way ANOVA test *Kruskall Wallis test *p<0.05 **p<0.01
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Cok distik Dusik Orta Yiksek
AMH

Sekil 32. AMH gruplari ile yas ortalamasi grafigi

AMH gruplari arasinda yas ortalamalari agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklihk bulunmamaktadir (p>0.05).

Oosit Sayisi

25

20

15

10

Ort1SS

Cok distik Dislik Orta Yiiksek

AMH

Sekil 33. AMH gruplari ile oosit sayisi grafigi.

AMH gruplari arasinda oosit sayilari agisindan istatistiksel olarak anlamli
farkhlik  bulunmaktadir (p:0.006; p<0.01). Farkliigin hangi gruptan
kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan ikili kargilastirmalar sonucunda;
AMH duzeyi ¢ok dusuk olanlarin oosit sayilari, AMH duzeyi dusik (p:0.013),
orta (p:0.038) ve yuksek (p:0.004) olanlardan anlamh gsekilde dugsuk
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bulunmustur (p<0.05; p<0.01). AMH dizeyi duslik olanlarin oosit sayilari,
AMH duzeyi yuksek olanlardan anlamh sekilde dusuk bulunmustur (p:0.043;
p<0.05). Diger gruplar arasinda oosit sayilari agisindan anlamli bir farkhlik

bulunmamaktadir (p>0.05).

20

15
w

# 10
o

5

0

Cok distik Dislik Orta Yiiksek
AMH

Sekil 34. AMH gruplari ile metafaz Il oosit grafigi.

AMH gruplar arasinda M Il sayilari agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklihk bulunmaktadir (p:0.002; p<0.01). Farkhhdin hangi gruptan
kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda;
AMH duzeyi ¢ok dusuk olanlarin M Il sayilari, AMH duzeyi dusuk (p:0.017),
orta (p:0.035) ve yuksek (p:0.002) olanlardan anlamh gsekilde digsuk
bulunmustur (p<0.05; p<0.01). AMH duzeyi dusuk olanlarin M Il sayilari,
AMH duzeyi yuksek olanlardan anlamh sekilde disuk bulunmustur (p:0.014;
p<0.05). Diger gruplar arasinda M Il sayilari agisindan anlaml bir farkhlik

bulunmamaktadir (p>0.05).
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Fertilizasyon (%)
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Sekil 35. AMH gruplari ile fertilizasyon grafigi.

AMH gruplar arasinda fertilizasyon ylUzdeleri agisindan istatistiksel olarak

anlaml bir farkhlik bulunmamaktadir (p>0.05).

lyi Kalite Embriyo Sayisi 3.giin

10

Cok distik Dusik Orta Yiksek

AMH

Sekil 36. AMH gruplari ile 3. gun iyi kalite embriyo sayisi grafigi.

AMH gruplari arasinda 3.gln iyi kalite embriyo sayilari agisindan istatistiksel
olarak anlaml farkliik bulunmaktadir (p:0.011; p<0.05). Farkliigin hangi
gruptan kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan ikili kargilastirmalar
sonucunda; AMH duzeyi ¢ok dusuk olanlarin 3.gun iyi kalite embriyo sayilari,
AMH duzeyi dusuk (p:0.005) ve yuksek (p:0.008) olanlardan anlamli sekilde
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dusuk bulunmustur (p<0.05; p<0.01). Diger gruplar arasinda 3.gun iyi kalite

embriyo sayilari agisindan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Indiiksiyon llag Dozu
700
600
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200
100
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Cok distik Duslik Orta Yiiksek

AMH

Sekil 37. AMH gruplari ile ila¢ doz grafigi.

AMH gruplari arasinda induksiyon ilag dozlari agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklihk bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). Farkhligin hangi gruptan
kaynaklandigini saptamak amaciyla yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda;
AMH duzeyi ¢ok dusuk olanlarin induksiyon ilag dozlari, AMH diuzeyi dusuk
(p:0.001), orta (p:0.005) ve yiksek (p:0.001) olanlardan anlamli sekilde
yuksek bulunmustur (p<0.01). AMH duzeyi dusuk olanlarin induksiyon ilag
dozlari, AMH duzeyi yuksek olanlardan anlamli sekilde yuksek bulunmugtur
(p:0.043; p<0.05). Diger gruplar arasinda induksiyon ila¢g dozlari agisindan
anlamh bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo VI: AMH gruplarina goére gebelik oranlarinin degerlendirilmesi

AMH
Gebelik Cok diisiik Diisiik Orta Yiiksek p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Pozitif 3 (%17,6) 8 (%32) 6 (%54,5) 5 (%62,5) o081
Negatif 14 (%82,4) 17 (%68) 5(%455) 3 (%37,5)

Ki-Kare Test
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Sekil 38. AMH gruplari ile klinik gebelik oran grafigi.

AMH gruplari arasinda gebelik oranlari agisindan istatistiksel olarak anlaml
farkhlik bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo VII: Yas gruplarinda ayr1 ayr1 AMH ile oosit sayisi iliskisi

AMH-Oosit Sayisi

R p
35 yas alti 0,506 0,002**
35 yas iizeri 0,361 0,070
Spearman’s Rho Korelasyon Analizi **p<0.01

35 yas alt1 hastalarin oosit sayilar1 ile AMH diizeyleri arasinda pozitif yonde, %50.6
diizeyinde ve istatistiksel olarak anlaml1 iligki bulunmaktadir (p:0.002; p<0.01).
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35 yag alta
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Sekil 39. AMH gruplari ile 35 yas alti oosit sayisi gosterimi.

35 yas Uzeri hastalarin oosit sayilari ile AMH duzeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli iligki bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo VIII: Yas gruplarinda ayn ilag dozlarina gore gebelik oranlarinin

degerlendirilmesi

ilag dozu
Yas gruplari Gebelik 225 unite alti 225 uinite tzeri p
n (%) n (%)
Pozitif 7 (%77,8) 9 (%34,6)
35 yas alti _ 0,049*
Negatif 2 (%22,2) 17 (%65,4)
. Pozitif 0 (%0) 6 (%26,1)
35 yas uzeri , 1,000
Negatif 3 (%100) 17 (%73,9)

Fisher’s Exact Test

*p<0.05
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35 yas alti hastalarin ilag dozlarinin 225 Unite altinda gebelik goriime orani
(%77.8), ilag dozlarinin 225 Unite Uzeri olanlarin oranlarindan (%34.6)

istatistiksel olarak anlamli dizeyde ylksek bulunmustur (p:0.049; p<0.05).

ilag Dozu
100

80

60

Oran (%)

40

20

225 {inite alti 225 {inite lizeri

H 35 yas alti Pozitif  ® 35 yas alti Negatif

Sekil 40. 35 yas alti hastalarin ilag dozuna goére gebelik durumunun

gOsterimi.

35 yas uzeri hastalarin ilag dozlari gruplarina gore gebelik oranlari arasinda

istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo IX: Yas gruplarinda ayri ayrn gebelik durumlarina géore AMH

duzeylerinin degerlendirilmesi

Gebelik
AMH Duzeyleri Pozitif Negatif p
OrttSS (medyan) OrttSS (medyan)

35 yas alti 3,46+3,43 (2,4) 1,47+0,79 (1,3) 0,006*
35 yas uzeri 212,14 (1,3) 1,75+1,66 (1,1) 0,670
Mann Whitney U Test *p<0.01
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35 yas alti AMH (ng/mL) diizeyi

O L N W b U1 O N

Pozitif Negatif

Gebelik

Sekil 41. AMH duzeyleri ile 35 yas alti kadinlarin gebelik durumu grafigi.

35 yas altt kadinlarda gebelik gorulenlerin  AMH duzeyleri, gebelik
gorulmeyenlerden istatistiksel olarak anlamli duzeyde yuksektir (p:0.006;
p<0.01).

35 yas Uzeri kadinlarda gebelik durumlarina gére AMH dlzeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunmamaktadir (p>0.05).
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AMH icin cut-off noktasi tespiti
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Sekil 42: Gebelik tanisinda AMH duzeyi icin ROC egrisi gizelgesi.

AMH duzeyi icin ROC egrisi altinda kalan alan 0.695, standart hatasi 0.07
olup bu alan 0.5’ ten anlamli sekilde ylksek bulunmustur (p:0.012; p<0.05).

Gebelik tanisinda AMH testi icin tespit edilen cut-off noktasi 1.45tir. Bu

degerin duyarhh@ 0.7273, 6zgullugu 0.6410, pozitif kestirim degeri 0.5161,

negatif kestirim degeri 0.80 olarak bulunmustur.
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Sekil 43: Gebelik tanisinda 35 yas alti ve 35 yas Uzeri olgularin AMH

duzeyleri icin ROC egrileri gizelgesi.
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35 yas alti olgularda AMH duzeyi i¢in ROC egrisi altinda kalan alan 0.771,
standart hatasi 0.082 olup bu alan 0.5 ten anlamli sekilde yuUksek
bulunmustur (p:0.006; p<0.05). 35 yas Uzeri olgularda AMH duzeyi icin ROC
egrisi altinda kalan alan 0.558, standart hatasi 0.124 olup bu alan 0.5'ten
anlamli sekilde yiksek bulunmamistir (p:0.670; p>0.05).

35 yas alti olgularda gebelik tanisinda AMH testi igin tespit edilen cut-off
noktasi 1.72’tir. Bu degerin duyarhligi 0.75, 6zgulluga 0. 7895, pozitif kestirim
degeri 0. 7059, negatif kestirim degeri 0. 7778 olarak bulunmustur.

35 yas Uzeri olgularda AMH duzeyi icin ROC egrisi altinda kalan 0.5’ ten

anlamli sekilde yuksek bulunmadigi igin cut-off noktasi tespit edilememigtir.

61



7. TARTISMA

Bu calismada folikiler sivi antimullerian hormon diizeyinin oosit sayisi ile ve
embriyo sayisl, iyi embriyo sayisi ile artis gosterdigi (p=0,006) , yasla ilgili
olarak azalma gosterdigi gorulmustir (p=0,183)(Tablo V).

Folikuler sivi ile yapilan ¢alismalarda AMH’nin folikilogenezis de dogrudan
dizenleyici rol Ustlendigi gosterilmistir (128, 129). Takahashi ve ark. yapmis
oldugu retrospektif calismada folikiler sivi AMH ve oosit fertilizasyon
basarisinin IVF uygulamasinda ¢ok iyi bir belirte¢ oldugu degerlendirilmigtir.
Bizim g¢alismamizda ICSI fertilizasyonu ile antimullerian hormon folikul sivisi
dizeyinin anlamh bir iligki gostermedigi anlasilimistir (Sekil 35).

Calismamiz da AMH duzeyi ¢ok dusuk olan grubun oosit ve metafaz II
sayllari AMH dlzeyi dusuk orta ve ylksek olan gruba goére daha az sayidadir
(p<0.05; p<0.01)(Sekil. 33).

Irez ve arkadaglarinin 2011’de yaptiklari g¢alismada serum antimdillerian
hormon duzeyinin oosit kalitesi ve embriyo kalitesi ile iligkisi gosterilmigtir
(172). Ayni calismada en yuksek klinik gebelik AMH duzeyinin 2,89-4,83

ng/ml arasinda bulundugu durumda ortaya ¢iktigi gosterilmistir (172).

Bizim c¢alismamizda 35 yas altinda bulunan kadinlarda folikiler sivi
antimullerian hormon duzeyinin gebe olan ve olmayan kadinlarda istatistiki
olarak anlaml bir fark gésterdigi anlasiimigtir (Tablo IX ). Bu bulgunun 35 yas
altindaki kadinlarda folikuler sivi AMH duzeyinin gebeligi Ghgérmede bir rolu

olabilecegini gostermektedir.

AMH gruplari arasinda gebelik oranlari agisindan istatistiksel olarak anlamli
farkhlik bulunmamaktadir (p>0.05).

Ebner, Irez ve Kim ve arkadaslarinin 2006, 2012 ve 2014’te yaptiklar
calismada folikuler sivi AMH seviyelerinin oosit kalitesiyle dogrudan iligkisi
oldugu daha 6nce yapilan serum AMH calismalari ile uyum gosterdigi
gorulmastir ( 44, 172, 175).
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Fanchin ve ark. 2007 yilinda IVF-ET monodominant folikulli sikluslar da
serum ve folikiler sivi AMH seviyelerinin oositler Uzerine olan etkileri
incelenmigtir.  Arastiricilar  folikiler sivi AMH  seviyelerinin  embriyo
implantasyonu igin faydali bir belirte¢ oldugunu géstermislerdir, ancak yuksek
ve dusuk AMH dUreten foliklllerde oosit ve embriyo Kkaliteleri agisindan
anlamli bir fark bulamamislardir (128). Diger taraftan Cupisti ve ark. ile Mehta
ve ark’ nin yaptigi calisma da folikller sivi AMH seviyesiyle oosit maturasyon
ve gelisimindeki potansiyel fertilizasyon, embriyo kalitesi ve gebelik orani
arasinda ters iliski oldugu gosterilmistir (3,173). Bu calisma da, spesifik
folikilden ziyade butin folikillerde AMH &lgimi  yapilmigtir. Olglimler
sonucu, oositlerin bulundugu spesifik folikuller diger folikiler mikrogevreden

etkilenmedigi gozlenmistir.

AMH’ n folikdl sivisinda en c¢ok salgilandigr dénem folikullerin ¢apinin 5-8
mm aras! oldugu dénemdir ve serum AMH duzeylerinin %601 bu folikuller
tarafindan saglanir (174). Folikil ¢api blyldikge granuloza hucrelerinde
AMH Uretimi azalir ve ovllasyon oOncesi en dusuk duzeye iner. Kim ve
arkadasglarinin 2014’ de yaptiklari calismaya gore folikuler sivi AMH seviyesi
oosit ve embriyo kalitesi hakkinda ipuglari vermektedir ve folikiler sivi AMH
seviyeleri oosit yeterliligi acisindan guvenilir bir belirte¢ oldugu ileri
surtulmektedir (175). Folikuler sivi AMH seviyesi, sadece ovaryen cevaba
degil ayni zaman da folikll ¢apina da bagh oldugu gosterilmigtir (175). Hattori
ve arkadaslarinin yapti§gi calismaya goére c¢ok sayida dominant folikdl
karsilastirilarak her bir dominant folikil arasindaki AMH degerlerindeki
farklihklar, daha kuguk folikullerdeki farktan daha az oldugu gosterilmigtir.
(176). Bizim calismamizda 15 mm Uzerindeki foliktllerden elde edilen folikil
sivi AMH dulzeyi bakildi ve embriyo transferi bu tip foliklllerden elde edilen
oosit ve bunlardan gelisen embriyolar ile gergeklestirildi. Bu sekilde
yaptigimiz g¢alismada folikil volumu standardize edilerek sonuglar

degerlendirilmistir.

Annemarie de Vet ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada ilerleyen yasla birlikte

klguk -gelisen folikl sayisinin azaldigini, azalmis primordial folikll sayisi ile
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klguk-gelisen folikul sayisi arasinda bir iliski oldugunu ortaya koymuslardir.
AMH sadece kuguk-gelisen folikullerde sentezlenir ve kan dolasimina katilir.
Over yaslanmasi ile iligkili olarak FSH, inhibin-B duzeyleri ve antral folikul
sayisinda bir degisiklik tespit edememiglerdir. Ancak ilerleyen yasla AMH
uretiminde azalma oldugunu tespit ettiler. Boylece AMH’ in primordial folikdl
hacmini gosterdigini ve erken evrelerde folikul geligsimini sagladigini ortaya

ctkarmiglardir (117).

Anti-mullerian hormonun Klinik pratiginde hem PKOS’ lu hastalarin tespitinde
hem de zayif ovaryum vyaniti olan hasta grubunun tespit edilmesinde
kullanilabilecek bir aday belirte¢ oldugu bilinmektedir (177). Calismamizda 35
yas altindaki olgularda folikiler sivi AMH duzeylerinin gebe olan grupta
medyan degeri 2,4 ng/ml, gebe olmayan grupta ise 1,3 ng/ml bulunmustur
(Tablo 1X). Bu kapsamda izole gruplarda yapilan ¢alismalar ile 6zellikle zayif
ovaryum yaniti veren hastalarda calismanin tekrarlanmasi gerekli oldugu

dusunulmektedir.
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8.SONUGLAR

Bu calismada 15 mm Uzeri foliklller de tespit edilen Anti-mdllerian hormon
duzeylerinin oosit sayisi, iyi kalite embriyo gelisimi ve sayisi ile pozitif bir
iligkisi oldugu gorulmustar (Sekil 33, 36, 39).

Foliktler sivi anti-mdllerian hormon dizeyinin ICSI fertilizasyonu ile iligkisi

bulunamamisgtir.

35 yas alti hastalarin oosit sayilari ile AMH dlzeyleri arasinda pozitif yonde,
%50.6 duzeyinde ve istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmaktadir (p:0.002;
p<0.01) (Tablo VII).

35 yas alti kadinlarda, 35 yas Uzeri grupla kiyaslandiginda foliktler sivi AMH

duzeylerinin gebeligi 6ngormede etkisinin oldugu anlagiimigtir.

Gebelik tanisinda AMH testi icin tespit edilen cut-off noktasi 1.45’ tir. Bu
degerin duyarhhg 0.7273, 6zgullugu 0.6410, pozitif kestirim degeri 0.5161,
negatif kestirim degeri 0.80 olarak bulunmustur (Sekil 42).

35 yas alti olgularda gebelik tanisinda AMH testi icin tespit edilen cut-off
noktasi 1.72" dir (Sekil 43). Bu degerin duyarlihgi 0.75, o6zgullugu 0.7895,
pozitif kestirim degeri 0.7059, negatif kestirim degeri 0.7778 olarak

bulunmustur.

AMH gruplari arasinda induksiyon ilag dozlari agisindan istatistiksel olarak
anlamh farkhlik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.01). AMH duzeyi ¢ok dusuk
olanlarin indiksiyon ila¢ dozlari, AMH duzeyi disuk (p:0.001), orta (p:0.005)
ve yuksek (p:0.001) olanlardan anlamli sekilde ylksek bulunmustur
(p<0.01)(Sekil.37).

AMH gruplari arasinda gebelik oranlari agisindan istatistiksel olarak anlaml
farkhlik bulunmamaktadir (p>0.05). (Sekil. 38, Tablo VI).
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