s EYr i
Wy E L]
'".!'i: o
a 1
»ﬁ -
\ =
A (9aE .

T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM
ANABILIM DALI

FOLIKULER SIVI GDF9 VE BMP15
DUZEYLERININ OOSIT VE EMBRYO
KALITESINE ETKISI

DR. FUNDA GODE

UZMANLIK TEZI
izMiR-2010



s EYr i
Wy E L]
'".!'i: o
a 1
»ﬁ -
\ =
A (9aE .

T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM
ANABILIM DALI

FOLIKULER SIVI GDF-9 VE BMP-15
DUZEYLERININ OOSIT VE EMBRYO
KALITESINE ETKISI

UZMANLIK TEZI

DR.FUNDA GODE

Damisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr BULENT GULEKLI



ICINDEKILER

ONSOZ
TABLO LISTESI
SEKIL LISTESI
GRAFIK LISTESI
KISALTMALAR
OZET
SUMMARY
1. GIRIS VE AMAC
2. GENEL BILGILER
2.1.1n Vitro Fertilizasyon
2.1.1. Tamm ve endikasyonlari
2.1.2. IVF basarisin etkileyen faktorler
2.1.3. Kontrolli Overyen Hiper stimulasyon
2.1.4. Folikul Aspirasyonu ve Fertilizasyon
2.1.5. Embryo Kulturu ve Transfer
2.2. Folikuler Gelisim
2.3. Oosit M aturasyonu
2.4. Oosit ve Embryo Kalitesi
2.5. Folikuler Gelisim ve TGF-p ailes iliskis
2.6. BMP-15ve GDF-9
3. Geregve Y ontemler
3.1. Kontrollii Overyan Hiperstimilasyon
3.2. Oosit Toplanmasi
3.3. Ocsitlerin Elde Edilmesi ve ICS
3.4. Oosit Grade Sistemi
3.5. Fertilizasyon, Klivaj ve Embryo Deger lendirmesi
3.6. Folikuler Si\vi GDF9 ve BM P15 Duizeylerinin Belirlenmesi

3.6.1. Protein Duizeylerinin Belirlenmesi

Il
v
VI
VI
VII

© 0O N o o o1 o1 O W N -

N DN DN N DN N NMNDNPFP P P PP
0O 0O 00 N O U1 or o1 NN O N



3.6.2. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi
3.7. Folikiiler Sivi FSH, Progesteron ve Ostradiol Diizeylerinin Belirlenmesi
3.8. istatistiksel Analiz
4. BULGULAR
5. TARTISMA
6. SONUC
7.KAYNAKLAR

29
30
30
31
45
50
52



ONSOZz

Kadin Hastaliklar1 ve Dogum alamindaki uzmanlik egitimim stiresince, degerli
bilgi ve deneyimleri ile bu uzmanlik alamm sevmemde ve yetismemde katkilar:
bulunan Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Kachin Hastaliklar: ve Dogum
Anabilim Dal1 O0gretim tyeleri, cok sevdigim sayin hocalarim; Prof. Dr. Oktay
Erten, Prof. Dr. Ata Onvural, Prof. Dr. Berrin Acar, Prof. Dr. Namik Demir,
Prof. Dr. Turhan Uslu, Prof. Dr. Bilent Gulekli, Prof. Dr. Cemal Posaci, Prof.
Dr. Yakup Erata, Prof. Dr. Murat Celiloglu, Prof. Dr. Ugur Saygili, Dog. Dr.
Sabahattin Altunyurt, Dog. Dr. Serkan Gugll, Dog. Dr. Erbil Dogan, Uzm. Dr.
Bahadir Saatli, Uzm. Dr. Emre Okyay ve birlikte calistigim tim asistan
arkadaslarima tesekklr ederim.

Tezimin hazirlanmasindaki katkilarindan dolay: sayin hocalarim Prof. Dr.
Bilent Gulekli, Dog. Dr. Erbil Dogan, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Nese Atabey, Dr. Peyda Korhan, Biyokimya
Anabilim Dali 6gretim uyelerinden Dog. Dr. Dilek Cimrin, Tibbi Biyolog
Tevfik Uslu, Tip Bebek Merkezinden Uzm. Dr. Elvan Ok, Embryolog Seda
Dogan, Embryolog Mtige Koval1 ve tim merkez calisanlarina tesekktir ederim.
Bu gilinlere gelmemi saglayan annem, babam ve kardesime, bana her zaman
destek olan esim Uzm. Dr. Sercan Gode’'ye ve camim oglum Gediz'e sonsuz

tesekkdrler..

Dr. Funda Gode



TABLO LISTESI

Tablo-1: Metafaz Il oosit skorlamast (MOMYS)

Tablo-11: Hastalarin infertilite nedenleri

Tablo-111: Hastalarin infertilite nedenlerine gore klinik 6zellikleri ve tedavi sonuglar
Tablo-1V: Grade A sistemine gore oosit gradeleri

Tablo-V: Grade B sistemine gore oosit gradeleri

Tablo-VI: 2. giin embryo kalitesine gore embryo gradeleri

Tablo-VII: 3. giin embryo kalitesine gére embryo gradeleri

Tablo-VIII: Folikiler sivi ortalamatstandart hata (sh) GDF9 proform, BMP15 proform,
GDF9 matur, BMP15 matur, FSH, P, E2 dizeyleri

Tablo-I X: infertilite nedenine gore folikiler svi GDF9, BMP15 proform, matur, FSH, E2, P
duzeyleri

Tablo-X: Oositlerin nukleer maturasyonlar: ile GDF-9 ve BMP-15 proform ve matur
duzeyleri arasindaki iligki

Tablo-XI: Ocsitlerin sitoplazmast ve GDF-9 ve BMP-15 proform ve matur dizeyleri

arasindaki iligki
Tablo-XI1: Oost gradeleri (A) ile GDF9 ve BMP15 proform ve matur diizeyleri arasindaki
iliski

Tablo-XI11: Oost gradeleri (B) ile GDF-9 ve BMP-15 proform ve matur dizeyleri
arasindaki iligki

Tablo-XIV: Fertilizasyon ile GDF9 ve BMP15 proform ve matur diizeyleri arasindaki iliski
Tablo-XV: Klivagjaile GDF9 ve BMP15 proform ve matur duzeyleri arasindaki iliski
Tablo-XVI: 2. gin embryo kalites ile GDF9 ve BMP15 proform ve matur duizeyleri
arasindaki iligki

Tablo-XVIIl: 2. gin embryo kalitesi ile GDF-9 ve BMP-15 matur formlarinin
karsilastirilmast

Tablo-XVIIl: 3. gin embryo kalitess ile GDF-9 ve BMP-15 matur formlarinin
karsilastirilmast

Tablo-XI X: Klinik gebelik sonuclarinagdre GDF9 ve BM P15 duizeyleri

Tablo-XX: Oosit morfolojisi ile embryo kalitesi arasindaki iliski

Tablo-XXI: MOMS ile embryo kalites arasindaki iligki



Tablo-XXI1: Nukleer maturasyon, fertilizasyon ile folikiler sivi FSH, P, E2 duzeyleri
arasindaki iligki

Tablo-XXI11: Klivg ile folikller sivi FSH, P, E2 dizeyleri arasindaki iliski

Tablo-XXIV: Embryo kalites ile FSH, E2, P duizeyleri arasindaki iligki

Tablo-XXV: Klinik gebelik sonuglarinagore folikiler sivi FSH, P ve E2 diizeyleri
Tablo-XXVI: Polikistik overi olmasina gore folikuler sivi FSH, E2 ve P diizeyleri



SEKIL LISTESI

Sekil-1: Fertilize olmus oosit ve 2 adet prontikleus

Sekil-2: ki hiicreli embryo

Sekil-3: Nukleer maturasyonunu tamamlamis oosit

Sekil-4: Sitoplazmik yapilarina gore oositler

Sekil-5: Oositgradeleri

Sekil-6: 8 hicreli embryolar

Sekil-7:Folikuler gelisimin gonadotropin bagimli ve bagimsiz evreleri

Sekil-8: BMP15 ve GDF9’ un granuloza hiicre reseptor iliskisi

Sekil-9: Oositten salinan faktdrlerin kumulus hiicrelerine ve oosit kalitesine etkisi

Sekil-10: BMP15 ve GDF9 eklenmis mediumun oosit gelisim kapasitesine etkisi

Sekil-11: GDF9 proform ve matur diizeyleri ile klinik gebelik sonuglart arasindaki iligki igin
yapilan ROC egrisi

Sekil-12: BMP15 proform ve matur dizeyleri ile klinik gebelik sonuclar: arasindaki iliski
icin yapilan ROC egrisi

GRAFIK LISTESI

Grafik-1: BMP15 proform ve matur dizeyleri arasinda ve GDF9 proform ve matur
duizeyleri arasinda korelasyon

Grafik-2: BMP15 ve GDF9 matur diizeyleri arasindakorelasyon

VI



KISALTMALAR

AMH: Antimullerian Hormon

ART: Yardimc: Ureme Teknigi

BM P15: Bone Morphogenetic Protein 15
E2: Ostradiol

EFORT: Eksojen FSH Over Rezervi Testi
ET: Embryo Transferi

FSH: Folikdl Stimulan Hormon

GDF9: Growth Differentiation Factor 9
GDF9B: Growth Differentiation Factor 9B
GDNF: Glia Cell-derived Neurotrophic Factor
GnRH: Gonadotrophine Releasing Hormone
GV: Germinal Vezikll

GVBD: Germinal Vezikilin Yikilmasi
hCG: insan Koryonik Gonadotropin

I CSl: intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu

I VF: In Vitro Fertilizasyon

K OH: Kontrolli Overyen Hiperstimilasyon
LH: Luteinize Hormon

MII: Metafaz 1

OD: Optik Densite

Ort: Ortalama

OPU: Oosit Pick Up

P: Progesteron

PCO: Polikistik Over

PCOS: Polikistik Over Sendromu

R: Reseptor

R-smad: Reseptdrle Dizenlenen Smad

Scc: Side Chain Cleavage

StAR: Steroidogenic Acute Regulatory Protein
SH: Standart Hata

Vil



SPSS: Statistical Package for Socia Sciences
TESE: Testikuler Sperm Ekstraksiyonu
TGF-B: Transforming Growth Factor 3

VI



OZET

Folliktler Sivi GDF9 ve BM P15 diizeylerinin oosit ve
embryo kalitesine etkis

Amagc: Follikiler sivi GDF-9 ve BMP-15 dizeylerininin oost ve embryo kalites ile iligkisini
arastirmak.

Dizayn: Prospektif calisma

K urum: Ugtincii basamak tip merkezi

Metot: Kontrollii over stimulasyonu uygulanan 97 hastadan folikil sivisi alindi. Follikiler sivi
GDF9 ve BMP15 proform ve matur diizeyleri western blot yontemi ile olglldu. Folliktler sivi
FSH, oGstradiol ve progesteron dizeyleri otomatik kemiluminesent enzim immunoassay ile
olculdu.

Sonuclar: Toplam 97 hastaya ait oosit ve folikil sivisi ¢alismaya dahil edildi. GDF9 ve BMP15
propeptit formu tim orneklerde saptanirken, GDF9 matur formu 88 (%90,7) , BMP15 matur
formu ise 58 (%59,8) drnekte mevcuttu GDF9 matur diizeyleri ile oositlerin niikleer maturasyonu
arasinda istatistiksel anlamli korelasyon saptandi (p<0,05). YUksek kalitedeki embryolara ait
folikll sivilarinda ortalama GDF9 matur seviyesi 4,23+0,37 iken, disUk kalitedeki embryolarin
folikil sivilarinda 1,74+0,92 idi. Fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05) Klinik gebeligi
olan olgularda da GDF9 matur diizeyleri anlaml1 yuksekti (p<0,05). GDF9 ve BMP15 proform
duzeyleri ve BMP15 matur duzeyleri ile nikleer maturasyon, fertilizasyon, embryo kalites
arasinda istatistisel anlamlt iligki saptanmadi. Folikiler sivi hormon diizeyleri (FSH, 6stradiol ve
progesteron) ile GDF9 ve BMP15 arasinda korrelasyon sgptanmadi. Klinik gebelik olan
olgulardafolikuler FSH duzeyleri anlaml1 dusik saptand: (p<0,05).

Yorumlar: Folikiler sivi GDF9 matur diizeyi yiksek olan olgularda niikleer maturasyon, embryo
kalitesi ve klinik gebelik oranlar: fazladir. Buna gore IVF kiltir mediumlarina rekombinant GDF9
matur form eklenmesiyle tedavi basarisimn arttirilabilecegi distinulebilir.

Anahtar Kelimeler: GDF9, BMP15, oosit kalites, embriyo kalitesi, maturasyon, follikiler sivi,
gebelik, in vitro fertilizasyon.



SUMMARY

Thevalueof follicular fluid levelsof GDF9 and BMP15in
the prediction of subsequent oocyte and embryo quality

Objective: To evaluate the association of follicular fluid levels of GDF-9 and BMP-15 with
subsequent oocyte and embryo quality.

Design: Prospective study

Setting: Tertiary care medica center

Methods. The levels of follicular fluid GDF9 and BMP15 propeptide and mature forms were
estimated by western blot analysis. The levels of follicular fluid FSH, estradiol and progesterone
were measured with automated chemiluminescent enzyme immunoassays

Results: Ninety seven follicular fluid samples and oocytes were included to this study. The
propeptide form of GDF9 and BMP15 were detected in all samples, however the mature forms
were evident in 88 (90,7%) and 58 (59,8%) respectively. Mature GDF9 levels were significantly
correlated with nuclear maturation of oocytes (p<0.05). Mean mature GDF9 level was 4,30+0,56
in high embryo quality group, and was 1,45+0,81 in low embryo quality group. The difference
was statistically significant (p<0.05). Furthermore, mature GDF9 levels were significantly higher
in clinica pregnant group (p<0.05). Neither propeptide GDF9 nor mature and propeptide BM P15
levels, were statistically significant according to oocyte morphology, fertilization, cleavage and
embryo quality evaluation. There was not any correlation between follicular fluid hormone (FSH,
estradiol, progesterone) and GDF9, BMP15 levels. Follicular fluid FSH levels were significantly
lower in clinical pregnant group (p<0,05).

Conclusion(s): Higher mature GDF9 levels were significantly correlated with nuclear maturation,
quality of embryos and clinical pregnancy rate. Treatment results may be improved with the usage
of recombinant mature GDF9 in IVF culture media

Key words. GDF9, BMP15, oocyte quality, embryo quality, fertilization, follicular fluid,

pregnancy, in vitro fertilization.



1. GIRiSVE AMAC

Infertil ciftlerin tedavisinde diger konvansiyonel tedavi yontemlerine yamt alinamadiginda
yardimci treme teknikleri (ART) tercih edilmektedir. Gliniimizde halen en sik tercih edilen
yardimct Ureme teknigi de in vitro fertilizasyondur (IVF). IVF gonadotropinlerle kontrolll
overyen hiperstimilasyon sonrasinda oositlerin toplanmasi, labaratuar ortaminda fertilizasyonu
ve olusan embryolarin transservikal olarak uterusa transferini kapsamaktadir (1). Cogu IVF
merkezinde siklus basina gebelik oranini arttirmak amacli birden fazla embryo transfer edilmekle
beraber bu durum cogul gebelik gibi komplikasyonlar1 da arttirmaktadir. Bazi Ulkelerde transfer
edilen embryo sayisina da sinirlamalar getirilmektedir (2). Bu nedenle gelecekte ART’deki
gercek basar, gebeligi saglayacak en Ust kalitedeki tek embryonun transferi ile saglanacaktir.
Embryo kalitesini arttirmak da embryoyu olusturacak en uygun oositlerin belirlenmes ile
mUmkunddr. GUnimtzde oositin gelisimini dngormede daha ¢ok tercih edilen morfolojik
degerlendirmedir. Fakat bununla ilgili ¢alisma sonuclarinin geliskili olmast ve bu yontemin
subjektif olmast nedeniyle molekuler belirteglerin  kullanilmasina  yonelik  calismalar
yapiimaktadir (3).

Oost gelisimi ve folikilogenez; hipotalamohipofizer aksin kontrolinde oldugu kadar, lokal
faktorlerin de etkisindedir. Over foliklll, oosit ve cevresini saran granuloza ve teka
hucrelerinden olusmaktadir (1). Oositin maturasyonunu basarili bir sekilde tamamlamasi
folliklilogenez boyunca oosit ile granuloza hiicreleri arasinda ve granuloza ile teka hticreleri
arasindaki cift yonlu iliskiyi gerektirmektedir (4). Folikuler gelisim ¢ kissmdan olusmaktadhr.
Birinci kissm primordia folikilden preantral evreye kadar olan asamadir ve gonadotropinlarden
bagimsizchr. ikinci kisim preantral evreden erken antral evreye kadar olan kisimdir. Bu evrede
gonadotropinlere yanmit vardir fakat bu faz esas olarak intraoveryen loka faktorler ile
dizenlenmektedir. Uglincli kism ise erken antral evreden sonraki dénemi kapsar ve devam
etmes gonadotropinlere bagimlidir (5).

Transforming growth factor § (TGF-B) ailesi vicutta degisik yerlerde sayisiz fizyolojik olayda
ekstrasellller baglantida gorev alan, farkli grupta proteinler iceren en az 35 Uyeden olusan bir
gruptur. Yapilan ¢calisma sonuclarina gore bu aileye ait molekdiller folikiilogenez boyunca folikul
gelisiminde rol almaktadir. Bu molekullerin primordia folikil aktivasyonu, granuloza ve teka

hicre proliferasyonu ve atrezisi, steroidegenez, gonadotropin reseptor aktivasyonu, 00sit



maturasyonu, ovulasyon, luteinizasyon ve korpus luteum olusumunda anahtar rollere sahip
olduklart gosterilmistir (6-8). Growth differentiation factor 9 (GDF9) ve bone morphogenetic
protein 15 (BMP15) de oosit tarafindan salgilandig1 gosterilmis, TGF ailesine ait iki proteindir.
Bu iki parakrin faktor de primer folikul evresinden itibaren salgilanmaktadir ve folikuler gelisim
icin gereklidirler. GDF9 un preantral folikll asamasindan erken antral folikiler evreye gegiste
(2.faz) granuloza hiicre apoptozisini ve folikuler atreziyi engelledigi saptanmustir (9). BMP15'in
de foliktler gelisim icin gerekli granuloza hicre mitozunu ve proliferasyonunu uyardigi
gosterilmistir (10). Cesitli tUrlerde etkinlikleri farkli olmakla beraber, GDF9 ve BMP15
homozigot mutasyonu olan koyunlarin infertil olmalart bazi turlerde fertilite icin esansiyel
olduklarim da gostermektedir(11). insandaise BMP15 mutasyonu tasiyanlarda hipergonadotropik
overyen yetmezlik gelistigi belirlenmistir (12). Oosit, bu iki parakrin faktorii salgilayarak
cevresindeki  kumulus hicrelerinin  proliferasyonunu, agpoptozisini, metabolizmasim ve
ekspansiyonunu diizenlemekte ve kendi mikrogevresini olusturmaktadir (13). O nedenle bu iki
lokal mediator, oosit ve folikilin izleyecegi yolu ve gelisimini belirlemektedir.Bu bulgulara
dayanarak GDF-9 ve BMP-15’in oosit ve sonraki embryonun kalitesini de etkileyebilecegi
distnulebilir.

Folikuler sivi oogenez boyunca oositin i¢inde bulundugu ortamdir ve oosit gelisiminde 6nemlidir.
Bu sivi plazma ile oosit ve granuloza-teka hicrelerinin olusturdugu sekresyondan olusmaktadir
(14). Folikuler sivi oosit toplama islemi sirasinda oositle beraber aspire edilmektedir. Bu nedenle
alinan her bir oosite ait folikll sivisi ayr1 olarak incelenebilmektedir. Folikiler stvinin andizi ile
oosit ve gevresindeki hiicrelerin molekiler iliskisi de degerlendirilebilmektedir.

Bu calismada amaglanan folikuler sivi GDF9 ve BMP15 duzeyleri ile oosit ve embryo kalites
arasindaki iliskiyi arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1.1n Vitro Fertilizasyon

2.1.1. Tamm ve endikasyonlari

Gunumtzde infertil hastalarin tedavisinde kullanmlan yardimcir Ureme teknikleri arasinda en
yaygin olam in vitro fertilizasyondur (IVF). IVF, ekzojen gonadotropinlerin kullanmmyla
overlerin kontrollii hiperstimtlasyonu (KOH) sonrasinda transvajinal ultrasonografi esliginde
oositlerin toplanmasi, labaratuarda fertilizasyonu ve embriyolarin transservikal olarak uterusa
transferini kapsamaktadir. IVF ile ilk canli dogum 1978’ de gerceklestiriimistir. Yillar icerisinde
de yeni uygulamalar ve arastirmalarla stirekli gelisim halindedir (1).

IVF endikasyonlari sunlardir (15):

- Tubal faktor

- Ovulatuar disfonksiyon (diger tedavilere yanit olmamas: durumunda)

- Over rezervinin azalmasi

- Endometriyozis (diger tedavilere yamt olmamasi durumunda)

- Ciddi erkek faktori

- Overyetmezligi (oosit donasyonu ile)

- Aciklanamayan infertilite (diger tedavilere yanit olmamasi durumunda)

IVF in dezavantajlar yuksek maliyet, ilag kullanim riskleri ve gogul gebelik riskinde artistir (1).

Bu nedenle tubaarin agik olmas: ve ciddi erkek faktorti olmamas: durumunda 6ncelikle aternatif
tedaviler denenmektedir.

2.1.2. IVF basarisin etkileyen faktorler

IVF basarisim ¢esitli faktorler etkileyebilmekle birlikte, prosedirle ile iligkili en dnemli faktorler
toplanabilen oosit sayisi ve labaratuarda olusturulabilen yiksek kalitedeki embryo sayisidir. Bu



nedenle IVF basarisim en ¢ok beirleyen kadin yas1 ve over rezervidir. Y asin artmasiyla beraber,
overlerin gonadotropinlere yamti azalarak daha az sayida oosit elde edilmektedir ayrica oosit
sayisi yeterli olsa dahi embryo implantasyon oran geng yas grubuna gore belirgin azal maktadir.
(16,17). Over rezervini degerlendirmede 3.gin folikul stimilan hormon (FSH) , Ostradiol (E2)
dizeyleri, klomifen sitrat testi, ultrasonografik olarak antral folikil sayisi ve over voliminin
Olcumu, eksojen FSH over rezervi testi (EFORT), inhibin B veya antimUllerian hormon diizeyleri
gibi testler kullanilabilmektedir. Higbir testin digerine Gstunligl ssptanmamustir (1,18). Fakat
3.gun serum FSH, ostradiol 6lciimi ve antral folikil sayisi tayini basitligi ve maliyeti agisisindan
daha uygun gozikmektedir (1,19). Erken folikiler fazda yuksek FSH degerlerinin IVF basarisi
icin kot prognostik faktor oldugu gosterilmistir.  FSH konsantrasyonu siklustan siklusa
degisebilecegi icin tek bir 6lciim yeterli gorinmemekle birlikte (FSH dustkse), 20 mlU/mL’ nin
Uzerindeki tek bir deger kotl prognoz tasimaktadir (20).

2.1.3. Kontrolli Overyen Hiper stimulasyon

IVF ile ilk canli dogum spontan ovulatuar siklus sonrasi tek oosit elde edilmesi ve tek embryo
transferi sonucu elde edilmistir (21). Fakat bu metodun kullamm ile basar1 oranlarn dustk
bulunmus ve cogu arastirmact overyen stimulasyon rejimleri ile pek cok foliktlin senkronize
gelisimine yonelmistir (22). Bunun sonucunda pek ¢cok matlr oosit elde edilerek fertilizasyon
saglanmigtir. Aym anda pek ¢cok embryonun transferi ile de canli dogum ihtimali arttirilmistir
(23). Multipl folikiler gelisim klomifen sitrat gibi selektif Ostrojen reseptér modulatorleri ile
saglanabilirse de ¢ogu programda gunlik eksojen FSH enjeksiyonu kullanilmaktadir. Erken
luteinize hormon (LH) pikini engellemek icin de bir gonadotropin releasing hormon (GnRH)
anaogu kullanilmaktadir. Folikullerin matir oldugu dustnuldiginde ise LH yerine human
koryonik gonadotropin (hCG) uygulanmaktadhr.

Uzun protokollerde IVF siklusundan bir dnceki menstriel siklusta tedaviye baslanmakta ve
GnRH agonist kullanilmaktadir. Kisa protokollerde ise tedaviye IVF siklusunda baslanmaktadir
ve GnRH agonist veya antagonisti tercih edilmektedir (1). Klasik bir GnRH agonist uzun
protokoltinde pittiter down-regulasyon saglanana dek yaklasik iki haftalik GnRH agonisti gtinltik
uygulanmaktadir. Kohorttaki tiim overyen foliklllerin tam maturasyonu saglanmadan LH pikinin

engellenmesi icin pittiter baskilama ¢ok dnemlidir. Stimulasyona baglandiginda ise genel olarak



human menopozal gonadotropini (hMG) veya FSH 150-450 1U/giin dozda intramuskuler ya da
subkutan olarak uygulamir ve GnRH agoniste dozu azaltilarak devam edilir. Gonadotropin dozuna
ise transvgina ultrasonografide degerlendirilen folikiler gelisime ve serum 6stradiol dizeylerine
gore karar verilir. Step-down protokolde gonadotropine yiksek dozdan baslanip yanita gére doz
basamakl1 azaltilir. Step-up protokolde ise gonadotropine distik dozdan baslamp yamta gére doz
basamakl1 arttirilir. Eger gunlik GnRH antagonist uygulanacaksa, uygulamaya IVF siklusunda
foliklller yeterli buyuklige ulastiginda (genelde en buyuk folikdl ¢apt >14 mm oldugunda)
baslanir. GUnlik antagonist uygulamasina da hCG uygulamasina kadar devam edilir (14).

GnRH antagonistleri, daha hizl1 pittiter desentisizasyon saglamakta ve antagonist kullanimiyla
ciddi overyen hiperstimulasyon riski de azalmaktadir (24). Su anki mevcut verilere gore agonist
kullanilan uzun protokoller antagonist kullanilanlara gore daha basarili goériinse de uygun
karsilastirma yapabilmek icin optimum antagonist protokolleri belirlenmelidir (25). Gonadotropin
olarak rekombinant FSH ile hMG kullamm etkinligini karsilastiran bir metaanaizde hMG
kullanimiyla canli dogum oraminda artis sgptanmus olsa da hasta segimi ve daha pek ¢ok faktoriin
IVF sonucunu etkileyebilmesi nedeniyle bu durum da tartismalidir (26). Rekombinant ya da
uriner hCG kullanim arasinda ise klinik sonuclarda farklilik gozlenmemistir (27). Overyen
folikdllerin mattr olduguna karar verildiginde (transvgina ultrasonografide ¢apr 18 mm ve
Uzerinde iki veya daha fazla folikil saptandiginda ve/veya dominant folikil basina 200 pg/mL
Ostradiol seviyes oldugunda), hCG (250 mcg recombinant formu ya da 5000/10000 unite Uriner
hCG) uygulanir.

2.1.4. Folikul Aspirasyonu ve Fertilizasyon

HCG uygulamasinin 36. saatinde oositler transvajinal ultrasonografi esliginde folikul aspirasyonu
yontemiyle toplanmaktadir. Analjezi/anestezi esliginde (sedasyon altinda paraservikal blok veya
spina anestezi de tercih edilebilir) ultrasonografik gozlemle her bir folikile igne ile girilerek
folikUler igerik aspire edilir. Toplanan oositlerin maturasyonu mikroskop ile degerlendirildikten
sonraklasik 1VF uygulanacak ise kumulus hiicreleri mekanik olarak gevsetilir ardindan uygun bir
inkilbasyon medyumuna aktarilarak %56 COzli inkibatorde ortalama 3 saat inkibe edilir.
Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) uygulanacaksa matiir oositlerin, kumulus korona ve

oosit kompleksi, enzimatik (hyaluronidaz ile) ve mekanik olarak dentie edildikten sonra iki saat



inkiibe edilir. inseminasyondan bir-iki saat 6nce hastanin esinden sperm 6rnegi alinir. Elde edilen
motil spermler yikandiktan sonra yogunlasma ve motilite tekrar degerlendirilerek 37 derecede %5
CO7'li inkubatorde 30 dakika bekletilir. Fertilizasyonun saglanmasi icin toplanan oositler kultir
medyumunda  hazirlanmms  spermler ile  bekletilir. Fakat ciddi erkek faktori varsa,
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu uygulanir. Erkek faktor olmayan olgularda ICSI'nin
konvansiyonel IVF e tstunltgt saptanmamustir (28). O nedenle erkek faktorli olmayan olgularda
IVF tercih edilmektedir.

2.1.5. Embryo kulturd ve Transfer

Fertilizasyon klasik IVF de inseminasyondan 16-18 saat; ICSI’de ise 14-16 saat sonra iki adet
pronikleus olusumu ile tespit edilir (Sekil-1). Fertilize olmus oositler uygun kiltir ortamlarina
aktarilarak takip edilir. Embryonun her bir hiicres (blastomerler) her 12-14 saatte bir boltntrler
(Sekil-2). Boylece oosit toplanmasindan 72 saat sonra embryo yaklasik 8 hiicreye ulagir. 2 ve 4.
gunler arasindaki embryolar kliva) evresindeki embriyolar olarak isimlendirilir. Oosit
toplanmasindan yaklasik 5 gin sonra blastokist evresine ulasilir. 7. Glnde ise implantasyon
gerceklesmis olmalidir. Bu nedenle bu streden Once embriyolar transfer edilmelidir.
Fertilizasyon sonrasi embryolar kilttirde ¢esitli sirelerde saklanabilmektedir. Fakat ¢ogunlukla
tercih edilen, oosit toplanmasindan sonraki ilk 72 saat icinde embryolarin uterusa tranferidir.
Embryo transferi ultrason esliginde transervikal olarak yapilmaktadir (1). Transfer edilecek
embryo sayising; materna yas, embryo kalites, hastanin kaginci denemes oldugu ve
kriyoprezervasyon sanst gibi faktorlere gore karar verilir. Transfer sonrast da endometria

reseptiviteyi arttirmak amagl: luteal faz boyunca hastal ara progesteron destegi verilmektedir (29).



Sekil 2: iki hiicreli embryo

2.2. Folikuler Gelisim

Overin reproduktif fizyolojideki fonksiyonu; oosit gelisimi ve steroidegenezdir. Folikuller
overdeki fonksiyonel birimlerdir ve her bir folikil bir cosit ve gevresini saran bir veya daha fazla
somatik hiicre tabakasindan olusur. Folikiller steroidejenik ve ovulatuar potansiyellerini elde
edebilmek icin cesitli gelisimsel basamaklardan geger. Fetal overde 20. haftada yaklasik 20
milyon primordial folikil bulunur. Fakat bunlarin ¢ogu pre veya postnatal dénemde dejenere olur
(4). Bir menstriel dongunin ortalama siiresi 28 gundir. Primordial foliktlden preovul atuar
folikll asamasina kadar olan gelisim sireci ise yaklasik 85 giin strmektedir (30). Folikuler
gelisimin tamamlanmasi ve ovulasyonun gerceklesmesi icin hipofiz 6n lobundan salinan
gonadotropin hormonlara (FSH ve LH) ihtiya¢ vardir. Folikiler gelisimin ilk bulgusu primordial
follikil igindeki primer oosit boyutlarimin artmasidir. Ayrica follikil cevresindeki graniloza
hicreleri kiboida hae gelir. Granuloza hiicreleri ve oositler arasinda baglant: yollart (gap-
junction) olusur. Granuloza hicreleri ile oosit arasindaki besin aigverisi, biyume faktorleri



transferi, metabolitlarin uzaklastirilmasi, bu baglant: yollar aracilig: ile saglamir. FSH uyarisi ile
primordial folikil gevresndeki grantloza hiicreleri bir bazal membranda ¢ogalmaya baslar ve
primer folikul olusur. Folikil cevresindeki teka hiicreleri farklilasmaya baslar (31). Folikuler
gelisim devam ettikce oosit cevresindeki grantiloza hucreeri ¢ok katli hale gelir.  Stromadaki
tekal hicreler folikll cevresine dogru yaklasir. Grantloza hiicre bazal membranina yakin olan
teka hicreleri teka interna, daha uzakta olanlar teka eksterna olarak adlandirilir. Bu yapiya
preantral folikdl denir. Preantral folikilde steroidegenez baglar. Preantral folikulde farkl:
hiucrelerde farkli gonadotropin reseptorleri bulunur. Teka hicreleri LH reseptort, graniloza
hicreleri ise FSH reseptori tasimaktadir. LH; teka hicrelerindeki membran reseptdriine
baglandiginda, hticrede kolesterolden androstenedion ve testosterona kadar olan steroidegenezi
uyarir. Teka hicrelerindeki androstenedion ve testosteron granuloza hicrelerine aktarilir.
Preantral folikildeki grantloza hticreleri teka hiicrelerinden gelen androjenleri aromataz enzimi
ile ostrojenlere cevirir. Folikulde Uretilen dstrojen, FSH ile sinerjistik olarak grantiloza hiicre
proliferasyonunu ve hiicre Uzerindeki FSH reseptor sayisini arttirnir. Folikil gelisimine devam
ettikge Once grantloza hiicreleri arasindaki boslukta sivi birikimi gozlenir. Daha sonra bu kigik
bosluklar birleserek antruma donusur ve antral folikil olusur. Granuloza hiicrelerinden salinan
inhibin-B folikiler fazda FSH etkisi ile tretilmektedir. Inhibin-A ise lutea fazda LH etkisi ile
salinir. Her iki inhibin formu FSH Uretimini ve salimmini inhibe eder. Folikil gelistikce Ostrojen
ve inhibin-B Uretimi artar. Uretilen bu iki hormon negatif feed-back ile hipofizer
gonadotroplardan FSH dretimini azaltir. Overde gelismekte olan antral foliklllerden FSH
reseptoril fazla olan, ortamda azalan FSH'1 digerlerine gbre daha fazla baglar ve gdisimine
devam eder. Bu foliktl dominant folikul olarak adlandirilir. Diger folikuller ise atreziye ugrarlar.
Dominant folikdl gelisimine devam ederken boyutlari ve folikll sivisi artar. Primer oosit
cevresindeki Ozellesmis granuloza hucrelerinden olusan yapiya ise kumulus ooforus denir.
Folikul gelistikge Uretilen Ostrojen grantloza hicrelerinde LH reseptorleri belirmesine neden
olur. LH etkis ile bu hicrelerde yag birikimi baslar. Bu degisime luteinizasyon denir. LH'1n
yukselmeye baslamasindan 36 saat sonra folikil sivisinda olusan plazminin etkisi ile kollejenaz
aktive olur ve folikdl duvarinda riptir ve ovulasyon gergeklesir. Ovulasyondan sonra geriye

kalan folikuler yapi ise korpus luteum olarak adlandirilir (15).
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2.3. Oosit maturasyonu

Oodit; yapisal ve fonksiyonel oOzellikleri ile kadin viicudunda mayoz bolinmeye giden ve diploid
durumdan haploid hale gegen tek hiicredir. Oosit maturasyonu aslinda mayozun ilerlemesidir.
Basit olarak tanimlanirsa ilk mayoz bolinmenin tekrar baslayarak metafaz 11 evresine gegis ve
buna eslik eden sitoplazmik degisikliklerin tamamidir. Buna gore oosit maturasyonu hem niikleer
ve hem de sitoplazmik maturasyonu kgpsamaktadir. Nikleer maturasyon mayoz boyunca niikleer
icerikte meydana gelen degisiklikleri icermektedir. Dogumda tiim oositler mayoz I'in profazinda
diploten evresinde duraklamis haldedir. Bu evrede niukleer zarf ve germinal vezikul bozulmanmus
durumdadir. Ovulasyon Oncesi gonadotropin piki ile birlikte oosit bu sakin evreyi tamamlar ve
germinal vezikul bozulur. Homolog kromozomlarin eslesmes ve rekombinasyonuyla ilk mayoz
bolinmenin profaz evres tamamlanir. Homolog kromozomlar daha sonra kondense olarak
mayotik spindle olusur ve homolog kromozom ciftleri metafaz plaginda aym hizada eslesirler.
Metafaz I’'in tamamlanmasiyla homolog kromozomlar aynlirlar. Sitoplazma orantisiz olarak
bolunur ve ilk polar cismcik atilir. Son olarak oosit mayoz II'nin metafaz 1l evresinde
fertilizasyona kadar duraklar. Nikleer maturasyon evreleri 0zet olarak su alti basamaktan olusur:
1) Mayozun tekrar baglamas/ germina vezikilin bozulmas: 2) Kromatin kondensasyonu 3)
Mayotik spindle olusumu 4) Homolog kromozomlarin ayrilmas: 5) Sitoplazma bélunmesi ile ilk
polar cisimcigin atilmasi 6) Mayozun tekrar duraklamasi

Sitoplazmik maturasyon nilkleer maturasyon kadar acik tanimlanmamustir fakat fertilizasyonda
nukleer maturasyon kadar dnemlidir. Organellerin yeniden yerlesmesi ve sentezini, mRNA ve
proteinlerin  modifikasyonunu ve depolanmasini, basarili bir fertilizasyon icin gerekli
molekillerin ve gesitli biyokimyasa yolaklarin uygun zamanli reaktivasyonunu icermektedir.
Nilkleer ve sitoplazmik maturasyon koordinasyon halindedir. Ornegin germina vezikil
bozulmasi ile nikleer igerik sitoplazmaya salinmakta ve bu siphesiz sitoplazmik maturasyonu
etkilemektedir. Fakat nukleer maturasyon sitoplazmik maturasyonu etkileyebilse de cesitli
acilardan sitoplazmik maturasyon bagimsizdir. Bu nedenle, oositin nikleer maturasyonunu
tamamlamasi, fertilizasyon ve embryonik gelisim igin gerekli sitoplazmik maturasyonunu

tamamladigin gostermemektedir (32).
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2.4. Oosit ve embryo kalitesi

Embriyonun yeterliligi 6ncelikle onu olusturan gametlerin kalitesine baglidir. Bu nedenle oositin
morfolojik goriintiisii olusacak embriyonun potansiyeli ile iliskilidir. Ozellikle ICSI 6ncesinde
oositlerin morfolojik olarak degerlendirilmes ile daha iyi kalitede ve daha yiksek potansyeli
olan oostler kullanilarak tedavi basarisi arttirilabilmektedir (33). Standart 1VF Oncesi oosit
morfolojisini degerlendirmek kumulus ve korona hicreleri nedeniyle zordur. Ayrica bu
hicrelerin dagilim derecesi ve kalitesi oosit kalitesinin belirlenmesinde ¢ok iyi belirteg degildir
(34). Kumulus-korona hiicre tabakasimin kaldirlmas: ve ilk polar cismcigin gozlenmesiyle

oositlerin nukleer maturitesi degerlendirilebilir (Sekil-3).

\ (\ 1
3 - K Polar cisimeik

Sekil-3: Nikleer maturasyonunu tamamlamis oosit. Polar cisimcik izlenmektedir.

Fakat sadece nukleer maturasyon, oosit yeterliligini  degerlendirmede yeterli degildir.
Fertilizasyon icin uygun optimal hicresel kosullari saptamada, nikleer ve sitoplazmik
maturasyon birlikte degerlendirilmelidir. Bunlarin asenkronizasyonu veya bozuklugu farkli oosit
anomalilerine neden olur (33). Fakat anormal oosit morfolojisi ile fertilizasyon oranlan ve
embryo gelisimi arasindaki iliski de netlik kazanmamistir (35,36). Denuasyon sonrast 00sit
morfolojisini degerlendirmede sitoplazma ve zona pellucida, ilk polar cisimcik ve perivitellin
aralik gibi ekstrasitoplazmik yapilar degerlendirilir. Klasik olarak normal bir metafaz 11 oositin
normal morfolojik 6zellikleri sunlar: icermektedir:

Ekstrasitoplazmik degerlendirme: Duzgiin sekil, fragmante olmayan normal gorinumla ilk polar
cisimcik, yuvarlak belirgin diizgiin bir zona pellusida, kiigtik perivitelin aralik

Sitoplazmik degerlendirme: Soluk, orta derecede graniler yapida, inkluzyon yok, vakuol yok,
duiz endoplazmik retikulum kimeleri yok, refraktil cisimcik yok (37) (Sekil-4).
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I.  Normd sitoplazmali oosit

[l.  Homojen graniiler sitoplazma

I1l. Merkezi  granileritesi  artmus
sitoplazma

IV. Vakuolii olan sitoplazma

V. Refraktil cisimcikli sitoplazma

V. = :
Sekil-4: Sitoplazmik yapilarina gore oositler (38) (Human Reproduction 1997; 12:1267-
1270)

Xia nin oosit morfolojik derecelendirme sistemi sekil 5'te gosterilmistir (36).

Rienzi ve ark. yaptiklari ¢alismada yeni bir metafaz Il oosit morfolojik skorlama sistemi
(MOMYS) gdlistirmiglerdir. Sonuglarina gore; ekstrasitoplazmik degerlendirmede anormal ilk
polar cisimcik, genis perivitellin aralik olmasi ve sitoplazmik degerlendirmede granileritede
artis, merkezde graniler aan ve vakuol olmas: oositin fertilizasyon, klivg kapasitesini ve klinik
sonuglari olumsuz yonde etkilemektedir (33)
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ilk polar cisimcik ve genis perivitdlin aralik; (c) Grade Ill, fragmante ilk polar cisimcik ve
normal perivitellin aralik (d) Grade IV, normal ilk polar cismcik ve normal perivitellin aralik
(36) ( Human Reproduction 1997; 12:1750-1755)

Fertilizasyon sonrasi embryolar ¢esitli asamalarda degerlendirilebilmektedir: 1.glin pronikleer
morfoloji, erken klivaj, 2.gin degerlendirme, 3. gin degerlendirme ve son olarak blastokist
degerlendirmesi. Kullanmilan tim metotlar gebelikle korelasyon gostermistir (35). Veek'in sik
kullanilan embryo skorlama sistemi su sekildedir: Grade 1, dogru ve esit blydklikte hicreler,
fragmantasyon yok, ¢ok cekirdeklilik yok; Grade 2, dogru ve esit buyuklukte hicreler, %0-25
fragmantasyon var; Grade 3, hiicreler esit buyUkltkte degil ve %25-50 fragmantasyon ; Grade 4,
hicreler esit blyuklUkte veya degil ancak >%50 fragmantasyon var (Sekil-6) (40).
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Sekil-6: 1. 8 hiicreli G1 embryo, I1. 8 hiicreli G2 embryo, 111. 8 hiicreli G3 embryo

2.5. Folikiiler gelisim ve TGF-p ailesi iliskisi

Over folikult, over fonksiyonunu saglayan temel pargadir ve her bir folikdl bir oosit ve gevresini
saran granuloza ve teka hicrelerinden olusmaktadir. Folikiler gelisim Uc faza aynlabilir: 1)
Primordial, primer ve sekonder evreleri igeren gonadotropinden bagimsiz gelisim fazi, 2)
Preantral evreden erken antral evreye gecisi iceren gonadotropine yanit veren faz, 3) Erken antra
evre sonrasi gonadotropin bagimli faz. Bu en son fazda folikdl kurtarilmasi, se¢imi ve ovulasyon
olmaktadir (5) (Sekil-7). Folikil gelisiminin basarili bir sekilde devam etmesi follikilogenez
boyunca oosit-granuloza hiicreleri arasinda ve granuloza-teka hiicreleri arasindaki ¢ift yonli
iliskiyi gerektirir (4). Ozellikle preantraldan erken antral evreye gegis (2. faz) intraoveryen
dizenleyiciler ile duzenlenmektedir ve bu evrede gonadotropine ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bu
diyalogda TGF- ailesine ait pek ¢ok ekstrasdlller sinya molekili gorev amaktadir. Folikl
gelisiminin daha sonraki asamaart (folikll secimi dahil) ise uygun zamanlama endokrin
sinyaller, pitliter gonadotropinler ve metabolik hormonlara baglidir.

TGF-B ailesi yapisal olarak korunmus fakat fonksiyonel olarak farkli grupta proteinler iceren en
az 35 Uyeden olusur. Vicutta degisik yerlerde sayisiz fizyolojik olayda ekstrasellller baglantida
gorev airlar. Matur biyoaktif halleri homo veya heterodimer olabilir. Bu dimerler cogunlukla
sistein kaintilarinin olusturdugu kovalent baglarla olusur. Yapisa ¢zelliklerine gore gesitli alt
gruplara aynlirlar. Bunlar TGF-p at ailes (TGF-p1, TGF-2, TGF-3), bone morphogenetic
protein (BMP) ailesi (yaklasik 20 Uye igerir), growth and differentiation factor (GDF) dt ales
(en az 9 Uye igerir), aktivin/inhibin at ailes (aktivin A, AB, B, inhibin A,B), glia cell-derived
neurotrophic factor (GDNF) at ailesi (GDNF, artemin ve neutrin), anti- malleriyan hormon
(AMH) ve nodal’ dir (6).
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Kurtariima Secilme

Primordial primer sekonder  preantral antral
ovulasyon

3 - I J\o . o
FSH-bagimsiz  FSH’a duyarli FSH-bagimlh

Sekil-7: Folikuller gelisimin gonadotropin bagimli ve bagimsiz evreleri (41)
(Frontiers in Bioscience 2007; 12: 3628-3639)

Cogu TGF-p tyes (GDNF ve inhibin haric), hedef hticre tGizerindeki etkilerini 2 tip serin/threonin
kinaz reseptorine baglandiktan sonra heterotetramerik kompleks olusturarak yaparlar.
Memelilerde TGF- sinyal iletiminde 7 tane bilinen tip | ve tip 11 reseptor vardir. TGF-p ailes tip
| ve tip Il reseptdrin bir veya daha fazlasinin kombinasyonlarimnin ekstrasellller parcasina
baglanarak aktif sinyal kompleksini olusturur. Reseptor aktive olduktan sonra reseptorin
intraselltler kinaz parcasinin fosforilasyonu gerceklesir. Fosforile olmus aktif reseptor de
reseptorle dizenlenen smadlar (R- smadlar) olarak adlandirilan sinyal iletim molekdllerinin
fosforilasyonunu saglar. Bunlar genel ortak smad ile baglantiya gecerler. Bu smad ise gekirdege
gider ve cgesitli trankripsiyon faktorleri, koaktivatorler ve koekspresorlerle etkilesime girerek
hedef gen ekpresyonunu degistirir (7).

Cesitli memeli turlerinde yapilan ¢alismalarda folikuler gelisimde basamaklara gore oositlerde ve
overyen somatik hicrelerde, cesitli sayida ligand, reseptdr, sinyal aracilart ve baglanma
proteinlerinin ekpresyonu gosterilmistir. Deneysel kamtlara gore bu aile, primordia folikil
aktivasyonu, granuloza ve teka hiicre proliferasyonu ve atrezisi, steroidegenez, gonadotropin
reseptor aktivasyonu, oosit maturasyonu, ovulasyon, luteinizasyon ve korpus luteum olusumunda
anahtar rollere sahiptir (6-8).

Cogu memelide over rezervi dogumdan 6nce olusur. Dinlenme halindeki primordial folikullerin

aktivasyonu fetal hayatta baslar ve over rezervi bitene kadar folikilogenez devam eder.

16



Duraklamig folikdlleri tekrar uyaran kesin mekanizmalar bilinmese de folikillerin gelisim
havuzunakatilma hizi, over rezervi buyukligi ile dogru orantilidir (42).
Kesin kamtlara gore oosit ve gevresindeki granuloza hicreleri arasinda ve granuloza-teka

hiicreleri arasindaki iki yonlt haberlesme folikil aktivasyonu ve gelisimi icin zorunludur (4, 43).

2.6. BMP-15 ve GDF-9

Folikilogenez boyunca; oosit granuloza hticrel erinden nutrisyonel destek ve regulatuar sinyalleri
amasi yamnda, kendisi de mikro cevresni ve gelisimsel kapasitesini arttirici parakrin faktorler
salgilamaktadir. Cogu tirde oositte GDF9 ve BMP15 (GDF 9B olarak da bilnmektedir.)'in
haberci ribonukleik asittmRNA) ve proteini sgptanmustir. Bu nedenle 6ncelikle bu proteinlerin
oositten salinan parakrin faktorler olduklar: ve folikilogenez boyunca oosit granuloza hicre
etkilesiminde ve dolayisiyla oosit gelisiminde ¢ok 6nemli olduklart distinilmektedir.

Bu iki protein de TGFp ailesindendir. Pre-proprotein olarak sentezlenirler. Pre-proprotein
formlart bir sinya peptidi, bir proform ve bir matur formdan olusmaktadir (44, 45). Sinya
peptidin kaldirilmasiyla proprotein proteolitik klivaja ugrayarak proform ve matur form olusur.
Bu iki proteinde de diger TGF-p ailesi tyelerinde bulunan sistein kalintist yerine serin kalintisi
bulunmaktadir. Diger TGF-f Uyeleri bu sistein kalintisi Uzerinden kovaent baglarla ayn
proteinin kendisiyle baglanmasi sonucu homodimerler ya da farkli proteinlerin kovalent
baglariyla heterodimerler olustururlar (46). GDF9 ve BMP15 ise serin kalintist Uizerinden non-
kovalent baglarla salgilandiklari ortamda homodimer veya birbirleriyle heterodimer yapilar
olustururlar (47). Yani salgilandiklar1 ortamda hem kendi baslarina hem de bilesik halde
bulunabilirler (44, 45).

GDF9, ALK5 (TGFBRI) ve BMPRII reseptorleri Gizerinden ve sonra smad 2 ve 3 yolundan,
BMP15 ise ALK6 (BMPRIB) ve BMPRII reseptorleri Uizerinden ve sonra smad 1, 5, 8 yolundan
etki gostermektedir (13) (Sekil 8). Koyun overlerinde preantral folikillerde, oositlerde ve
granuloza hicrelerinde BMPRII ve BMPRIB reseptorlerinin protein  ve  mRNA’larinin
bulunmasi, GDF9 ve BMP15’in hem oosit hem de granuloza hiicre fonksiyonlarim diizenledigini
gostermektedir (48). Teka hiicrelerinde sadece BMPRII mRNA’sinin gozlenmesi, BMPRIB ve
BMPRII proteinlerinin zayif sinyalinin sgptanmast ise GDF9 ve BMP15'in teka hicre
fonksiyonlarini da duzenledigini gostermektedir (49). Halbuki farelerde BMPRII ekspresyonu
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sadece granuloza hiicrelerinde saptamirken, BMPRIB ekspresyonunun oosit, granuloza ve teka

hiicrelerinde gézlenmesi GDF9 ve BMP15'in tiurler arasinda farkli etkilerinin oldugunu
dustndtrmektedir (50).

Sekil-8: BMP15 ve GDF9’ un granuloza hiicre reseptor iliskisi (ALK: activin receptor like kinase,
SMAD: hicre i¢i sinyal iletim molekilt, BMPRII: bone morphogenetic protein reseptor tip 1)
(13). (Gilchrist RB, Lane M, Thompson JG. Oocyte-secreted factors: regulators of cumulus cell
function and oocyte quality. Hum Reprod Update 2008; 14: 159-177.)

Bazi turlerde bu iki blytme faktorinin ilk ekspresyonu primordial folikillerde saptannus olsa da
insanda ilk olarak primer folikul evresinde gorulurler. Koyunda GDF9'un primordid folikdil
evresinden Once da saptanmasi ve hamster overlerinin perinatal incelenmesi sirasinda GDF9
koyulan ortamda folikdl icinde oosit sayisimin artmasi bu proteinin bazi tirlerde primordia
folikdl gelisiminde de etkili olabilecegini gostermektedir. (51).

In vitro calismalarda bu iki proteinin granuloza ve teka hiicre fonksiyonlarm diizenledigi
gosterilmistir. Turler arasi bulgular celiskili olsa da genel olarak mitojenik etkide olduklar
saptanmustir. Bu etkiyi ise, stem cell factor (SCF) ekpresyonunu uyararak saglamaktadirlar(52).
Genel olarak GDF9 ve BMP 15'in ikisi de granuloza hicrelerinden gonadotropinle uyarilan
progesteron dretimini inhibe ederler. GDF9 hCG'nin baglanmasim engeller ve LH-R mRNA
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ekspresyonunu baskilar. BMP15 ise FSH-R mRNA ekspresyonunu baskilayarak LH-R mRNA
ekspresyonunu  baskilamig olur. BMP15, FSH ile uyarilan progesteron sentezini Ostradiol
sekresyonunu etkilemeden inhibe eder. GDF9 ise, granuloza hiicrelerinde P450 aromataz mRNA
ekspresyonunu baskiladig: igin Ostradiol sekresyonunu da etkilemektedir. Sonug olarak GDF9 ve
BMP15’in granuloza hicrelerindeki gonadotropin bagimli steroid  sentezini inhibe ederek
farklilasmay1 kontrol ettikleri sdylenebilir. GDF9’ un teka hticre fonksiyonlar: Uzerindeki etkileri
(steroidogenez inhibisyon ya da aktivasyonu) ile ilgili ise c¢eliskili sonuglar vardir (53,54).
Preantral-erken antral folikuler gelisim(2.faz) asamasinda GDF9 teka hicre farklilasmasinda rol
alir. Preantralden erken antral folikule gecis asamas: folikuler atreziye en duyarli asamadir. Bu
asamada GDF9 granuloza hiicre apoptozisini de engelleyerek folikilin kurtarilmasint ve
gelisimini saglamaktadir (5,41) (Sekil-7).

Bu buyume faktorlerinin ikis de folikilogenez boyunca salinmakta ve birbirleriyle etkilesim
halinde bulunmaktadir. GDF9 ve BMP15'in  birlikte olan etkilerinin ayri ayri etkilerinin
toplamindan fazla olmasi da birbirlerinin etkinligini arttirchklarint gostermektedir (55). Genel
bakildiginda ikisinin de hticre proliferasyonunu uyardig: ve gonadotropinle uyarilan farklilasmay:
dizenledikleri dustinilmektedir (51).

In vivo etkilerine bakildiginda ise fonksiyonel GDF9'u olmayan farelerin infertil oldugu ve
foliktler gelisimin primer evrede kaldig1 saptanmistir (56). Bu farelerde plazma FSH ve LH
seviyesinin yiksek oldugu, over kistlerinin mevcut oldugu ve cesitli proteinleri kodlayan
MRNA'’larda bozulmus ekspresyon oldugu gozlenmistir. Stem cell factor ekspresyonunda artis,
aromataz, aktivinp B, follistatin ve siklooksigenaz-2 ekspresyonunda ise azalma saptanmustir
(56, 57). Bu mRNA ekspresyon bozukluklar: erken folikiler gelisimde bir blokaa neden olmakta
ve matlr folikdllerin yoklugu ile sonuglanmaktadir. Hemen baslangic sonrasi folikiler
gelisimdeki durma oositin devam eden blylimesine neden olmaktadir. Fakat eslik eden granuloza
hiicre artis1 olmamakta ve oositte yapisal bozukluk ve dejenerasyon gergeklesmektedir. GDF9’un
olmamasi sonucu oositte dnemli bir parakrin feedback sistemin kayboldugu ve anterior hipofiz ile
normal endokrin iligskinin bozuldugu dustntlmektedir (51). GDF9'u inaktive eden mutasyonun
homozigot tasiyict koyunlari da infertildir ve primer overyen yetmezlik gelisir (58). GDF9
heterozigot mutasyonlu farelerin normal farelerden bir farki yok iken heterozigot mutasyonlu

koyunlarda ovulasyon oranlarinda artis saptanmis olmast ise bazi tirlerde bu proteinin ovulasyon
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hizin1 da kontrol ettigini de gostermektedir (56, 58). Polikistik over sendromunda da kuguk
gelisen antral folikillerde GDF9 ekspresyonun baskilandigi saptanmustir (59).

Y akin zamanda hipergonadotropik overyen yetmezligi olan olgularda ise BMP15'te mutasyon
saptanmustir (12). Fonksiyonel BMP15 geni olmayan farelerde normal folikuler gelisim olsa da,
ovulasyon ve fertilizasyon bozulmakta ve fertilite azalmaktadir (60). Fonksiyonel BMP15 geni
olmayan koyunlardaise primordial folikil populasyonu normal olsada streak overler olmakta ve
primer overyen yetmezlik gelismektedir. Bu koyunlarda folikiler gelisimin primer evres
durmaktadir (58). BMP15 heterozigot mutasyonlu farelerin ise norma farelerden farki yoktur
(60). Fakat koyunlarda heterozigot mutasyonlarda ovulasyon hizinda, cogul gebelik oranlarinda
artma da sgptanmustir (51,58). Bu koyunlarda intrafolikiler BMP15 seviyeleri azalmakta ve
foliktlin FSH’a yamti artmaktadir. Granuloza hiicre populasyonu azal makta ve ovulasyon daha
kicuk folikllerden gerceklesebilmektedir. Buna gOre oosit kaynakli BMP15'in
biyoyararlaniminin diizenlenmesi ile hipotalamopitliter ovaryen aksta endokrin degisiklikler
yapmadan ovulasyon oranlarn da degistirilebilecektir. Koyunlarda bu etki immunizasyon
calismalariyla saglanmistir (61). Fakat farelerde yapilan ¢alismalarda ovulasyon hizi ve yavru
sayisinda farklilik saptanmamistir. BM P15 ve GDF9 mutasyonu (her ikisi de) heterozigot tasiyici
farelerde sadece yavrular daha kiguktir ve yavru sayist daha azdir. Fonksiyonel BMP15'i
olmayip, GDF9 heterozigot mutasyonu olan farelerde ise folikiler gelisim normal goériinse de
oositlerin fertilizasyonunun belirgin olarak azaldigi saptanmustir (60). Bu durum ise kumulus
hiicre-oosit kompleksinin bozulmasi ile iligkilendirilmistir (51). Cogu oositte ya ¢cok az ya da hi¢
kumulus hiicresi yoktur . Bazi hayvanlarda bu etki infertiliteye neden olabilir. Hem GDF9 hem
de BMP15 mutasyonu tasiyicisi koyunlar ise fertildir ve bu durumun ovulasyona olumlu etkileri
vardir (58).

Oosdit cevresini saran granuloza hiicrelerinin fenotipini de etkilemektedir. Over folikull preantra
evreden antral evreye gegerken granuloza hicreleri de farkli tabakalara ayrilir. Oositin hemen
yakinindaki granuloza hicreleri kumulus hiicreleri, uzagindaki hiicreler ise mura granuloza
hicreleri olarak isimlendirilir. Kumulus kompleks oositin normal maturasyonu igin esansiyeldir
ve bu hticrelerin fonksiyonlar: oosit tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir (4). Oositin
kumulus hicre proliferasyonunu , ekspansiyonunu ve oOstradiol Uretimini arttirdigi, LH-R,
SCF(kit ligand) ve progesteron sentezini ise azattigi bilinmektedir (4). GDF9 kumulus hiicre

fenotipini  belirlemede en oOnemli faktorlerden biridir (62). Farelerde GDF9'un oositin
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cevresindeki hicrelerle baglantisim ve gap junctionlar yoluyla aminoasit transportunu
duzenledigi de gosterilmistir (51, 63). Bu iki parakrin fakttre yanit olarak kumulus hiicrelerinde
hicre ici sinyal ileti molekilleri(smadlar) ve mitojen active protein kinaz(MAPK) aktive olarak
bu hticrelerin fonksiyonlarim etkilemektedir. Yani oositten salinan bu faktorler ile kumulus hticre
proliferasyonu, apoptozisi, luteinizasyonu, metabolizmas: ve ekspansiyonu dizenlenmektedir.
Ooditin sonraki gelisiminde de oosit-kumulus hiicre baglantisi gerekmektedir (13) (Sekil 9).

Y ukarida belirtildigi gibi GDF9 ve BMP15 oosit tarafindan sentezlenip salgilanan ve granuloza
hiicre fonksiyonu dizenleyen lokal medyatorlerdir. Vaskuler bir ortamda parakrin faktorlere
disaridan midahele etmek zor gorinse de yakin zamanda yapilan calismalarda koyunlarda aktif
ve pasif immunizasyonla GDF9 ve BMP15 biyolojik aktivitesinin kontrol edilebildigi
gosterilmistir. Koyunlara aylik GDF9 ve BMP15 spesifik peptidlerle immunizasyon uygulanmis
4-5 ay sonra Ureme donemlerinde sikluslarinda bozulma gozlenmistir. Cogu koyunda ovulasyon
olusmamis, overlerin incelenmesinde normal folikiler gelisimin primer evrede kaldigi
saptanmistir. Ayrica anormal folikullerin immunize koyunlarda, BMP15 homozigot mutasyonu
olan koyunlardakine ¢ok benzer oldugu sgptanmustir. Kumulus kompleksleri anormal olan buyik
oositler gozlenmistir (63). Erken folikuler gelisimde bu iki proteinin yeri daha belirgin ise de
folikller gelisimin sonraki asamalarina etkilerini degerlendirmek icin bu asamalarda koyunlara
pasif immunizayon yapilmistir. Bu asamada GDF9 nétralizasyonu ovulasyonu 6nleyememis olsa
da, luteinizasyonda bozulma ve sonraki siklusta progesteron salgilanmasinda bozulma
saptanmistir. BMP15 nétralizasyonu ile ise bes koyunun dordinde ovulasyon bloke olmus,
Uglnde antral folikdl gelisimi gozlenmemistir. Bu sonuclara gére GDF9 ve BMP15’in  erken
foliktler gelisim kadar ileri folikuler gelisimde de rolleri mevcuttur (64).

Heterozigot mutasyonu olan koyunlarda ovulasyon oranlarinda artis saptanmasi bu heterozigot
mutasyonlarin fizyolojik benzerini olusturarak ovulasyon oranlarim artirmak mimkin moddr
sorusunu getirmistir. GDF9 ve BMP15'in kisa donem su bazli adjuvan kullamm ve
immunizasyonu ile ovulasyon oranlarinda artis saptanmistir (61). Ayrica fertilizasyon, embryo
sag kalimi ve gebelik devaminda farklilik da saptanmamustir. Bu bulgular bu iki faktorin

infertilite tedavisinde ovul asyon oranlarin arttirmada da kullamil abilecegini dustndirmektedir.
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* Fetal yasam

Sekil-9: Oositten salinan faktorlerin kumulus hiicrelerine ve oosit kalitesine etkisi (Smad: hiicre
ici sinyal ileti molekult, MAPK: mitogen-activated protein kinase) (13). (Gilchrist RB, Lane M,
Thompson JG. Oocyte-secreted factors: regulators of cumulus cell function and oocyte quality.
Hum Reprod Update 2008; 14: 159-177.)

Bu iki parakrin faktorin folikilogenezdeki etkilerine bakilarak bu faktorlerin  kilttr
medyumlarina eklenmesiyle oosit kalitesinin arttirllmas: da amaclanabilir. Y akin zamandaki bir
calismadain vitro maturasyonda (IVM) kumulus hticresi oosit kompleksi, rekombinant GDF9 ve
BMP15 eklenmis ortama koyularak oositlerin gelisim kapasiteleri incelenmistir. Sonucta
oositlerin blastokist evresine gegisinin %40’ tan %60’ a yukseldigi gbzlenmistir (65, 66)(Sekil-10).
Ayni zamanda oositten salinan faktorlerin kumulus oosit kompleksi ortamina eklenmesiyle
embryo kalitesinin arttirllabildigi ve trofektoderm hiicre sayisinin arttigi da gosterilmistir (66).
Oodtin kalitesi sonraki gelisim basamaklarimi etkilemektedir. Bunlar fertilizasyon, embryo
olusumu ve saglikli gebeligi kapsamaktadir. Kotl oosit kalitesi, polispermi veya embryonik
gelisimde duraksama ve spontan abortus gibi durumlarla sonuglanmaktadir. Glinimizde embryo
gelisimi ve cevresel faktorlerin oositin kendisi tarafindan diizenlendigi gorist de giderek kabul
gormektedir (67). Reproduktif biyoloji ve tip alamnda oosit kalitesini etkileyen molekiler ve
hiicresel olaylarin mekanizmasi ise hala tam agiklanamamustir.
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Sekil-10: BMP15 ve GDF9 eklenmis mediumun oosit gelisim kapasitesine etkisi. (KOK:
Kumulus oosit kompleks, OSF: Oositten salinan faktorler)(66)(Gilchrist RB, Thompson JG.
Oocyte maturation: Emerging concepts and technologies to improve developmenta potential in
vitro. Theriogenology 2007; 67: 6-15)

Y apilan arastirma sonuclarint kisaca 6zetleyecek olursak bu yakin zamanda kesfedilmis iki lokal
medyatorin oodt tarafindan salgilanarak cevre granuloza ve teka hicre fonksiyonlarini (ve
dolayl1 olarak da oositin kendisini) etkiledigini sdyleyebiliriz. Yani oositin kendi kaderini tayin
etmede rolU oldugu dusUnulebilir.

GDF9 ve BMP15'in oogtten saindiktan sonra folikiler sivida bulunduklar: da gosterilmistir
(50). Mevcut verilere dayanarak folikiler sivi GDF9 ve BMP15 dizeylerinin  oosit
maturasyonunu, fertilizasyonu, embryo kalitesini ve klinik gebelik oranlarini etkileyebilecegi
dustndlebilir. Biz de bu ¢calismada bu hipotezi arastirmak amagli infertilite nedeniyle klinigimize
basvurarak in vitro fertilizasyon uygulanan hastaarin folikiler sivi GDF9O ve BMP15 dizeyleri
ile o foliklle ait oositin sonraki gelisimi( maturasyon, kalite, fertilizasyon, bolinme, embryo
kalitesi) ve klinik gebelik oranlar1 arasindaki iliskiyi incelemeyi planladik. Bu iki parakrin
faktorin yapilan calismalarda FSH ve LH reseptorleri Gzerinden steroidegenezi de etkiledikleri
gbzontne alinarak folikiler sivi FSH, Ostradiol ve progesteron diizeyleri de calismaya dahil
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edildi. Oost morfolojisinin daha subjektif bir bulgu olabileceginden yola ¢ikilarak t¢ ayr oosit
morfolojik degerlendirmesinin sonraki embryo kalitesne etkisi ve oosit morfolojisi ile bu iki

parakrin faktor arasinadaki iliskinin arastirilmasi da planland.
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3.GERECVE YONTEMLER

Bu prospektif calisma 2008-2009 tarihleri arasinda Dokuz Eylill Universitesi Kadin Hastaliklar
ve Dogum Anabilim Dali, IVF merkezinde IVF/ICSI uygulanan hastalarin oosit toplama
sirasinda elde edilen folikiler sivilarn incelenerek gergeklestirildi. Dokuz Eyliil Universitesi etik
kurulu onay: alindi. Islem éncesi calismaya katilim igin her hastanin yazili ve s9zIi onami aindh.

Calismaya c¢esitli nedenlerle ( erkek faktor, kadin faktor, agiklanamayan infertilite) klinigimize
IVF/ICSI icin basvuran toplam 97 hasta dahil edildi. Polikistik over sendromu tamsinda
Rotterdam tam kriterlerinden (1. Oligo-anovulasyon 2. Klinik velveya biyokimyasa
hiperandrojenemi 3. Ultrasonografide polikistik overlerin mevcut olmasi) en az ikisinin mevcut
olmasi kullamldi (68). Ultrasonografide polikistik over gorintisti olan fakat polikistik over
sendromu olmayan hastalar da polikistik overi olan hastalar olarak istatistik analizde ayrica
incelendi .

3.1. Kontrolltr Ovaryan Hiper stimulasyon

Calismaya katilan hastalara (n=67) GnRH anologu (Suprefact; Sanofi Aventis, Turkiye/Lucrin;
Abbot, Turkiye) ile uzun protokol uygulanarak hipofizer baskilama sonrasi overyen stimuilasyon
amagli rekombinant FSH ( Puregon; Organon, Turkiye/ Gonal-F, Serona, Turkiye) veya hMG
(Menogon; Er-Kim, Turkiye) kullanildi. Diger hastalarda (n=30) kisa protokol uygulanarak
GnRH agonist yerine antagonist (Cetrotide; Serona, Turkiye/ Orgautron; Organon, Turkiye)
kullanildi. Duzenli foliktlometrik degerlendirme sonrasi en az iki folikul ¢apr 18 mm olunca
10000 1U hCG (Pregnyl, Organon, Turkiye) ya da 250 mcg rekombinant formu (Ovidrel; Serono,
Tarkiye) uyguland:.

3.2. Oosit Toplanmasi

Yapilan hCG' den 36 saat sonraintravendz sedasyon altinda oosit toplamaislemi gergeklestirildi.
Sedasyon icin fentanyl (fentanyl citrate ampul, Abbot, Turkiye) 1 mcg/kg, propofol (propofol
flakon 500 mg/ml, Abbot, Turkiye) 1 mg/kg ve midazolam (dormicum ampul 5mg/ml, Roche,
Tarkiye) kullamildi. Vagen steril sdin  solisyonuyla temizlendikten sonra transvagind
ultrasonografi rehberliginde; ultrasonografi probuna (7,5 mhz endovagina probe, Siemens,

Japonya) bagli 16 G agpirasyon ignesi (Gynetics, Hamont-Archel, Belcika) ile 125 mmHg
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basin¢ uygulanarak folikiler aspirasyon yapildi. Her aspirasyondan sonra bir sonraki folikul
sivisinin kontaminasyonunu engellemek amagli set temizlenerek yeni toplama tipu kullanild.
Her hastadan yikamasiz ve kontaminasyonu olmayan ve tek oosit elde edilen bir adet folikdl
sivist ayrilarak 15 ml hacimli tipe kondu. Sivi Ornegindeki granuloza hucrelerini ve debris
ayirmak i¢in 2000 devir/dk hizda 10 dakika santrifllj yapildi. Siupernatant 0,4 ml icerecek sekilde
steril polipropilen tiplere aktarildi. Materyeller numaralandirilarak -80°C’ de analiz gtiniine kadar
sakland.

3.3. Oositlerin Elde Edilmes ve ICSI

Aspirasyon ile elde edilen her bir folikil sivisi laminar flow kabinindeki petri kaplarina
dokuldikten sonra mikroskop altinda oositler bulundu. Falcon 353037 (60x15 mm) center well
dishler; dis kismina 2 mit, i¢ kismina 1 ml HEPES eklenerek Quinn’s Advantage medyum(
SAGE Biopharma, Bedminster, NJ, ABD) konularak hazirlandi. Tabagin dis kisminda yikanip
bulunan oositler Pasteur pipet ile i¢ kisma aindi. Folikil sivist ayrilan oosit ayri bir kapta takip
edildi. Oosit toplama islemi bittikten sonra oositler, bir gin 6nceden hazirlanmis Quinn’'s
Advantage Protein Plus Fertilization( HTF) medyumlu tabaga ( NUNC four well dish, 176740,
Thermo Fisher Scientic, ABD) aktarilarak ICSl islemine kadar 2-4 saat inkibe edildiler. ICS
islemi 6nces oositlere mekanik ve kimyasa dentiasyon uygulandiktan sonra, invert mikroskop
(Olympos 1X70, Olympos, Viyana) altinda nikleus ve sitoplazmalar: degerlendirildi. Nukleer
degerlendirmede oositler G¢ gruba ayrildi. Grup 1; matir, metafaz [I (MIl) oositler, Grup 2;
immatur, metafaz | (MI) veya germina vezikil (GV) oositler, Grup 3; dejenere olan oositler
olarak belirlendi. Sitoplazmik degerlendirme sonucunda ise oositler sitoplazmasi normal ve
anorma olanlar (granuler, koyu, vakuolll, refraktil cisimli) olarak gruplandi. Oositlerin polar
cisimcik (normal, parcali, genis) ve previtdlin araiklarn (norma, genis, dar, partikiler) da
degerlendirildi. Yumurta toplama islemi sonrasi hasta eslerinden mastiirbasyon ile semen 6rnegi
alindi. Semen Orneginde sperm bulunmayanlara TESE (Testikiler sperm  ekstraksiyonu)
uygulandi. Swim up ve yogunluk gradiyenti santrifiju ile hazirlanan spermler 0,5-4 saat protein
iceren medyumda (Quinn’s Sperm Washing Medium, Sage Media, A.B.D), 37°C’de, %5'lik
karbon dioksitli ve %98'lik nemli ortamda kapasitasyon amaciyla inkibasyona (Heraus
inklbator, Almanya) birakildiktan sonra mikroenjeksiyon prosedtirti uygulandh.
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3.4. Oosit grade sistemi

Oodtler embryologun sitoplazmik ve ekdrasitoplazmik degrlendirmesine gore tekrar

derecelendirildi. Derecelendirme kriterleri su sekildedir.

Grade A sistemi; Xia nin oosit gradeleme sistemine gore (36):

Gradel: Pargali polar cisimcik, genis perivitellin aralik
Grade2: Normal polar cisimcik, genis perivitellin aralik
Grade3: Parcali polar cisimcik, normal perivitellin aralik
Graded: Normal polar cisimcik, normal perivitellin aralik

Grade B sistemi ise Mikkelsen ve ark.’nmin yaptigi derecelendirmeye gore yapilmistir ve su

sekildedir (69): Oositlerin sahip oldugu ekstrasitoplazmik anomalilerden pargal1 polar cisimcik

veya genis perivitellin araik; sitoplazmik anormalliklerden koyu ya da granuler sitoplazma,

refraktil cisim olmasi gibi anormalliklere gore:
Grade I: Normal oosit
Grade II: Bir anomali mevcut

Grade ll1: En az iki anomali mevcut

MOMS (Metafaz 1l Oosit Morfoloji Skoru) ise yakin zamanda Rienzi ve ark’ nin yaptigi oosit

skorlamasidir (33). Tablo I’de gosterilmistir:

Tablo1: MOMS

Ekstrasitoplazmik degerlendirmede Puan
Anormal polar cism 20
Genis perivitellin aral1k 14
Sitoplazmik degerlendirmede

Granuler sitoplazma 14
Santral |okalizasyonlu graniler alan 2,7
Vakuol 21
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3.5. Fertilizasyon, Klivaj ve Embryo Degerlendirmes

ICSI isleminden 18 saat sonra fertilizasyon degerlendirildi. iki adet pronukleusa sahip olanlar
fertilize olarak kabul edildi. Fertilizasyona gore oositler iki gruba ayrildi. Grupl; fertilize olanlar;
Grup 2; fertilize olmayanlar. Fertilize olan oositlerde kliva) 24 saat sonra degerlendirildi.
Bolunmeye baslayip en az iki hicre olanlar klivg olmus, bolinmeyenler ise kliva) olmamis
olarak iki gruba ayrildi. ICSl isleminden 48-72 saat sonra embryo transferi yapildi. Transfer
Oncesi embryolar ikinci ve Uglnct gun kalitelerine gore derecelendirildi. En Ust kalitede olan
embryolar transfer icin kullanildi. Derecelendirmede blastomerlerin sekli, birbirlerine orani ve
fragmantasyon degerlendirildi, Grade 1, dogru ve esit buyuklUkte htcreler, fragmantasyon yok,
cok cekirdeklilik yok; Grade 2, dogru ve esit buyuklikte hicreler, %0-25 fragmantasyon var;
Grade3, hicreler esit buyuklukte degil ve %25-50 fragmantasyon ; Grade 4, hicreler esit
bluyuklikte veya degil ancak >%50 fragmantasyon var (40).

Embryo transferi transabdominal ultrasonografi (Sonoline Adara, Siemens, Almanya) esliginde
gerceklestirildi. Vajen steril salin sollisyonuyla temizlendikten sonra kateter (Wallace, Smiths,
Ingiltere Labotect, Almanya) ile kaviteye girilerek , kateterin ucu fundusa 1-1,5 cm uzaklikta
iken embryo transferi yapildi. Transfer kateterinde embryo kalip kamadigi kontrol edilerek
isleme son verildi. Embriyo transferi sonrasinda hasta 30 dakika dinlendirildi. Luteal faz destegi
icin her hastaya 600 mg/guin vaginal progesterone ( Progestan kapsil, 100 mg, Kogak, Turkiye)
verildi. Transferin 14. gininde serum B-hCG degeri > 25 miU/ml ise biyokimyasal gebelik
tespit edildi. Klinik gebelik ise U¢ hafta sonra bakilan transvaginal ultrasonografide gebelik

kesesinin gozlenmesi ile saptand:.

3.6. Folikiler Sivi GDF9 ve BM P15 Duzeylerinin Belirlenmesi

3.6.1. Protein dizeylerinin belirlenmesi

Folikul sivilar1 ¢oziinme sonrast 1300 g'de 10 dakika tekrar santrifllj edilerek supernatant
kisimlart ayn ependorflara alindi. Protein miktar belirlemesi icin BCA Protein Assay Kit (Pierce
23225) kullanildi. Her bir tupte farkli miktarlarda stok BSA (Pierce, 23209) iceren, BCA ve

ddH20 ilaveleriyle 1ml’lik toplam hacme ulastirilan reaktif soltsyonlar hazirlandi. Yine bunlara
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paralel olarak, miktar tayin edilecek hasta folikil sivilarinin her birinden 2 pl iceren ve aym
sekilde BCA ve ddH0 ile 1ml’ye tamamlanmis reaktif sollisyon hazirlandi. TUm 6rnekler
tepkime gerceklesmesi icin 60 °C’ de 15 dakika inkiibe edildi. Isi atinda icerdikleri protein
miktarlanyla orantili sekilde degisiklik gosteren reaksiyon sonunda olusan bikronik asit-bakir
komplekslerinin optik densiteleri (OD) “picodrop” cihazi kullanilarak, 562 nm dalga boyu baz
alinarak Olculdu. Bilinen BSA konsantrasyonlarina karsi “picodrop”da okunan OD degerleri
kullamilarak cizilen standart dogrusal grafikten elde edilen matematiksel formal kullanilarak diger
orneklerdeki bilinmeyen protein miktarlari hesaplandi.

3.6.2. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi

BioRad mini tetracell protein elektroforez sistemi kullamldi. Konsantrasyonlari belirlenmis
folikdl sivilart PBS igerisinde diltie edilerek ve esit miktarlardaki proteinler kullamlacak sekilde,
% 5 B-ME (Applichem, A1108,0100) iceren 2X yukleme tamponu ile son konsantrasyon 1X
olacak sekilde karstirilip, 95 °C’ de 10 dakika kaynatildi. Protokol Duffey D (2003) modifiye
edilerek kullamild: (70). Kaynatilan ornekler oda sicakligina gelince, tanka yerlestirilmis tris-
glisin elektroforez yuriime tamponu igerisindeki jellerin kuyularina yuklendi. Bir kuyuya da
proteinlerin biyukltklerini tahmin etmek amaciylaicinde bilinen buytkliklerde ¢esitli proteinler
bulunan 6nceden boyal1 buyuklik belirteci (prestained size marker) (MBI Fermantas SM0671)
yiklendi. Ornekler istifleyici jelin sonuna kadar 70V’ da, ayirici jelde ise 110 V sabit gerilimde 3-
4 saat yurotildid. 1 PVDF membran (millipore, 1PVH15150) kullanilarak 1slak olarak %20
methanol igeren transfer tamponu ile 400mA de 3 saat transfer yapildi. Transfer isleminden sonra
%10'luk st tozu ve %0.1 Tween-20 iceren TBS ile bloklama islemi oda sicakliginda 1 saat
olarak gerceklestirildi. Belirlenmek istenilen proteine karst 6zgin olarak dretilmis satin ainan
antikorlarin (primer antikor), %3 st tozu iceren TBST icinde optimizasyon sonrasinda
belirlenmis konsantrasyonlarda olacak sekilde diltsyonlar: yapildi ve odaisisinda 1 saat yada +4
°C’de cakalanarak inkube edildi. Bu islemin ardindan membran en az 6 kere 10'ar dakikalik
calkalamalarla yikandi. Daha sonra primer antikorun elde edildigi hayvana kars1 ve ucunda HRP
enzimi takili antikorun (GDF-9 (C-20) Sc-7407, GDF-9B (H-83) Sc-28911) yine %5 st tozu
iceren TBS-T kullanilarak optimize diltsyonlar: (1:500) yapildi ve 16 saat +4 derecede yavasca

calkalanarak inklbe edildi. Primer antikor sonrasinda yapilan yikama islemi tekrarland.
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Sekonder antikor olarak rabbit anti-goat HRP Sc-2768 (1:10000) ve stabilized HRP conjugated
goat anti-mouse 1858413 (1:10000) antikorlart yine %5 st tozu iceren TBST icerisinde
hazirlanip oda sicakliginda 1 saat membranla inkibe edildi. Ardindan membran en az 6 kere
10’ar dakikalik calkalamaarla yikandi. Tum yikamalarin ardindan Pierce (West Dura Extended
Duration Substrate, 34075) kit soltsyonlart kullanilarak bantlar gorunttlendi. Pierce kitinde
Onerildigi gibi membran 5 dakika soltisyon karisimiyla muamele edildikten sonranaylon igerisine
alindi. Istmaya duyarlt Kodak (5256441) filmi naylon icerisindeki membran Uzerinde, kasette
kapal: sekilde, farkli antikorlar icin farkli sirelerde tutulup ardindan da banyo edilen filmden
sonuglar goriinttlendi. Tkincil antikor ucunabagli HRP enzimi Pierce kitinin igerisindeki substrat:
parcalayarak 1s1maya sebep oldu.

3.7. Folikuller Sivi FSH, Progesteron ve Ostradiol Diizeylerinin Belirlenmesi

Folikiler sivi hormon diizeyleri (FSH, Progesteron, Ostradiol) kemiluminesent immunoassay
yontemi ile belirlendi. Immulite 2500 (Siemens) cihazi kullamldi. Orneklerin tamanm
calisiimadan Once dillsyon testi ile kontrol 6rnekler calisildi. Her test 6ncest Immulite 2500
dusiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlar icin kalibre edildi. Ostradiol icin 6rnekler 1:1000
dilisyonda, progesteron ic¢in 1:500 dilisyonda calisildi. FSH icin ise dilusyon gerekmedi.
Intrasssay degisim katsayilan (coefficient of variations): FSH %1.5, E2%3.73, P%2.85.
Interassay degisim katsayilar ise: FSH% 3.5, E2%3.84, P%4.65 idi.

3.8. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS (Statistical Package for Socia Sciences, version 11,0) programinda analiz edildi.
Olusurulan iki grup ortalamasi arasinda fark olup olmadigim belirlemede parametrik kosullarda
bagimsiz gruplarda t testi, parametrik olmayan kosullarda bagimsiz gruplarda Mann-Whitney U
testi kullanildi. ikiden fazla grubun ortalamalan karsilastinldiginda  parametrik olmayan
kosullarda Kruskal-Wallis Varyans Analizi yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Calisma toplam 97 hasta ile yapildi. Hastalarin infertilite nedenlerine gore dagilimlart Tablo
I’ de gosterilmistir.
Tablo -11: Hastaarin infertilite nedenleri

Infertilite nedeni Say1 %
Erkek faktor 41 42,3
Kadin faktor 19 196
Aciklanamayan 29 29,9
Kadin+Erkek faktor 8 8,2
Toplam 97 100,0

Kadin faktori olan olgular irdelendiginde ; PCOS olan 5 (%18,5), endometriozis olan 6 (%22,2),
ileri kadin yas1 olan 4 (%14,8), tubal faktor olan 12 (%44,4) hasta saptanmustir.

Hastaar infertilite nedenlerine gore gruplandirildiginda; gruplar arasinda bakilan klinik 6zellikler
acisindan istatistiksel fark gbzlenmedi (Tablo I11).

Hastadlarin oositleri  degerlendirildiginde 97 oositin 7 (%7,2)’'sinde niukleer maturasyon
gerceklesmemis, 90 (%92,8) adet M1l oosit olusmustur. Bu 90 hastamn 6'sina da TESE negatif
olduklart igin ICSI uygulanmamistir. 91 hastamn 38 (%41.7)’inde gebd ik elde edilmistir.

ICSI uygulanabilen 84 hastanin oositlerinde sitoplazmik inceleme ve oosit grade’ lemesi yapilmis,
fertilizasyon oranlarina bakilmistir.Sitoplazmik degerlendirmede sitoplazmast norma olan 12
(%14,3), granller olan 49 (58,3), koyu olan 13 (%15,5), refraktor cisimli olan 8 (%9,5), vakuollu
olan 2 (%2,4) oosit saptanmustir. Grade A sistemine gore oositler derecelendirildiginde su
sekilde dagilim gozlenmistir (Tablo IV).
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Tablo -111: Hastalarin infertilite nedenlerine gore klinik ozellikleri ve tedavi sonuglar

Erkek Kadin Aciklanmayan | Erkek+Kadin | p-degeri
n=97 faktor faktor (n=29) faktor (n=8)

(n=41) (n=19)
Y as 30,07+0,80 | 32,5+1,29 31,1+0,88 33,0+1,46 0,282
Gonadotropin | 2948+245,6 | 3230+398,7 2838+259,6 3625+562,0 0,547
dozu(lV)
hCG gini 11,79+0,65 | 12,33+0,86 11,8+0,55 12+0,57 0,974
Follikdl sayisi 13,4+1,25 10,2+1,16 15,8+2,31 12+2 3 0,368
Oosit sayis 12,6+1,2 8,9+1,24 12+1,2 8,0£2,0 0,153
M1l oram(%) 81+4 8216 7945 76+18 0,948
Fertilizasyon 6416 7815 70+3 77+12 0,260
orani(%) (n=33) (n=17) (n=26) (n=8)
(n=84)
Embryo sayist 7,409 7113 8,6+0,8 7217 0,404
(n=64) (n=25) (n=12) (n=21) (n=6)
Tablo-1V: Grade A sistemine gére oosit gradeleri
Grade Sayi %
Gradel 14 16,7
Grade?2 15 179
Grade3 33 39,3
Graded 22 26,2
Toplam 84 100,0
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Grade B sistemine gore ise oositler su sekilde dagilim gostermistir (Tablo V):

Tablo -V: Grade B sistemine gore oosit gradeleri

Grade Sayi %
Gradel 7 8,3
Gradell 22 26,2
Gradelll 55 65,5
Toplam 84 100,0

84 oositin 66 (%78,6) tanesinde fertilizasyon gegeklesmis, 18 (%21,4) tanesinde ise fertilizasyon
saptanamamustir. Olusan 66 embryonun ise 64 (%97) tanesinde klivg olusmus, 2 (%3) tanesinde
kliva) saptanmamistir

Bu 64 embryonun 2. giin embryo kalitesine gore degerlendirilmelerinde 31 (%48,4) tanesinin
gradel, 27 (%42,2) tanesinin grade?, 6 (%9,4) tanesinin ise grade3 embryo oldugu saptanmustir
(Tablo VI). 20 embryo 2. gun transfer edildigi icin 44 embryonun 3. gin  kalitesine bakilmustir.
Bunlarin ise 19 (%43,2) tanesinin gradel, 20 (%45,5) tanesinin grade2, 5 (%11,4) tanesinin ise
grade3 embryo oldugu saptanmistir (Tablo VII).

Tablo -VI: 2. giin embryo kalitesine gére embryo gradeleri

Grade Sayi %
Gradel 31 484
Grade2 27 42,2
Grade3 6 94
Toplam 64 100,0

Tablo-VI1: 3. giin embryo kalitesine gore embryo gradeleri

Grade Say1 %

Gradel 19 43,2
Grade?2 20 455
Grade3 5 11,3
Toplam 44 100,0
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Folikiler sivilarda GDF9 ve BMP15'in  proform ve matur formlar: 6lcllmiistir. Orneklerin
tamaminda proform duizeyleri saptanabilirken, bazi hastaarda bu proteinlerin matur formlarinin
olusmadhgr saptanmistir. 97 hastamin 88 (%90,7)’ine ait folikul sivisinda GDF9 matur formu
saptanmus, 9 (%9,3)’ unda saptanmamstir. BMP15 matur formu ise 58(%59,8) hastada saptanmus
39(%40,2) hastada saptanmamustir. Folikdl sivilarinin ortalama GDF9 proform, BM P15 proform,
GDF9 matur, BMP15 matur, FSH, Progesteron (P) ve E2 diizeyleri Tablo VIII’da gdsterilmistir.

Tablo—-VII1: Folikiler stvi FSH, P, E2, GDF9 proform, BM P15 proform, GDF9 matur, BMP15
matur diizeyleri(ortalamatstandart hata(sh)).

n:97 Ortalamazsh Minimum-maksimum deger
FSH(mMIU/mI) 8,21+5,49 1,16-24,6
P (ug/ml) 11,12+3,76 243-19,1
E2 (ng/ml) 657,42+356,28 106,46-1644,66
GDF9 proform 10,37+2,75 4-17
BM P15 proform 6,87+2,52 1-13
GDF9 matur form(n:88) 3,77+291 0-11,3
BM P15 matur form(n:58) 2,31+2 45 0-9,7

GDF9 proform ile GDF9 matur diizeyleri, BMP15 proform ile BMP15 matur diizeyleri arasinda
istatististiksel anlaml1 pozitif korrelasyon sgptandi (p<0,05) (Grafik-1). Ayrica GDF9 matur ile
BMP15 matur dizeyleri aasinda da anlamli  pozitif korelasyon sgptandi (p<0,05)
(Grafik-2). Folikiler hormon duzeyleri ile GDF9 ve BMP15 dizeyleri arasinda anlamli
korrelasyon izlenmedi. FSH ile P dizeyleri arasinda, P ve E2 dizeyleri arasinda da istatistiksel
anlaml pozitif korrel asyon saptand: (p<0,05).

Infertilite nedenine gore gruplancirmada gruplar arasinda GDF9, BMP15 proform ve matur

duizeyleri ve hormon duizeyleri arasindaistatistiksel anlaml1 farklilik saptanmad: (Tablo 1X).



Grafik 1: GDF9 proform ile GDF9 matur diizeyleri, BMP15 proform ile BMP15 matur diizeyleri
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Tablo IX: infertilite nedenine gore folikiler sivi FSH, E2, P, GDF9, BMP15 proform, matur

dizeyleri(orttsh)

Erkek Kadin Aciklanamayan | Erkek+Kadin | p-degeri

n=97 faktor faktor (n=29) faktor (n=8)

(n=41) (n=19)
FSH(mIU/mI) 8,00+0,75 |9,70+1,36 | 7,34+1,04 8,93+2,54 0,559
P (ng/ml) 11,00+0,52 | 10,66+0,90 | 11,43+0,75 11,69+1,69 0,797
E2 (ng/ml) 589,06+06 | 742,88+84,8 | 670,01+68,4 759,10+1554 | 0,370
GDF9 proform | 10,61+0,44 | 10,74+0,56 | 9,79+0,50 10,38+1,13 0,780
BMP15 proform | 6,51+0,37 | 7,05+0,56 | 7,21+0,52 7,00+0,90 0,723
GDF9 matur 439+047 | 2,80+0,62 | 3,58+0,50 3,60+1,12 0,203
(n=88) (n=39) (n=16) (n=26) (n=7)
BM P15 matur 247+0,38 |2,39+0,76 | 2,06+0,34 2,15+0,73 0,814
(n=58) (n=27) (n=11) (n=15) (n=5)

Folikuler sivi GDF9 ve BM P15 proform ve matur diizeyleri ile oositlerin nikleer maturasyonlari,

fertilize olup embryo olusturmalari, olusan embryolarin klivg] olup olmamasi, embryo kaliteleri

ve gebelik olup olmamas: arasindaki iliskiler degerlendirildi.

Oodtlerin nukleer maturasyonlar ile foliktler stvi GDF 9 ve BMP15 proform ve BMP15 matur

dizeyleri arasinda anlamlr iliski saptanmadi. GDFO matur formu, niikleer maturasyonunu

tamamlamis oositlerin folikiler sivisinda anlamli yiksek sgptand: (p<0,05). (Tablo X)

Tablo -X: Oositlerin nikleer maturasyonlar: ile GDF-9 ve BMP-15 proform, matur duzeyleri

(ort+sh) arasindaki iliski

Folikuler sivi(n=97) NUkleer Nukleer P degeri
maturasyon yok matur asyon var
(n=7) (n=90)
GDF9 proform 10,29+0,56 10,38+0,29 0,950
BM P15 proform 6,43+1,69 6,90+0,24 0,399
GDF9 matur 1,71+0,50 3,93+0,31 p<0,05
BM P15 matur 1,58+0,59 2,36+0,26 0,605

36



Oosdtlerin sitoplazmaarina gére norma ve anormal sitoplazmal1 oositler ile GDF9, BMP15

proform ve matur diizeyleri arasinda anlamlt iliski saptanmad:. (Tablo XI)

Tablo -XI: Oositlerin sitoplazmast ve GDF-9 ve BMP-15 proform, matur duzeyleri(ort+sh)

arasindaki iligki

Folikuler sivi(n=84) | Normal Anormal P degeri
sitoplazma(n=12) sitoplazma(n=72)

GDF9 proform 9,40+0,70 10,50+0,35 0,265

BM P15 proform 6,50+0,65 6,68+0,25 0,796

GDF9 matur 2,65+0,63 4,17+0,34 0,069

BM P15 matur 2,31+091 2,24+0,28 0,602

Oodit grade A sisteminde, oosit gradeleri ile GDF9, BM P15 proform ve matur diizeyleri arasinda
anlamli iligki saptanmad . (Tablo XII).

Tablo -XI1: Oosit gradeleri (A) ile GDF9 ve BMP15 proform ve matur dizeyleri (orttsh)

arasindaki iligki

Folikuler Gradel Grade? Grade3 Grade4 P degeri
sivi (n=84) | (n=14) (n=15) (n=33) (n=22)

GDF9 11,00+0,60 9,13+0,60 10,85+0,55 10,18+0,64 0,160
proform

BMP15 6,86+0,70 6,67+0,54 6,27+0,37 7,09+0,41 0,575
proform

GDF9 5,18+0,72 3,03+0,79 4,28+0,51 3,40+0,54 0,067
matur

BMP15 2,56x0,75 1,42+0,78 2,12+0,42 2,93+0,59 0,272
matur

Oodt grade B sisteminde oosit gradeleri ile BMP15 proform ve GDF9 proform ve matur
dizeyleri arasinda anlamli iliski saptanmadi BM P15 matur diizeyleri, grade 1 oositlere ait folikul
sivilarinda anlamli olarak yuksek sgptandi (Tablo XI111).
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Tablo -XII1: Oosit gradeleri (B) ile GDF-9 ve BMP-15 proform ve matur diizeyleri (ort+sh)

arasindaki iligki

Folikuler Grade 1(n=7) Grade2(n=22) | Grade3(n=55) |P degeri
sivi(n=84)

GDF9 proform | 9,29+0,42 10,36+0,71 10,55+0,38 0,461
BMP15 proform | 7,29+0,47 6,73+0,46 6,55+0,30 0,702
GDF9 matur 2,37+0,41 3,70+0,61 4,29+0,40 0,205
BM P15 matur 4,65+1,01 1,53+0,48 2,28+0,32 p<0,05

Oodtlerin fertilize olup olmamalar ile GDF-9 ve BMP-15 proform ve matur diizeyleri arasinda

anlamli iligki saptanmadh (Tablo X1V).

Tablo X1V: Fertilizasyon ile GDF-9 ve BMP-15 proform ve matur diizeyleri (ort+sh) arasindaki

iliski

Folikiler svi(n=84) | Fertilizasyon  yok | Fertilizasyon  var | P degeri
(n=18) (n=66)

GDF9 proform 10,61+0,88 10,29+0,32 0,767

BM P15 proform 7,17+0,70 6,74%0,25 0,296

GDF9 matur 4,10+0,74 4,03+0,35 0,983

BM P15 matur 2,28+0,67 2,28+0,30 0,664

Iki oosit fertilize olduktan sonra 2PN asamasindan ileri gidemedi. Fertilize olan embryolarin

bolinmeye devami (klivg) ile GDF-9 ve BMP-15 proform ve matur dizeyleri arasinda anlamli
iliski saptanmad: (Tablo XV).
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Tablo XV: Klivajagore ile GDF-9 ve BMP-15 proform ve matur duzeyleri (orttsh).

Folikiler sivi(66) Kliva) yok (n=2) Klivaj var (n=64) P degeri
GDF9 proform 9,00+1,00 10,33+0,32 0,431
BM P15 proform 7,50+1,50 6,72+0,26 0,571
GDF9 matur 4,00+0,30 4,03+0,36 0,694
BM P15 matur 2,25+0,31 2,35+0,34 0,224

2. gin embryo kalitesine bakildiginda embryo gradeleri ile ile GDF-9 ve BMP-15 proform
dizeyleri arasinda anlaml1 iliski saptanmadi. GDF9 matur duzeyleri grade 1 ve 2 embryolarda
grade 3 embryolara gore anlamli ytksek saptandi (Tablo XVI). 3.gin embryo kalites ile ise
GDF9 ve BM P15 proform ve matur diizeyleri arasinda anlamlt iliski sgptanmadi.

Tablo XVI: 2. giin embryo kalitesine gore GDF9 ve BM P15 proform, matur diizeyleri(ort+sh).

Folikiler svi(n=64) | Gradel(n=31) | Grade2 (n=27) | Grade3(n=6) P degeri
GDF9 proform 10,19+0,44 10,74+0,49 9,17+1,35 0,593
BMP15 proform 6,39+0,40 7,11+0,35 6,67+1,02 0,305
GDF9 matur 4,30+0,56 4,30+0,49 1,45+0,81 p<0,05
BM P15 matur 2,73+0,56 1,55+0,30 2,90+0,64 0,305

2.gin ve 3.gin embryo kaliteleri folikiler sivida GDF-9 ve BMP-15'in matur formlarinin
folikller sivida saptamip saptanmamasina gore tekrar karsilastirildi. BMP-15 matur formun
folikiler sivida bulunmas: ile 2. Gin ve 3.gin embryo kaitess  arasinda anlamli iligki
saptanmadi. GDF-9 matur formun folikiler sivida bulunmasi ile ise 2.gin ve 3.gin  embryo

kalitesi arasindaistatistiksel olarak anlamlt iliski saptand: (Tablo XVII, Tablo XVII1).
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Tablo XVI1: 2. gin embryo kalites ile GDF-9 ve BMP-15 matur formlarinin karsilastirilmasi

(Dikey situnlar embryo sayilarini, yatay situnlar ise matur formun foliktler sivida bulunup

bulunmadigint gostermektedir.)

Folikller sva Gradel (n=31) Grade2 (n=27) Grade3 (n=6) P degeri
BMP-15  matur 18 13 4

form var 0,620

BMP-15  matur 13 14 2

form yok

GDF-9 matur 31 26 4

form var p<0,01
GDF-9 matur 0 1 2

form yok

Tablo-XVI11: 3. gin embryo kalites ile GDF-9 ve BMP-15 matur formlarinin karsilastirimas
(Dikey situnlar embryo sayilarini, yatay situnlar ise matur formun foliktler sivida bulunup

bulunmadigint gostermektedir.)

Folikller sva Gradel(n=19) Grade2(n=20) | Grade3(n=5) P degeri
BMP-15  matur 12 7 2

form var 0,199
BMP-15  matur 7 13 3

form yok

GDF-9 matur 19 20 2

form var p<0,01
GDF-9 matur 0 0 3

form yok

Gebelik sonuglarina bakildiginda GDF-9 ,BMP-15 proform ve BMP15 matur diizeyleri arasinda
anlamli iligki sgptanmadi. GDF9 matur diizeyleri klinik gebeligi olan olgularda anlamli yuksek
saptand: (Tablo XI1X).



Tablo-XIX: Klinik gebelik sonucglart ile GDF9 ve BMP15 proform ve matur ortalama

duizeylerinin(orttsh) karsilastirilmasi

Folikiler sva Klinik gebelik yok | Klinik gebelik var | p degeri
(n=84) (n=46) (n=38)

GDF9 proform 10,27+2,76 10,45+2,80 0,765
BM P15 proform 6,75+2,77 6,82+2,11 0,903
GDF9 matur 3,35+2,71 458+2,99 p<0,05
BM P15 matur 2,15+2,78 2,24+2 00 0,874

Klinik gebelik sonuclar ile GDF9 ve BMP15 proform ve matur dizeyleri arasindaki iligki icin

ROC egris yapildiginda GDF9 matur icin egri altinda kalan alan 0,629 iken GDF9 proform igin
0,498 olarak , BMP15 proformicin 0,504 ve BMP 15 matur formigin ise 0,571 olarak saptandh

(sekil 11-12).

Sekil 11 : GDF9 proform ve matur duizeyleri ile klinik gebelik sonuglari igin yapilan ROC egris

ROC egrisi

Sensitivite

GDF9

—— matur

dizeyi
GDF9

— proform

dizeyi
Referans
cizgisi

0,0

1 1 1 1
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

1 - Spesifisite
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Sekil 12 : BMP15 proform ve matur dizeyleri ile klinik gebdik sonuclari icin yapilan ROC egrisi

ROC egrisi

BMP15
—— matur
duzeyi
BMP15
—— matur
duzeyi
Referans
clzgisi
1,0
0,8
D
=
= 0,67
=
2
S 0.4
(7]
0,2
0,0 T T T T
00 02 04 06 08 10
1 - Spesifisite
Oodt gradelemess ve MOM skorlamasi ile embryo kalitesi arasindaki iligkiler

degerlendirildiginde oosit morfolojik goruntlisti ile embryo kaliteleri arasinda istatistiksel anlamli
iliski saptanmad: (Tablo XX ve XXI).

Tablo XX: Oosit morfolojisi ile embryo kalites arasindaki iliski

Gradel Grade2 Grade3 Toplam
Gradel 2 4 0 6
Gradell 8 8 0 16
Gradelll 20 13 6 39
Toplam 30 25 6 61

*Dikey sttunlar embryo gradelerini, yatay stitunlar oosit gradelerini(B) gostermektedir.

**p=0,234




Tablo XX1: MOMS(ortt+sh) ile embryo kalitesi arasindaki iliski

Gradel

Grade2

Grade3

P degeri

MOMS

1,56+0,19

1,72+0,33

1,61+0,21

0,997

Folikuler sivi FSH, P, ve E2 dizeyleri ile oost sitoplazmasi, morfolojik evrelemeleri ve MOMS

arasindaistatistiksel anlamli iligki saptanmamustir (Tablo gosterimi yoktur).

Folikiler sivi FSH, P, E2 dizeyleri ile nikleer maturasyon, fertilizasyon, kliva, embryo kaites

arasinda anlamli istatistiksel iliski saptanmadi (Tablo XXI1, XX, XXIV).

Tablo XXI1: Nukleer maturasyon, fertilizasyon ile foliktler sivi FSH, P, E2 diizeyleri (ort+sh)

arasindaki iligki
NUkleer NUkleer Pdegeri
matur asyon(+) matur asyon(-)

FSH(mIU/mI) 8,14+0,56 9,15+2,94 0,972

E2 (ng/ml) 654,08+36,39 700,25+192,88 0,845

P (ng/ml) 11,19+0,40 10,17+0,55 0329
Fertilizasyon (+) Fertilizasyon(-)

FSH(mIU/mI) 7,91+0,62 9,89+1,52 0,305

E2 (ng/ml) 695,82+44,97 522,13+50,31 0,079

P (ng/ml) 11,48+0,45 10,33+1,13 0,452

Tablo XXI11: Klivg ilefolikuler stvi FSH, P, E2 dlzeyleri (orttsh) arasindaki iliski

n=66 Klivaj var (n=64) Kliva) yok (n=2) P degeri
FSH(mMIU/mI) 7,96+0,63 6,33+4,26 0,630
E2 (ng/ml) 696,69+46,20 667,94+185,40 0,955
P (ug/ml) 11,52+0,46 10,37+3,30 0,731




Tablo XXI1V: Embryo kalites ile FSH, E2, P diizeyleri (orttsh) arasindaki iligki

n=64 Gradel Grade2 Grade3 P degeri
FSH(mIU/mI) 9,29+1,07 6,98+0,73 547+1,32 0,182
E2 (ng/ml) 747,97+64,43 685,12+77,75 483,79+69,18 0,343
P (ug/ml) 11,47+0,68 11,59+0,72 11,48+1,39 0,977

Klinik gebeligi olan olgulardafolikuler sivi FSH diizeyleri istatistiksel anlamli olarak daha disuik
saptand: (Tablo XXV).
Tablo-XXV: Klinik gebelik sonuglar ile folikiler sivi FSH, P ve E2 dizeylerinin (orttsh)

karsilastirilmast

Folikller svi Klinik gebelik yok | Klinik gebelik var | p degeri
(n=84) (n=46) (n=38)

FSH(mMIU/mI) 9,69+5,71 6,71+5,03 p<0,05
P (ug/ml) 11,22+3,97 11,05+£3,75 0,833
E2 (ng/ml) 680,11+350,31 639,85+372,86 0,602

Polikistik overi olan olgularda folikiler sivi FSH ve P dizeyleri anlamli distk ve E2 duzeyleri
(ortxsh) anlamli yuksek izlendi (Tablo XXVI). Polikistik over olmasiyla foliktler sivi GDF9 ve

BMP15 duzeyleri arainda anlamli istatistiksel iliski saptanmamustir.

Tablo XXVI: Polikistik overi olmasina gore folikuler sivi FSH, E2 ve P diizeyleri

Polikistik over var | Polikistik over yok | P degeri

n=97 (n=24) (n=73)
FSH(mIU/mI) 5,11+0,78 9,23+0,65 p<0,01
E2(ng/ml) 870,49+87,08 587,36+35,30 p<0,01
P(ug/ml) 8,92+0,62 11,84+0,43 p<0,01




5. TARTISMA

Gunumtze kadar, overyen folikuler gelisimin, sadece hipatolamik-pitliter-overyen sistemin
endokrinolojik kontroliinde oldugu dusinilmisse de, artik intraovaryen faktorlerin de etkili
oldugu gosterilmistir. Oositin folikilogenez boyunca, folikil gelisimi, organizasyonu ve somatik
hiicre fonksiyonunda temel faktor olduguna dair kamitlar da her gecen giin artmaktadir.
Gunumtzde IVF'te oosit kalitesinin degerlendirilmesi en 6nemli unsurlardan biridir. Oosit
yeterliligi; oositin mayotik maturasyonunu, fertilizasyonunu tamamlayabilmesini ve iyi kalitede
embryo olusturarak basarili gebelik olusturabilmesini kgpsamaktadir.  Yiksek kalitede
embryolarin elde edilmes ve basarili gebelik elde edilmes icin oositin yeterli olmasi gerektigi
aciktir. Simdiye kadar oosit segiminde sitoplazma, polar cismcik ve perivitellin aralik gibi gesitli
morfolojik parametreler kullanmlmistir (3). Biz de c¢alismamizda oosit morfolojisini
degerlendirmede simdiye kadar diger calismalarda belirlenmis ¢ ayri1 oosit evrelemesi kullandik
(33,36,69). Bu caigsmalarda oosit evrelemes ile embryo kalitesi arasinda korelasyon
saptanmigtir. Fakat oosit morfolojisi ile embryo kalites arasinda korrelasyon sagptanmayan baska
calismalar da mevcuttur (35,71,72). Calismamizda sitoplazmas: normal ve anorma olan gruplar
arasinda ve oosit gradelemesinin perivitellin aralik ve polar cisimcige bakilarak yapildig:
evrelemede gruplar arasinda GDF9, BMP15 proform ve matur dizeyleri arasinda anlaml
farklilik saptanmamistir (Tablo XI1,X11). MOMS oosit skorlama sistemi ile de bu iki parakrin
faktor arasinda herhangi bir korrelasyon izlenmemistir. Sadece Mikkelsen ve ark’ nin yaptigi oosit
gradelemesine gore hi¢ bir anomalisi olmayan oosit grubunda BMP15 matur diizeyleri anlaml
yuksek saptanmistir (Tablo XII1, p<0,05) (69). Calismamizda kullandigimiz oosit morfolojik
gradeleri ve o oositlere ait embryo kaliteleri arasinda daistatistiksel anlamli iligki sgptanmamustir
(Tablo XX, XXI). Bu bulgu, oosit morfolojisinin subjektif bir degerlendirme oldugunu ve oosit
morfolojisi ile embro kalitesi arasindaki iliskinin de tartismali oldugunu desteklemektedir. GDF9
ve BMP15 dizeyleri ile oosit morfolojisi arasinda anlamlt iliski saptamamamiz da muhtemelen
buna bagl1 olabilir. Bu bulgular oositin yeterliligini degerlendirmede molekuler tan: testleri gibi
dahaobjektif testlere ihtiyag oldugunu da gostermektedir.

Ooditin nukleer maturasyonunun degerlendiriimesinde 11k mikroskopu altinda perivitellin
aralikta bir polar cisimcigin gbzlenmes yeterlidir ve degerlendirilmesinde daha az parametre

olmas: ile sitoplazmik degerlendirmeye gore daha objektif bir bulgudur. Oositlerin nikleer



maturasyonlarina bakildiginda GDF9 proform, BMP 15 proform ve matur dizeyleri ile anlamli
iliski sgptanmazken, GDF9 matur dizeyleri metafaz 1l oosit grubunda anlamli yiksek
saptanmustir (p<0.05, Tablo X). Bu bulgu oositin dejenere olmayip nikleer maturasyonunu
tamamlamasiunda GDF9 matur formun gerekli oldugunu distndirmektedir.

Fertilizasyon ve kliva sonuclarina gore GDF9 ve BMP15 dizeyleri ile gruplar arasinda
istatistiksel anlamlt iligski saptanmamustir (Tablo XV, XVI). Bu bulgu klivg olmams embryo
sayimizin az olmasindan kaynaklanabilir. Wu ve ark.” min yaptigi1 yakin zamandaki bir ¢aligmada
foliktler sivi BMPL5 duzeyleri ile fertilizasyon, klivg ve embryo kalitesi arasinda anlaml iligki
saptanmisgtir (73). Fakat bu ¢alismanin sonuclar yontem olarak celigkilidir. Cunki GDF9 ve
BMP15 diger TGF-p ailesi Uyeleri gibi posttranlasyonel modifikasyona ugrayan, yani pre-
proprotein formunda olustuktan sonra proteolitik klivaja ugrayarak proformun ayrilmasiyla matur
hale dontsen proteinlerdir. Daha sonra da hem birbirbirleriyle hem de kendi kendileriyle
birleserek homo ya da heterodimer olusturabilirler (11). Calismada BMP15'in hangi formuna
bakildigindan bahsedilmemistir ve western blot analizi indirgenmemis kosullarda yapilmstir.
Fakat bizim ¢aligmamizda western blot analizi indirgenmis kosullarda yapildig: igin homo ya da
heterodimer formlar degerlendirilmemis bu proteinlerin  monomerik  konsantrasyonlar
degerlendirilmistir. Bu konudaki yapilmis tek calismamn sonuclarn ile bizim calisma
sonuglarimiz arasindaki fark da bunabagl: olabilir.

2.gun embryo kalitesine bakildiginda BMP15 proform, matur ve GDF9 proform duzeyleri ile
embryo kalites arasinda istatistiksel anlaml iliski saptanmamsitir. GDF9 matur diizeyleri ise
daha iyi kalitedeki embryolara ait folikil sivisinda anlaml: olarak yuksek sgptanmustir (Tablo
XVI, p<0,01). Tum hastalarda bu iki parakrin faktorin proformlart saptanabilmisken, matur
formlart bazi hastalarda saptanabilmistir. 2. ve 3. giin embryo kalitesinin ise folikil sivisinda
GDF 9 matur form saptanan hasta grubunda anlamli olarak dahaiyi olmasi bu parakrin faktorin
proformdan matur forma dénisebilmesinin bile embryo kalitesini arttirdigin gostermektedir. Bu
bulgular proteolitik klivg) basamaginin bazi hastalarda belli nedenlerle saglanamadigim ve bu
hastalarda GDF9 matur formunun olusmamasimin embryo kalitesini olumsuz etkiledigini
gostermektedir.

Klinik gebelik sonuglarina bakildiginda da klinik gebelik olan olgularda GDF9 matur
duizeylerinin anlamli daha yuksek oldugu saptanmustir (Tablo X1X, p<0,05). BMP15 proform,



matur ve GDF9 proform duzeyleri ile klinik gebelik arasinda ise istatistiksel anlamli iliski
Saptanmamistir.

GDF9 ve BMP15 yakin zamanda kesfedilen proteinler olduklar igin, biyolojik 6zellikleri daha
tam anlamiyla ¢ozilememistir. Ayrica bu molekdllerin birbirleriyle ve diger parakrin faktorlerle
iliskileri de netlik kazanmamustir. Bizim bulgularimiza gére GDF9’'un proteolitik klivaja
ugrayarak matur hale gelmesi ve GDF9 matur dizeylerinin yiksek olmast oosit maturasyonu,
embryo kalites ve klinik gebelik sonuglarim olumlu etkilemektedir. BMP15 proform ve matur
dizeyleri ile iliski saptayamamizin nedeni bu iki proteinin heterodimer ya da homodimer
formlarinin degerlendirilememesinden kaynaklanabilir. Daha onceki calismalarda BMP15’'in
posttranlasyonel modifikasyonunun tlrler arasinda degisebilecegi de One slrllmustir(46).
Mclntosh ve ark’'min yaptigi ¢caismada, recombinant fare GDF9 ve BMP15'in birbirleriyle
iliskisine bakildiginda ortamda BM P15 olsun ya da olmasin GDF9’ un matur formunun daha ¢ok
homodimer olusturdugu, BMP15’in ise daha ¢cok monomerik proform, matur ve preprotein halde
kaldig1 saptanmistir (74). McMahon ve ark’ min yaptigi yakin zamanli bir ¢alismada da bu iki
proteinin postranslasyonel fosforilasyonun in vitro biyolojik aktivitelerinde etkili oldugu
gosterilmistir (75). Saito ve ark’nin yaptigi ¢alismada ise recombinant BMP15 matur proteinde
fosforilasyon, o-glikozilasyon ve kisama gibi postranslasyonel modifikasyonlar saptanmustir
(76). Baska bir calismada da BMP15 mutasyonunun insan recombinant BMP-15'inin matur
formunun biyolojik aktivitesini  degistirmedigi, fakat proproteinlerin posttranslasyonel
modifikasyonunu ve matur proteinin salgilanmasini olumsuz etkiledigi gosterilmistir. ilging olan
bu mutasyonlarin etkilerinin BMP15 mutant formun GDF9'la birlikte ekspresyonu oldugunda
saptanmig olmasidir (77). McNatty ve ark’ min ¢alismasinda BM P15 ve GDF9'un granuloza hticre
fonksiyonu regulasyonunda tek bagslarina etkilerine gore birlikte etkilerinin daha fazla oldugu da
gosterilmigtir (55). Bizim ¢alismamizda da GDF9 matur ve BMP15 matur diizeyleri arasinda
istatistiksel anlamli korelasyon saptanmistir.  Bu bulgular ve bizim ¢alismamizin sonuglarn da
BMP15'in fonksiyonunda ve gebdik sonuglarim etkilemesinde, dlzeylerinden cok
posttrandasyonel yolaklarin ve GDF9 ile etkilesmesinin ve heteromerik formlarin etkili
olabilecegini disundirmektedir.

Infertilite nedenine gore bakildiginda gruplar arasinda GDF9 ve BMP15 proform ve matur
duzeyleri agisindan fark saptanmamigtir. Filho ve ark’nin yaptigi calismada polikistik over

sendromu olan hastalardan ainan over dokusu 6rneklerinde primordial, primer ve kigik antral
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follikUllerde oositlerde kontrol grubuna gére GDF9 ekspresyonunda azalma saptanmustir(59).
Ayni calismada BMP15 ekspresyonunda ise farklilik saptanmamistir. Fakat bu ¢alismada over
biyopsisi ile inceleme yapilmis ve hastalar ovulasyon indiksyonu amacli gonadotropin
kullanmamustir. Bizim polikistik overli hastalarimizda fark saptanmamas: buna ya da olgu
say1simn az olmasina bagli olabilir.

Calismamizda folikiler sivi hormon dizeyleri ile GDF9 ve BMP15 arasinda istatistiksel anlamli
korelasyon saptanmamustir. Li ve ark’nin farelerde yaptigi ¢alisma sonuclarina gore in vitro
gonadotropin ve in vivo FSH uygulamasi ile overyen GDF9 ekspresyonunun arttigi, BMP15
ekspresyonunun ise degismedigi septanmustir (78). Spicer ve ark’ min sigirlarda yaptig: calismada
GDF9'un FSH’a bagli ostradiol ve progesteron uretimini inhibe ederek granuloza hiicrelerinin
prematiir luteinizasyonunu engelledigi saptanmistir (79). Yamamoto ve ark. da insan granuloza
hticre kulturlerinde GDF9’ un progesteron tretimini inhibe ettigini saptamistir(54). Vitt ve ark’ nin
calismasinda granuloza hicre kiltirine GDF9 tek basina eklendiginde bazal steroidogenezi
arttirdign , FSH’la birlikte eklendiginde ise FSH'a bagli progesteron ve 0Ostrojen Uretimini
baskiladigi sgptanmigtir. Buna gore GDF9'un erken antral ve preovulatuar folikillerde
proliferatif etkis oldugu fakat FSH bagiml: farklilasmay: inhibe ettigi sonucuna varilabilir (62).
Elvin ve ark’min farelerde yaptigi ¢alismada ise GDF9'un bazal progesteron Uretimini arttirdig
saptanmigtir (80). Calismaar arasindaki farklt sonuclar turler arast farklilik ya da kaltor
sartlarinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Calismamizda hormon dizeyleri ile bu parakrin
faktorler arasinda korelasyon sgptanmamast hastalarin ovulasyon indiksiyonu amasina bagl
olarak hormon dizeylerinin etkilenmesiyle iliskili olabilir. Cunki tedavide kullamlan
gonadotropin dozunda artisa bagli olarak folikiler sivi FSH ve P diizeyleri de istatistiksel anlamli
artis gostermistir (p<0,05).

Calismamizda folikiler sivi hormon dizeyleri (FSH, E2, P) ile nikleer maturasyon,oosit
morfolojisi, fertilizasyon, klivgy ve embryo kalitesi arasinda istatistiksel anlamli iliski
saptanmadh. Simdiye kadar bu konuyla ilgili yapilmis ¢alisma sonuclart da celiskilidir. Bazi
calismalarda folikuler stvi hormon seviyeleriyle fertilizasyon, embryo kalitesi arasinda iliski
saptanmazken, bazilarinda yiksek E2 ve P seviyeleri ile oosit maturasyonu ve fertilizasyonu
arasinda anlamli iliski saptanmustir (81-85). Tarlatzis ve ark’ min ¢alismasinda ise matur oositlerin
foliktler sivi Gstradiol ve progesteron seviyeleri immatur oositlere gore daha disik sgptanmustir

(86). Laufer ve ark’min yaptig1 calismada ise folikiler sivi FSH dizeyi ile fertilizasyon arasinda



anlamli iligki gbzlenirken embryo gelisimi arasindailiski saptanmamistir (87). Kreiner ve ark’ nin
yaptig1 calisgmada folikller sivi E2 ve E2/P duzeyleri ile klinik gebelik arasinda anlamlt iligki
saptanmigtir (88). Calismamizda klinik gebelik olan olgularda folikiler sivi FSH dizeyi
istatistiksel olarak anlamli dusik izlenmistir. IVF sikluslarinda folikiler hormon duzeyleri
gonadotropin dozlarindan ve pitliiter supresyondan etkilenebilirler. Folikiler FSH dizeyinin
alinan gonadotropin dozu ile istatistiksel anlamli korelasyon goOstermesi de bunu
desteklemektedir. Daha yilksek oranda gonadotropine ihtiyag duyulan hasta grubunda klinik
gebeligin dahadustk olmasi da beklenebilir.

Calismamizda ultrasonografik incelemede polikistik overi olan olgulara bakildiginda folikiler
sivi FSH ve progesteron dizeyleri anlamli dusik ve Ostradiol dizeyleri anlamli yiksek
saptanmigtir. GDF9 ve BMP15 duzeyleri ile ise anlaml iliski saptanmamistir. Messerlian ve
ark’'min calismasinda da polikistik over hastaigi olan olgularda gonadotropinle indiksiyon
sonras: folikiler sivi FSH ve P dizeyleri anlamlt dustik bulunmustur (89). Desforges ve ark’ nin
yakin zamanl1 bir ¢alismasinda ise IVF yapilan PCOS'lu hastalarin folikiler sivi FSH ve AMH
duzeylerine bakilmis ve FSH duzeyleri anlamli dusik, AMH dizeyleri anlamli yuksek
saptanmigtir (90). Bu durum da PCOS'lu olgularda FSH’in bozulmus folikiler etkinligine
baglanmustr.

GDF9 ve BMP15 insan overinde primer folikiler evreden itibaren eksprese olan iki parakrin
faktordur (44, 45, 91). Yapilmis calismalarda GDF9’un kumulus hilicre progesteron sentezini
duzenlenmek, LH reseptodr ekspresyonunu baskilamak, granuloza hiicre gelisimini ve kumulus
hiicre ekspansiyonunu uyarmak gibi fonksiyonlart gosterilmistir (79,92,93). Shimizu ve ark’ nin
yaptigi calismada immatur disi farelerde overe tek doz GDF9 gen enjeksiyonu ile antra
follikillerde blyiime saptanmustir (94). In vitro kosullarda rekombinant GDF9 uygulamas ile
insan ve farelerde erken follikuler gelisim uyarilmstir (95,96). Vitt ve ark’ nin yaptig1 calismada
da farelerde in vivo GDF9 uygulamasiyla primer ve antra folikil sayisinda artma saptanmustir
(97).Orisaka ve ark’nin ¢aligmasinda farelerde eksojen GDF9 eklenmesiyle preantra folikilden
erken antral foliklle gecis asamasinda granuloza hicre apoptozisinin ve folikiler atrezinin
engellendigi  saptanmistir (6). Hussein ve ark’'nin sigirlarda in vitro maturasyon (1VM)
calismasinda GDF9 ve BMP15'in  kumulus oosit kompleksi ortamina eklenmesiyle embryo
kalitesinin ve trofektoderm hicre sayisinin arttigi  gosterilmistir (66). Yeo ve ark’nin yakin

zamanli ¢alismasinda da farelerde oosit maturasyon medyumuna eksojen GDF9 eklenmesiyle

49



embryo gelisiminin ve fetal viabilitenin arttigr saptanmigtir (98). Bizim calisma sonuclarimiza
gore de GDF9 matur formu ile IVF sonuglarinda iyilesme gozlenmesi yukaridaki literattirde
hayvan ¢alismalarinda kiiltir medyumlarina recombinant GDF9 eklenmesiyle elde edilen olumlu
sonuclart desteklemektedir. Fakat bu bulgularin insan kdltir medyumlar: ile yapilacak
calismalarla desteklenmes gerekmektedir.

Calismamizin elestiriye agik olan noktalarindan birisi, tek bir folikil sivisi 6rnegi ile klinik
gebelik sonuclar arasinda korelasyon saptamamiz olabilir. Tek bir folikll sivisinin tim overyen
kohortu yansitmayacag1 bir gercektir. Fakat tim kohorttan yikama yapilmadan folikiler sivi
alabilmek hastalarin tedavi sonuglarim etkileyebileceginden mevcut sartlarla etik agidan mimkin
gorunmemektedir. Folikiler sivi FSH dizeyleri ile alinan gonadotropin dozu arasinda anlamili
korelasyon saptanmasi ise tek bir folikil sivisimin plazma ve diger kohorttaki folikul sivilar ile
korrele olabilecegini de dustindirmektedir. Embryo kalitesinin yuksek olmasi implantasyon ve
gebelik oranlart ile iligkilidir (99). Biz de ¢calismamizda folikuler sivi GDF9 matur diizeylerinin
artmasiyla embryo kalitesinin arttigim saptadik. Bu da dolayli olarak GDF9 matur ve gebelik
oranlan arasindaki iliskiyi aciklayabilir.

Oodgitin maturasyonu nukleer ve sitoplazmik maturasyonu birlikte kapsamaktadir. Nukleer
maturasyon ilk polar cismcigin gézlenmesiyle direk degerlendirilebilmekte fakat sitoplazmik
maturasyon tam olarak degerlendirilememekte, sitoplazmanin  morfolojik  gérinimiine
bakilmakta, ve oositin sonraki fertilizasyon ve embryo gelisimine gore karar verilmektedir. Bizim
calisma sonucumuza gore de GDF9 matur dizeyleri ile embryo kalitesi arasinda pozitif iligki

saptanmasi bu parakrin faktdriin sitoplazmik maturasyondadarol adigim distndirmektedir.

6. SONUC

Calisma sonuglarimiza gore; ilk olarak in vivo folikiler stvi GDF9 matur dizeyinin artisi ile
oosit nikleer maturasyonu, embryo kalitesi ve klinik gebelik sonuglart  anlamli artis
gostermektedir . Bu arastirma insanda IVF sikluslarinda GDF9 proform ve matur dizeyleri ile
oosit ve embriyo kalites arasindaki iliskiyi inceleyen ilk calismadir. Hayvanlarda yapilmis
Oonceki IVM caismalarn ve bizim calisma sonuclarimiz ART’de insan oosit maturasyon
medyumuna GDF9'un matur formunun eklenmesinin embryo gelisimi icin faydal1 olacagim

distundirmektedir.
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Ikinci olarak calismamizda oositin gesitli morfolojik degerlendirmeleri ile embryo kalitesi
arasinda iliski ortaya koyamamamiz morfolojik degerlendirmenin subjektif bir bulgu oldugunu
oosit degerlendirmesinde daha objektif kriterlere ihtiyag oldugunu ve sonraki embryo kalitesini
Ongorme agisindan GDFO matur form gibi oodtten salinan parakrin faktorlerin 6lcimindn
kullanil abilecegini gostermektedir.

Uclinclisll; calisma sonuclarimiz (GDF9 proform, BMP15 proform ve matur form ile IVF
sonuglart arasinda iliski sagptamamamiz) GDF9 ve BMP15 fonksiyonunda ilk salgilanma
duzeylerinden cok, proteolitik klivaj, homo ya da hetero dimerizasyon ve posttranlasyonel
modifikasyonlar gibi faktorlerin etkili olabilecegini dustindirmektedir. Bu iki proteinin
fonksiyonlarimin tirler arasi farklilik gostermesinden dolayr bu konuda insanda yapilacak
molekiler calismalaraihtiyag vardir.

Sonug olarak IVF basansim etkileyen faktorlerden olan oosit-embryo kalitesi ve belki de
implantasyon bagarisim arttirmak icin bu caligmanin bir 6n calisma olarak literatiire katki
saglayacagint duslnuyoruz.
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