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OZET

ART SIKLUSLARINDA POLIKiSTiK OVER SENDROMU VE HEPATOSIT
BUYUME FAKTOR DUZEYLERI

AMAC: Hepatosit biiyiime faktérii (HGF) mitogenez, anjiyogenez ve follikiilogenez gibi
bircok fizyolojik olayr diizenlemektedir. Follikiiler sivida HGF konsantrasyonunun oosit
maturasyonu ile iliskili oldugu bildirilmistir. Biz de bu c¢alisma ile kontrollii ovaryan
hiperstimulasyon sikluslarinda PCOS’lu hastalarla normal over yapisina sahip olan hastalarin

follikiiler sivi HGF diizeyleriyle oosit ve embriyo kalitelerini karsilastirmay1 amaglamaktayiz.

YONTEM: Kontrollii over stimulasyonu uygulanan 21 tanesi PCOS ve 38 tanesi kontrol
olmak tizere 59 hastadan toplam 168 follikiil sivis1 ve oosit degerlendirildi. Ayrica insan
koryonik gonadotropin (hCG) uygulama ve oosit toplama (OPU) giinii alinan serum
orneklerinde HGF ve androjen diizeyleri 6lgiildii. Follikiil sivilart HGF diizeyleri ELISA’yla
ve graniiloza hiicrelerinde HGF reseptorii (c-MET) mRNA ekspresyon diizeyleri gercek
zamanli PCR ile tespit edildi.

BULGULAR: Bazal serum androjen diizeyleri PCOS’da anlamli yiiksek bulundu. Serum
HGF diizeylerinin PCOS grubunda OPU giiniinde hCG giiniine gore ortalama 2.74 kat arttig1
saptandi. Kontrol grubunda ise bu artis ortalama 2.18 kat bulundu. hCG ve OPU giinii E2 ve
androjen diizeyleri PCOS grubunda anlamli yiiksek bulundu. Follikiiler sivi ortalama HGF
diizeyleri ayn1 giin alinan serum HGF diizeylerinden yaklasik 86 kat fazla tesbit edildi.
Fertilize olmus oositlerin (2PN) follikiiler siv1 ortalama c-MET ekspresyon diizeyleri fertilize
olmayanlara gore belirgin yiliksek saptandi (p:0.034). Kontrol grubunda follikiil sivisi
ortalama HGF diizeyleri Grade 1 embriyo gelisen follikiillerde, Grade 2-4 embriyo gelisen
follikiillerdeki diizeylerine gore anlamli yiiksek bulundu (p:0.03).

SONUC: Serum HGF diizeylerinin OPU giiniinde hCG giiniiniin iki katina ¢ikmasi, HGF
sentezinin artisinda LH’1in rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Grade 1 embriyolarda daha
yiiksek bulunan follikiil sivist HGF diizeyleri, HGF ile insan embriyo kalitesi arasinda iliski
oldugunu gostermektedir. Fertilize olan oositlerde c-MET mRNA ekspresyon diizeylerinin
belirgin yliksek olmasi, HGF’nin diger bilinen sitokin sistemleri ile birlikte fertilizasyon

basarisinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: HGF, c-MET, PCOS, Oosit maturasyonu, ICSI, Oosit kalitesi, Embriyo

kalitesi



SUMMARY

HEPATOCYTE GROWTH FACTOR IN POLYCYSTIC OVARY SYNDROME
DURING CONTROLLED OVARIAN HYPERSTIMULATION

OBJECTIVE: Hepatocyte growth factor (HGF) regulates many physiological responses such
as mitogenesis, angiogenesis and folliculogenesis. A relation between the concentrations of
HGF in follicular fluid and oocyte maturation has been reported. We aimed to evaluate levels
of HGF in follicular fluid in respect to the quality of oocyte and embryo in patients with

PCOS and normal ovary during controlled ovarian hyperstimulation cycles.

METHODS: Total 168 follicular fluid samples and their oocytes from 59 patients (21 PCOS
and 38 control) undergoing IVF treatment were evaluated. The levels of serum HGF and
androgens were measured on the day of human chorionic gonadotropin (hCG) administration
and oocyte retrieval (OPU). The levels of follicular fluid HGF were measured by ELISA and
MRNA expression of HGF receptor (c-MET) was detected by real-time PCR.

RESULTS: The basal levels of serum androgens were higher in PCOS patients comparing to
controls. Levels of serum HGF on the day of OPU were showed a 2.74 fold increase in PCOS
group compared to the day of hCG, whereas 2.18 fold in control group. On the day of hCG
and OPU, mean E2 and androgen levels were higher in PCOS group. Follicular fluid samples
contained 86 fold higher amounts of HGF compared with those of serum. Fertilized oocytes
(2PN) had significantly higher c-MET expression levels in follicular fluid than those of
oocytes that failed to fertilize (p:0.034). The mean HGF levels in the follicular fluid was
higher in Grade 1 embryos than Grade 2-4’s (p:0.03).

CONCLUSION: Doubling of serum HGF levels on the day of OPU compared to the day of
hCG suggest that LH may have a role in HGF synthesis. Higher HGF levels in follicular fluid
of grade | embryos were shown a relation between HGF and quality of embryo in human.
Significantly higher c-MET mRNA expression levels in fertilized oocytes suggest that HGF
might play a role with the other known cytokines systems, in the fertilization success.

Keywords: HGF, c-MET, PCOS, maturation of oocyte, ICSI, quality of oocyte, quality of
embryo



1. GIRIS ve AMAC

In vitro fertilizasyon (IVF) yardimci iireme teknikleri igerisinde yer alan ve 1978
yilindan bugiine kadar gebelik elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Teknigin basaris1 siklus basina elde edilen gebelik oranlari ile degerlendirilir. SART 2005
sonuclarina gore siklus basina gebelik orani %34, embriyo transferi basina canli dogum oram
%34.3°diir (1). Ingiltere 2004 yili sonuglarma gore siklus basmna gebelik oram %27.4,
embriyo transferi basma canli dogum oran1 %26’dir (2). Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi IVF Merkezinde ise siklus bagina gebelik oran1 %31.5, embriyo transferi
bagina canli dogum orani1 2008 yilinda %?26,1°dir. IVF basarisina etki eden kadin ve erkege
ait bircok faktér mevcuttur. Bu faktorler arasinda anne yasi, Over rezervi, ovarian yanit, Sperm
parametreleri sayilabilir (3-5). Gebeligin devami i¢in en 6nemli parametre anne yasidir (6).
Ovarian yanita follikiiler mikrogevrede yer alan ¢esitli hormonlar ve biiylime faktorlerinin etki
ettigi bilinmektedir. Bu maddeler ovarian yanitla birlikte fertilizasyon ve implantasyon

oranlar ile de iligkilidir.

IVF’de elde edilen oositlerin matiir olmasi fertilizasyon ve IVF basarisi ile dogrudan
iliskilidir. Oosit maturasyonunun tesbit edilmesi amaci ile direk mikroskopik gézlem disinda
folikiil sivisinda birgok biyokimyasal belirte¢ arastirilmistir. Costa ve ark. (7), follikiiler
stvida yiiksek estrodiol ve testosteron diizeylerinin 00sitin matiirasyonu ile ilgili oldugunu,
ancak IVF basarisi ile iliskisinin olmadigini gostermislerdir. Buna karsin, yapilan bir baska
calismada follikiiler siv1 estradiol diizeylerinin gebelik elde edilen grupta serum estradiol
diizeyi ile dogru orantili oldugu gézlenmistir (8). Diger bir ¢alismada follikiiler sivida mevcut
anti-miillerian hormon (AMH) diizeyi elde edilen oosit sayisi ile dogru orantili ancak oosit
maturasyonu ile ters orantili bulunmus, yiiksek serum estradiol (E2) ve folikiiler siv1 inhibin-
B diizeyleri ise artmig ovarian yanitla ilgili oldugu gosterilmistir (9). Wu ve ark. (10),
folikiiler stvi BMP15 diizeyleri ile fertilizasyon, klivaj ve embryo Kalitesini karsilastirmiglar

ve anlaml iligki saptamislardir.

Hepatosit biiytime faktorii (HGF) distlfit bagi ile bagl 60 kDA a-zincir ve 30 kDA -
zincirden olusan heparin bagli bir glikoproteindir (11). Hepatosit biiyiime faktorii ilk kez
fulminan hepatitli hastalarin plazmalarinda kesfedilmis (12), hepatositler i¢in potansiyel bir
mitojen olarak bulunmus ve molekiiler olarak tanimlanmigtir (13). Hepatosit biiyiime
faktoriiniin endotelyal hiicrelere direk etki ederek anjiyogenezi uyardigi, kan akimini ve
kapiller yogunlugu arttirdigr gosterilmistir (14). Memelilerin over follikiillerinde teka hiicre

tabakasi iyi vaskiilarize iken graniiloza hiicre tabakasi avaskiilerdir (15) Overlerde vaskiiler
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agin gelisimi follikiiler gelisim ile yakindan iliskilidir (16). Devam eden arastirmalar
neticesinde HGF’nin farkli tipteki epitelyal hiicrelerde biiyiime, motilite ve morfogenez

tizerinde etkili oldugu bulunmustur (17).

Hepatosit biiylime faktorii mezensimal hiicrelerden koken alan teka hiicrelerinde
sentezlenir ve follikiil gelisimi sirasinda graniiloza hiicre proliferasyonunu uyarir (18). Bu
proliferatif etkisi yaninda steroid sentezinin ¢esitli basamaklarinda da etki gosterdigi
bulunmustur. Sigan over follikiillerinden elde edilen teka hiicrelerinde HGF’nin progesteron
iretimini uyardigi, gecici olarak liiteinize hormon (LH) bagimli andrositeron iiretimini
azalttif1 gosterilmistir. Buradan hareketle folikiildeki androjen diizeyleri azaltarak follikiiliin
apoptozis ile atreziye gidisini engelleyen mekanizmalardan birinin HGF sistemi oldugu iddia
edilmistir (18). Sigir over follikiillerinde yapilan bir ¢alismada insan koryonik gonadotropin
(hCG) uygulanmasi ile HGF mRNA degerlerinde belirgin artis saptanmistir. Béylece LH’1n
HGF’1i arttirarak over follikiillerinde bilyiimeyi uyardigi tesbit edilmistir (19).

Follikiil sivisinda HGF varligi ilk kez Osuga ve ark (20) tarafindan gosterilmistir.
Follikiil stvisinda HGF’nin ayni giin alinan serum orneklerinden 90 kat fazla bulundugunu
saptamislardir. Hepatosit biiyiime faktoriinlin follikiil sivisindaki diizeyinin follikiil sivisi
progesteron ve hCG diizeyleriyle dogru orantili oldugu; ostrojen ve testosteron diizeyleriyle
korelasyon gostermedigini bulmuslardir. Ito ve ark (21) ise HGF’nin insan graniiloza
hiicrelerinden progesteron sentezini arttirdigini ve hCG’nin progesteron sentezini arttirici
etkisini degistirmedigini gostermislerdir. Buradan hareketle HGF ve hCG’nin progesteron
sentezini ayni yolak {izerinden arttirabilecegini 6ne siirmiislerdir. Follikiil sivisi icerisindeki
HGF diizeyleri ile oosit maturasyonu iliskisini gosteren literatiirdeki tek caligma sonucu,
HGF’nin matiir oositlerde immatiir oositlere kiyasla belirgin artmis oldugu tespit edilmistir

(22).

Polikistik over sendromu (PCOS) artmig LH salgilanmasi, insiilin direnci sonucu gelisen
hiperinsiilinemi, ovarian hiperandrojenizm, polikistik over ve azalmis fekundite ile
karakterize heterojen bir sendromdur (23). Hiperandrojenizm ve hiperinsiilinemi follikiiler
mikrogevreyi etkileyerek oosit gelisimini bozmaktadir ve immatiir oosit gelisimine yol
acmaktadir (24). Follikiiler sivi HGF diizeylerinin matiir oositlerde immatiir oositlere kiyasla
daha yiiksek bulundugu ve PCOS’lu hastalarda immatiir oositlerin daha fazla oranda
bulundugu bilinmektedir. Biz de bu ¢alisma ile IVF-ICSI sikluslarinda PCOS’lu hastalarla
normal over yapisina sahip olan hastalarin follikiiler sivida mevcut HGF diizeyleriyle oosit ve

embriyo kalitelerini karsilagtirmay1 amaglamaktayiz.
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2. GENEL BILGILER
2.1. INFERTILITE VE YARDIMCI UREME TEKNiKLERIi

Infertilite, ¢iftlerin bir yil siire ile korunmaksizin diizenli cinsel iliskide bulunmalarina
ragmen gebelik elde edememesidir (25). Ureme cagindaki ¢iftlerin %10-15’inde infertiliteye
rastlanir. Ciftlerin %30-40’1nda erkek, %40-50’sinde ise kadin infertilitesi mevcuttur. Ancak
%10-15 ¢ift ise giliniimizdeki mevcut standart tanisal testler ile izah edilemeyen
(agiklanamayan) infertiliteye sahiptir (26). infertil ciftlerin yaklasik %20’si ise gebelik elde
etmek icin yardimce1 iireme tekniklerine (ART) ihtiyag¢ duyar.

In vitro fertilizasyon (IVF) bir ART y&ntemi olup, ovarian follikiillerden aspire edilen
oositler ile ejakulattan veya cerrahi olarak elde edilen spermlerin laboratuar ortaminda bir
araya getirilmesi, fertilizasyonu ve in vitro kiiltiir sartlarinda gelisimini takiben embriyolarin

intrauterin kaviteye transferi seklinde 6zetlenebilecek bir tedavi siirecidir.

In vitro fertilizasyon (IVF) sonucu ilk bebek 1978 yilinda diinyaya gelmistir. Erkek
infertilitesinde bir devrim olarak gériilen Intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) ilk kez
1992°de uygulanmustir. Pek ¢ok yenilik ve gelismelere ragmen ART sikluslarinda ovarian
hiperstimulasyon sendromu (OHSS) ve ¢ogul gebeliklerle buna ait komplikasyonlar temel
problemler olarak devam etmektedir. Hastaya ait 6zelliklerdeki farkliliklar, ART ye verdikleri

farkli yanitlar nedeni ile tedaviler kisisellestirilmelidir (27).

2.1.1. Kadin infertilitesi

Infertilite problemleri igerisinde en sik neden kadin infertilitesidir. ~ Ovulatuar

fonksiyon bozuklugu, servikal, tubal ve uterin anormallikler belli basli nedenleri olusturur.

2.1.1.1 Ovulatuar Fonksiyon Bozukluklari

Kadin infertilitesinin en sik nedenidir (%40). Ovulatuar fonksiyon bozuklugu kendini
anovulasyon ve oligo-ovulasyon seklinde gostermektedir. Menstural sikluslarda ovulasyon

varlig1 bazi bulgu ve testlerle gosterilir.



Menstural sikluslarin diizeni: Diizenli (25-35 giin arasi) menstural sikluslar, meme
hassasiyeti ya da dismenore genellikle ovulasyonu indirekt olarak gosterse de kesin bulgular

degildir.

Bazal viicut 1s1s1 6lciimii: Bazal viicut 1sis1 (BBT) dinlenme halinde bazal durumdaki viicut
isisidir. Luteal fazda progesteronun termojenik etkisinden dolay: viicut sicakliginda 0,2-0,3°C
artis olur. Ancak yapilan c¢alismalar BBT’nin ovulasyonu degerlendirmede giivenilir

olmadigini gostermektedir (28).

Serum progesteron 6l¢iimii: Orta luteal fazda yapilmalidir. Mensturasyon dongiileri 28 giin
olan kisilerde mensturasyonun 21. giiniinde Olgilir. Ortalama zamani mensturasyon
baslangicindan yedi giin oncedir. Diizensiz adet goren kadinlarda serum progesteron diizeyi
sonraki siklus baslayana kadar haftalik olarak olgiiliir. Orta luteal donemde 10 ng/ml’nin
iizerinde olmas1 beklenir. Progesteronun pulsatil salinimindan dolay1 siklusun 20-24. giinleri

arasinda {i¢ serum Orneginin incelenmesi ile luteal faz defekti tanis1 konur (25).

Uriner LH olciimii: Idrar LH kitleri %90 olasilikla 24-48 saat icerisinde ovulasyonu
gosterebilmektedir. LH artisin1 dogru olarak saptamak icin beklenen artistan 2-3 giin dnce
baglamak {izere tiim siklus boyunca giinlik yapilmali, ilk pozitif testten sonra devam
edilmemelidir. Genellikle ovulasyon, idrar LH artimindan 14-26 saat sonra olmaktadir.
Fertilitenin en yiiksek oldugu donem, LH artiminin oldugu giin ve takip eden iki giindiir (29)
Ancak kitlerin pahali olmas1 ve iliski giinlinii belirlemedeki psikolojik baskist nedeni ile

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan iiriner LH kitlerinin kulanim1 &nerilmemektedir (30).

Endometrial biyopsi: Progesteronun histolojik etkisini gdstermek amaci ile endometrial
biyopsi uygulanir. Luteal faz yetersizligi veya bozuklugu tanisinin konulmasinda
kullanilmistir. Ancak giiniimiizde geleneksel endometrial histolojik giin saptanmasinin gecerli
bir tanisal yontem olmadig gosterilmistir. Kronik anovulatuar kadinlarda endometrial

hiperplazinin gosterilmesi amaci ile kullanilmaktadir (31).

Trans-vaginal ultrasonografi (TV-USG): Preovulatuar follikiillerin biiyiime ve
gelismelerinin seri USG takipleri ile izlenmesidir. Ovulasyon zamanini tahminde en iyi

yontemdir (32).

Anoviilasyon ve infertilite ile giden hastaliklar gelisimin nedenlerine gore 3 kategoride

incelenmektedir:



a) Hipogonadotropik anovulasyon (kilo ve viicut kompozisyonunda degisiklikler,
stres, asir1 egzersiz, hipotalamusun infiltran hastaliklari, prolaktinoma, bos sella
sendromu, Sheehan sendromu, Cushing hastaligi, akromegali vb.)

b) Normogonadotropik anoviilasyon (PCOS)

c) Hipergonadotropik anovulasyon (prematiir ovarian yetmezlik) (26)

2.1.1.2. Servikal Faktor

Servikal mukus, vagina ve ejakulattan spermleri yakalayarak diger seminal proteinleri
ayirir, anormal morfolojili spermleri filtre eder, biyokimyasal olarak hazir hale getirir ve

sperm i¢in rezervuar gorevi yapar (32).

Postkoital Test: Cinsel iliskiden 2-12 saat sonra alinan servikal mukus Orneginin
ozelliklerinin incelenmesine dayanir. Fakat gilinlimiizde testin prediktif degerinin diisiik

olmasi, anormal sonuglarin ve tedavinin gebelik sonuglarini etkilememesi nedeniyle terk

edilmistir (33).

2.1.1.3 Uterin Faktor

Konjenital uterin anomaliler, kazanilmis uterin lezyonlar (polip, myom, adezyonlar),
enfeksiyonlar ve sistemik hastaliklar (Trombofililer, endokrin patolojiler, immunolojik

hastaliklar) uterin fonksiyonlar: etkileyerek implantasyonu azaltmaktadir.

Konjenital Uterin Anomaliler: Embriyogenezde miillerian kanal gelisim ve fiizyon
defektlerini igerir. En sik goriilen anomali septat uterustur (%1). Komplet ya da parsiyel
olabilir. Tanisinda histerosalpingografi (HSG) kullanilabilir ancak bikornuat uterustan ayirt
edilemeyebilir. TV-USG %100 sensitivite ve %80 spesifiteye sahiptir. Manyetik rezonans
goriintiileme tiim uterin anomalilerde tercih edilebilecek bir yontemdir. Ancak septat uterus
tanisinda histeroskopi ve laporoskopi altin standarttir. Uterin histeroskopik septoplasti
tedavide temel secenektir. Tekrarlayan gebelik kayiplari olan hastalarda gebelik sonuglarini
tyilestirdigi gosterilmistir. Bu operasyon, septat uterusa ek aciklanmayan infertilite ya da
tekrarlayan gebelik kaybi olan kisilere uygulanmalidir. Diger uterin anomaliler ise gebelik
kayiplart ve obstetrik komplikasyonlarla iliskilidir kisinin gebe kalma potansiyelini etkilemez
(34).



Leiomyomlar: Myomlarin fertiliteyi azaltmasi ile ilgili sonuglar tartismalidir. Ancak bunu
destekleyen ¢aligmalar yerlesim yerine gore myomlarin sperm, ovum gegisine ya da embriyo
implantasyonuna engel olabilecegini gostermislerdir. Bununla birlikte myomu olan ve
olmayan infertil kadinlarin IVF sonuglar1 karsilastirildiginda gebelik ve implantasyon oranlari
submiikoz yerlesimli myomlarda diisiikken; kaviteye basi yapmayan intramural ve subserdz
myomlarda normaldir (35). Submiikoz myomlarin histeroskopik rezeksiyonu gebelik ve
implantasyon oranlarini arttirmaktadir. Diger myomlarin tedavileri ise hastaya gore

planlanmalidir (36).

Intrauterin Adezyonlar (Asherman Sendromu): Intrauterin adezyonlar en sik gegirilmis
kiiretaj, daha nadir olarak da metroplasti operasyonlari ve histeroskopik myomektomi sonrasi
goriilmektedir. Menstrual bozukluklara ve infertiliteye yol agarlar. Histeroskopi tani ve
tedavide etkin bigimde kullanilmaktadir. Histeroskopik cerrahiye yardimer ek tedavi
yontemleri tanimlanmistir. Islem sonras: endometriumun iki tabakasmin tekrar birlesmemesi
icin rahim igi ara¢ (RIA) ve balon kateter Onerilmistir. Ayrica yine islem sonrasi ekzojen
ostrojen kullanimmin endometrial epitelizasyonu hizlandirdigi ve adezyonlarin tekrarini

onledigi iddia edilmektedir. Ancak bu konuda karsilastirmali bir ¢aligma yoktur.(32)

2.1.1.4 Tubal Faktor

Tubal patolojiler infertilite nedenlerinin %14’inii olusturmaktir. Gegirilmis pelvik
enfeksiyonlar, riiptiire apandisit, tubal cerrahi ve ektopik gebelik Oykiisii belli bagl risk
faktorleridir. Histerosalpingografi tubal patoloji riski diisiik olan hastalarda bir problem
olmadigimi gostermek ve tubal yikamanin faydali etkilerinden dolayr dnerilmektedir. Ayrica
tubal patoloji agisindan yiiksek riskli hastalarla diisiik riskli hastalarin ayriminda Chlamydia
trochomatis immunglobulin G serolojisi taramasi tavsiye edilmektedir. Chlamydia serolojisi
pozitif ¢ikan ya da HSG’de bilateral tubal tikaniklik tesbit edilen hastalara laparoskopi
onerilmektedir (37).

2.1.2. Erkek Infertilitesi
Semen analizi kriterlerine gore erkek infertilite nedenleri sunlardir:
a) Ejakiilasyon yoklugu: ilaclar, cerrahi, vaskiiler okliizyon, diabet, psikolojik

bozukluklar



b) Azoospermi: Seminifer tiibliler skleroz (Kleinfelter sendromu), germinal aplazi
(idiopatik, ilag, radyasyon, mozaik Kleinefelter sendromu, XYY sendromu), matiirasyon
arresti (idiopatik, XYY sendromu, varikosel), duktal obstriiksiyon, endokrinopati

c¢) Oligospermi: Idiopatik, kriptoorsidizm, varikosel, ilaglar, sistemik enfeksiyonlar,
endokrinopati

d) Sperm yapisal defekti: uzamis cinsel perhiz, idiopatik, genital enfeksiyonlar,
antisperm antikor (38).

2.1.3. Aciklanamayan Infertilite

Aciklanamayan infertilite tanisi, infertilite arastirmasindaki tiim standart testlerin
normal ¢ikmasi neticesinde konulmaktadir. Merkezler ve c¢alismalar arasinda degiskenlik
olmakla beraber bagvuran c¢iftlerin ortalama %10-30’u agiklanamayan infertilite tanisi

almaktadir.

Aciklanamayan infertilite, standart degerlendirme metodlariyla tanist konulamayan
sperm veya oosit fonksiyon anormallikleri, fertilizasyon, implantasyon veya pre-embriyo
gelisim bozukluklarin1 icermektedir. Siklus basina gebelik oran1 %2-4 kadardir. Tedaviden

bagimsiz gebelik oranlar artan kadin yas1 ve infertilite siiresi ile ters orantilidir (39).

2.2. INFERTIL CiFTiN DEGERLENDIRILMESI
2.2.1. Oykii ve Fizik Muayene

Infertil bir ciftin degerlendirilmesinde detayli bir dykii, fizik ve pelvik muayne dnemli
basamaklardir. Oykiide 6nem tasiyan bilgiler:

1) Kadin ve erkegin yas1

2) Evlilik ve infertilite siiresi

3) Daha 6ncesine ait gebelik, diisiik ve erken dogum 6ykiisii

4) Mensturasyon bilgileri

5) Dismenore, galaktore, hirsutizm

6) Sistemik hastalik ve ila¢ kullanimi

7) Soygecmis

8) Sigara ve alkol kullanim1

9) Alerji



Oykii alindiktan sonra hastanin fizik ve jinekolojik muayenesi yapilir. Herhangi bir
patolojik bulgu varsa kaydedilir. Jinekolojik muayenenin bazal USG tetkiki ile tamamlanmasi
her zaman tercih edilen bir husustur. Fizik ve jinekolojik muayene asagidaki esaslara gore
yapilmalidir;

1) Kilo ve viicut kitle indeksi

2) Tiroid bezinde genisleme, nodiil, hassasiyet

3) Memede sekresyon ve 6zellikleri

4) Artmis androjenizasyon bulgulari

5) Pelvik veya abdominal hassasiyet, organ biiyiimesi veya kitle

6) Vajinal veya servikal anormallik, sekresyonlar veya akinti

7) Adneksler veya cul-de-sac’da kitle hassasiyet veya nodularite (32)

2.2.2. Laboratuar

Infertil hastalarda laboratuar testlerinin amaci ovulasyon varligini, fallop tiiplerinin agik
oldugunu ve erkegin normal bir semen analizine sahip oldugunu gostermektir. Bunun disinda
kullanilan diger testleri yapmayi bu testin bizim tedavi yonetimimizi ne kadar etkileyecegini
diistinerek karar vermeliyiz. Normal ovulasyon varliginda tubal yapisikliklara yol agmayan
hafif endometriyozis, luteal yetmezlik, antisperm antikorlar, prolaktin yiiksekligi, tiroid
fonksiyon bozuklugunun tedavisinin gebelik oranini arttirmadig: gosterilmistir. Bu nedenle bu

taramalarin rutin olarak kullanimi 6nerilmemektedir (40).

Follikiil uyarict hormon (FSH): Mensturasyonun ti¢lincii giinii 6l¢iilen bazal FSH degerleri
over rezervinin tesbitinde en sik kullanilan yontemdir. Olgiim degerinin 10-15 TU/L’nin
altinda olmasi beklenir. Bu degerin 15-24.9 IU/L’e olmasi yar1 yariya azalmis fekundite ile
iliskilidir (41).

Estradiol (E2): Mensturasyonun tiglincii giinii 6lgiilen E2 degerinin 80 pg/ml’den fazla
olmas1 azalmis fekundite ile iliskilidir. Erken E2 artist FSH’y1 baskilayarak, artmis FSH
degerini maskeleyebileceginden dolayr FSH ve E2’nin beraber degerlendirilmesi

onerilmektedir (41).
2.2.3. Pelvik Ultrasonografi

Pelvik organ ve yapilarin degerlendirilmesinde ultrasonografi (USG) kullanilabilir non-
invazif bir yontemdir. Bazal USG ile Miiller sistemine ait konjenital anomaliler, intramural ve

submiik6z myomlar, hidrosalpinks, endometrial polipler, endometrioma, over Kistleri ve
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polikistik over yapis1 goriilebilir. Transvaginal ultrasonografide (TV-USG) polikistik over
yapist en az 15 adet follikiil kistinin goriilmesi ile konur. Bazal USG’de ¢ok kalin bir
endometrium submukozal myom ya da endometrial polip agisindan uyarici olmalidir. Salin
infliizyon sonografi (SIS) kullanilarak bu ayrim yapilabilir. Distansiyonun olmadig1 ince

endometriumda intrauterin adezyonlar akla gelmelidir (40).

2.2.4. Histerosalpingografi (HSG)

Histerosalpingografi, uterin kavitenin boyutu ve sekli hakkinda bilgi vermektedir.
Uterin kavite defektine neden olan myom, polip veya sinesi varligini gésterebilir. Menstrual
kanamadan 2-5 giin sonra yapilarak, erken gebelik riskini elimine etmek gerekir. Islemden 1-2
saat Once prostaglandin inhibitorleri kullanimi igleme bagl rahatsizlig1 giderecektir. Bu islem
sonrast %1 enfeksiyon komplikasyonu mevcuttur. Tubal hastaliktan siipheleniliyorsa ve
HSG’de distal tikaniklik mevcutsa yiiksek enfeksiyon riskinden dolay1 antibiyoterapi
uygulanmalidir. Akut pelvik enfeksiyon atagindan en az alt1 hafta sonra uygulanmalidir. islem
serviksten girilerek uterus igerisine radyoopak bir maddenin verilmesi seklinde yapilir. Opak
madde buradan fallop tiiplerine geger. Fluoroskopi altinda gériintiiler kaydedilir. Iki film

alinmasi hastay1 sadece 500mRad radyasyona maruz birakir.

Tubal tikanikliklarin tanisinda HSG %65 duyarlilik ve %83 segicilige sahiptir. Yanlis
negatif sonuclar sik goriiliir. Kontrast madde enjeksiyonu kornual spazm yaparak yanlislikla
proksimal tubal tikaniklik tanisi1 koydurabilir. Yanlis pozitif sonuclar ise kontrastin genislemis

hidosalpinkse girmesi sonucu goriilebilir (32).

2.2.5. Laparoskopi

Tubal ve peritoneal hastaliklarin tanisinda “altin standart” laparoskopidir. Laparoskopi
sirasinda biitiin pelvik organlar, subseréz ve intramural myomlar, peritubal ve periovarian
adezyonlar ve endometriozis varligi goriilebilir. Histerosalpingografideki anormal bulgularin
dogrulugunun saptanmasi i¢in laparoskopi uygulanabilir. Laparoskopi sirasinda metilen
mavisi veya indigo karmen gibi bir boya maddesi serviksten verilip, fimbrial gecisine
bakilarak tubal agiklik degerlendirilir. Bu sirada tiipler ve fimbriyal yapilar fonksiyonel
acidan daha iyi olarak degerlendirilir. Tubal tikaniklik, pelvik yapisikliklar ve endometriozis

tanis1 konulup, ayni1 anda tedavi edilebilir. Klasik infertilite arastirmasinda kadinda 6nerilen
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en son uygulanacak tetkik laparoskopi ile endometriozisin ve diger pelvik patolojilerin

arastirtlmasidir (40).

2.2.6. Histeroskopi

Histeroskopi, fertiliteye olumsuz etkisi olan intrauterin adezyonlarin tedavisi,
submukozal myom ve endometrial polip ayriminda ve tedavisinde kesin sonu¢ veren bir
yontemdir. Eger HSG veya sonohisterografide bir patoloji goriilmiis ise tanisal ve operatif
histeroskopi yapilabilir. Kadinda histeroskopi genellikle ileri evre bir tetkik yontemi olarak
kabul edilmektedir. Bu nedenle tekrarlayan ART basarisizliklarinda, zor intrauterin

inseminasyon ve zor embriyo transferi olan hastalara uygulanmasi 6nerilir (40).

2.2.7. Sonohisterografi

Tubal aciklign degerlendiren bir baska ydntem ise sonohisterografi’dir. Islem tubal
aciklig1 gosteren Douglasta sivi birikiminin goriilmesi esasina dayanir. Uterus kavitesini

degerlendirmede faydalidir, fakat tubalarin durumu hakkinda degeri sinirlidir (32).

2.2.8. Erkek Hastanin Degerlendirilmesi

Hastanin 6ykiisii ayrintili olarak almmalidir. Infertilite dykiisii, cinsel yasam oykiisii,
cocukluk cagr hastaliklar1 ve gelisim Oykiisii, enfeksiyonlar, gecirilmis operasyonlar, gonadal

toksinlere maruziyet, sistemik hastaliklar, kullanilan ilaglar ve aile dykiisii sorgulanmalidir.

Erkek infertilitesi degerlendirilirken Oykiiniin yaninda bir {irolog tarafindan yapilmis
fizik muayene ve en azindan iki semen analizi gereklidir. Infertilitenin etiyolojisine gore ek
testler istenebilir. Bu testler; ek semen analizi, endokrin degerlendirme, USG, semen ve

spermle ilgili 6zel testler ve genetik taramadir.

2.2.8.1. Klasik semen analizi

Erkek fertilizasyon potansiyelinin arastirilmasindaki ilk adim en az dort hafta ara ile
uygun yapilmis iki semen analizi olmalidir. Bu konu WHO tarafindan bir kitap halinde

hazirlanmis ve diinyada en ¢ok kullanilan referans kitap haline gelmistir (Tablo.1).
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Tablo.1. Klasik semen analizi (42)

Gortinim:
Viskozite:
Likefaksiyon stiresi:
Voliim:

pH:

Sperm sayist:

Total sperm sayist:
Total motilite:
(a)Hizli ileri hareket:
Morfoloji:

Vitalite:

Beyaz kiire:
Immunobead test:
MAR Testi:
Bioasseyler
Hemizona Indeks
HOS Test

Sperm penetrasyon assay

Homojen, gri-opak

<2cm

>60 dakika

>2 ml

7,2-8,0

>20 milyon/ml

>40 milyon/ml

>%50

>%25

>%30 WHO Kkiriteri (>%14 Kruger)
>%75

<1 milyon/ml

<%50 immiin taneciklere bagli motil spermatozoolar

<%350 motil spermatozoolarda partikiiller yapisik

>%35
>%60
>%10

Bazi semen degiskenleri i¢in terminoloji su sekildedir:

» Normospermi: Referans degerlerle tanimlanan normal ejakiilat

» Oligospermi: Referans degerden diisiik sperm konsantrasyonu

» Astenospermi: Hareketlilik igin referans degerden daha diisiik deger

* Teratospermi: Morfoloji igin referans degerden daha diisiik deger

» Oligoasthenoteratospermi: Her ii¢ degiskenin de bozukluguna isaret eder

» Azospermi: Ejakiilatta hi¢ spermatozoa bulunmamasi

* Aspermi: Hig ejakiilat elde edilememesi (42)

Klasik semen analizi i¢in incelenecek ejakiilat en az 48 saatlik cinsel perhiz sonrasinda
mastiirbasyon ile steril bir kaba alinmali ve cinsel perhiz yedi giinii gegmemelidir. Ornek en
gec 30 dakika igerisinde tetkik yapilacak laboratuara getirilmis olmalidir. Ejakiilatin
makroskopik muayenesinde goriiniimii, miktari, likefaksiyon zamani, viskozitesi ve pH’1

degerlendirilir. Ilk degerlendirme icin iki 6rnek almmmalidir. iki 6rnek arasinda gecen zaman

13




yedi giinden az, ii¢ haftadan ¢ok olmamalidir. Mikroskopik incelemede sperm sayisi,
hareketliligi, yuvarlak hiicre sayis1 ve siniflandirilmasi, agliitinasyonun  varsa

derecelendirilmesi ve morfoloji incelenir.

Sayi: Giivenilir bir degerlendirme i¢in ideal olan 100 karedeki spermleri saymaktir.
Kullanilan alete bagimli olarak, tek karedeki ortalama sperm sayist temel alinip sayim

milyon/ml olarak ifade edilir.

Hareketlilik: WHO hareketliligi dort smifta degerlendirilmektedir;
a) Hizli dogrusal progresif hareket
b) Yavas dogrusal ya da dogrusal olmayan hareket
c) Progresif olmayan hareketlilik
d) Hareketsiz (42)

Morfoloji: Kruger ve ark. (43) tarafindan ‘Strict’ kriterleri ile morfoloji degerlendirilmesinin
tanimlanmasiyla bu parametre giderek artan bir 6nem kazanmistir. Bu yontem ilk kez 1986
yilinda yayinlanmis ve 1990 yilinda Menkveld ve ark. (44) tarafindan modifiye edilmistir.
Kisa siire icerisinde rutin incelemede yerini alan bu yontemin, WHO kriterlerine gore
morfoloji degerlendirilmesi yOntemine olan {istiinliigii de gosterilmistir. Kruger’e gore
morfoloji %4’den az, %4-14 ve %14’den fazla olarak siniflandirilmaktadir. Normal morfoloji
%14’den az oldugunda IVF ile her oosit basina fertilizasyon oran1 %37 iken, %14’den biiyiik
olanlarda oran %91’e yiikselmektedir (38).

2.3. OVARIAN STIMULASYON REJIMLERI

In vitro fertilizasyonda ideal ovarian stimulasyon modeli hastaya gore
bireysellestirilmis, diisiik siklus iptal orani, diisiik ilag maliyeti, diisiik risk ve yan etki, en az
ila¢ kullanimi1 ve tekiz gebelikle sonuglanan bir tedavidir. Boyle bir tedavi modeli heniiz elde
edilmis degildir. Ovarian stimiilasyon modeli hastanin yasi, over rezervi, varsa Onceki

stimulasyon yanitlarina gore segilmelidir (45).

2.3.1. Uzun Protokoller

Siradan bir siklusta, GnRH agonist tedavisi mid-luteal asamada ovulasyondan yaklasik
bir hafta sonra baglar. Bu donemde endojen gonadotropin diizeyleri diisiiktiir ve agonistlerin

sahip olduklar1 alev (flare) etkileri yeni bir follikiiler gelisimi uyarmak anlaminda en diistik
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seviyededir. Tedavi ayn1 zamanda erken follikiiler donemde de baslayabilir ancak hipofizer
baskilanma i¢in ihtiya¢ duyulan siire daha uzundur. Analog tedavisi olusacak mensturasyonun
ficiincii giiniine kadar tam dozda verilir. Ugiincii giin yapilan USG’de 10 mm’den biiyiik
follikiil olmamas1 ve serum E2’nin 50 pg/ml’den az olmasi yeterli supresyon elde ettigimizin
gostergeleridir. Mensturasyonun iigiincii giiniinden itibaren tedaviye gonadotropinler eklenir
ve anolog dozu yartya diisiiriiliir. Gonadotropin dozu hastanin yasi, over kapasitesi ve daha
once indiiksiyon almissa o tedavideki yanitlarina gore baslanir. Gonadotropin dozlari
basamakli artis veya azalma seklinde follikiil gelisimine gore degistirilir. Seri serum E2 tayini
ve over follikiillerinin TV-USG ile degerlendirilmesi ile uyariya cevap degerlendirilir.
Genelde hedef 17-18 mm ¢apta en az iki follikiil elde etmektir ve ideal olarak birkag tane 14-
16 mm arasinda follikiil olabilir. Serum E2 diizeyi ise 14 mm ve iistii follikiiller i¢in follikiil
bagina 200 pg/ml’dir. Bu hedefe ulasildiginda 5000-10000 IU hCG uygulanir ve 34-36 saat

sonra oosit toplama islemi yapilir.

Uzun protokoller ART sikluslarinda en ¢ok tercih edilen protokollerdir. Luteal fazda ya
da follikiiler fazda baglansin uzun protokoliin istenmeyen bir yan etkisi fonksiyonel kist
olusumudur. Tedavi Oncesi oral kontraseptif kullanim1 bu yan etkiyi azaltmaktadir. Oral
kontraseptifin bir bagka yarar1 ise GnRH analog kullanimi sirasinda erken gebelik olasililigim

engellemesidir (46).

Bazen stimulasyon asir1 artmig follikiiler cevap, artmis masif ovarian genisleme, biitiin
follikiillerde artis ve yliksek serum E2 diizeyleri (3000 pg/ml’den fazla) ile sonuglanabilir. Bu
durumda OHSS riski belirgin olarak artmigtir. Bu hastalarda siklus iptal edilebilir; ‘coasting’
denilen analoga devam edilirken 1-3 giin gonadotropin dozu kesilip serum E2 normale gelince
hCG verilebilir; embriyo transfer giinii 5.giine geciktirilebilir ya da embriyolar dondurulabilir
(45).

2.3.2. Kisa Protokoller

Over rezervinin kisitl oldugu(poor responder) olgularda kullanilir;
a) Kadm yas1>40
b) Giinliik ortalama gonadotropin dozu >300 IU
¢) hCG giinii follikiil say1s1<5
d) Elde edilen matiir oosit sayis1<5

e) Erken follikiiler faz FSH>15 mIU/ml
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f) hCG giinii E2<600 pg/ml (47)

Kisa protokolde GnRH analogu mensturasyonun 2-4. giiniinde verilir, daha sonra dozu
azaltilir ve gonadotropin enjeksiyonuna mensturasyonun 3. giinii baslanir. Follikiil gelisimi
TV-USG ile takip edilerek gerekirse gonadotropin dozlar1 degistirilir. Genelde hedef 17-18
mm capta en az iki follikiil elde etmektir ve ideal olarak birka¢ tane 14-16 mm arasinda
follikiil olabilir. Bu hedefe ulasildiginda 5000-10000 IU hCG uygulanir ve 34-36 saat sonra

oosit toplama islemi yapilir.

Ultra-kisa protokol ise alev (flare) etkiyi uyarmak icin agonist tedavi ii¢ giin siire ile
verilir, daha sonra kesilir; tedavi sadece gonadotropinle devam eder. Ancak erken LH artislari
diger protokollere gore daha siktir ¢linkli endojen gonadotropin salgilanmasini baskilamak
icin daha uzun siire analog tedavisi gerekmektedir. Diisiik basar1 oranlar1 nedeni ile nadiren

uygulanir (45).

Mikrodoz protokoliinde, tedavi 6ncesinde oral kontraseptif kullanimi ile follikiiler faz
baslangicinda verilen GnRH-a etkisi ile gelisecek korpus luteumun kurtarilmasi problemi
ortadan kaldirilmaktadir. GnRH-a dozunun diisiik tutulmasi (80 pg/giin leuprolide asetat) ile

ekzojen gonadotropinlere endojen hormonlar destek vermektedir (45).

Flare etkinin dozu, klasik ko-flare protokollerinde goriilen erken LH yiikselmesine
neden olacak diizeye ulasamamaktadir. Bu protokolde 21 giin siire ile oral kontraseptif
kullanilir, ilag bitiminde ii¢ gilin ara verilir. Ardindan iki giin GnRH-a baglanir ve 3.giinden

itibaren rFSH ve HMG eklenir. Diger takipler 6nceden belirtildigi gibi yapilir (45).

2.3.3. Antagonist Protokoller

GnRH antagonistleri doz bagimli sekilde GnRH reseptorlerini bloke eder ve hizli
sekilde gonadotropin salimimini inhibe ederler. Antagonist tedaviye genellikle gonadotropin
tedavisi baglandiktan 5-6 giin sonra ya da en biiyiik follikiil 13-14 mm ¢apina ulastiginda
baslanir. Antagonist ve gonadotropinler hCG giiniine kadar birlikte verilir. Alternatif olarak
tek ve yiiksek doz antagonist kullanilabilir. Tek doz antagonist siklusun 8.giinii verilir. Tek
doz antagonist erken LH artisin1 96 saat kadar geciktirecektir. Yavas cevap verenlerde ise
2.doz antagonist gerekebilir. Genelde hedef 17-18 mm ¢apta en az iki follikiil elde etmektir ve
ideal olarak birka¢ tane 14-16 mm arasinda follikiil olabilir. Bu hedefe ulasildiginda 5000-
10000 IU hCG uygulanir ve 34-36 saat sonra oosit toplama iglemi yapilir.
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Antagonist protokollerde kullanilan toplam gonadotropin dozunun daha az olmasi
nedeni ile maliyeti daha azdir. Onemli bir komplikasyon olan OHSS riski analog protokollere
gore daha diisiiktiir. Ancak elde edilen oosit ve embriyo sayist ve klinik gebelik orani da

antagonist sikluslarda daha diistiktiir (48).

2.4. OVULASYON INDUKSiYON MONITORIiZASYONU

Hastalarin takibinde E2 ve TV-USG kullanilir. Follikiil boyutunun takibinde ve hCG
giiniiniin belirlenmesinde ultrason kullanilir. Ortalama follikiil boyutu 16-18 mm‘ye ulasan iki
adet follikiil goriildiigiinde hCG yapilir. Ayrica follikiilometrinin  son asamasinda
endometrium kalinlig1 da Slgiilir. Endometrium kalinligi 7 mm‘nin altinda oldugu olgularda
gebelik orani anlamli disiiktiir (49). Normal giden bir siklusta geg¢ folikiiler fazda E2’nin
birgiin dnceki degerine oranla %50 civarinda artmasi, follikiillerin ise 1-3mm/giin biiyiimeleri

beklenir.

Ovulasyon indiiksiyonunda gonadotropin baslanan giinden hCG giiniine kadar gecen
stire 10-12 giindiir. hCG yapildiktan 34-36 saat sonra yumurta toplama islemi (oocyte pick-
up, OPU) yapilir.

2.5. FOLLIKUL ASPIRASYONU VE LABORATUAR iSLEMLERI

Intravendz sedasyon altinda TV-USG esliginde 16-18G ¢ift ya da tek liimenli follikiil
aspirasyon ignesiyle aspirasyon/irrigasyon seklinde OPU gerceklestirilir. OPU isleminde elde
edilen folikiil sivis1 hemen laboratuara iletilerek inverted mikroskop altinda incelenir ve
bulunan oositler oosit kiiltiir sivisinin igine konularak inkiibatore kaldirilir. Matiir oositler 4-6

saat sonra fertilizasyon i¢in hazir hale gelir.

Matiir olan MII oositlerde kiimiiliis korona hiicreleri oositin ¢evresinde homojen bir

dagilim gosterirken, germinal vezikiil par¢calanmis ve birinci polar cisimcik atilmigtir.

Kadindan oosit toplandigi sirada esinden de sperm ornegi alinmaktadir. Elde edilen motil
spermler yikandiktan sonra yogunlasma ve motilite tekrar degerlendirilerek 37°C’de %5
CO2’1i enkiibatorde 30 dakika bekletilir. IVF yapilacaksa oosit bagima 100-150 bin sperm ile
inseminasyon yapilir. Fertilizasyon klasik IVF’de inseminasyondan 16-18 saat sonra; ICSI‘de

ise 14-16 saat sonra 2 adet proniikleus olusumu ile tesbit edilir. Fertilize oositler uygun kiiltiir
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ortamina aktarilarak embriyo kalitesi agisindan giinliik takip edilir. Iyi kalitede embriyolar 48-

72 saat sonra uygun goriilen sayida hastalarin uteruslarina transfer edilir (50).

2.6. OOGENEZIS

Overlerin iki 6nemli fonksiyonu gametogenez ve steroidogenezdir. Oositlerin periyodik
olarak olusum ve atilimlar1 genis anlamda folikiilogenezdir. Intrauterin hayatta 6-8.haftalarda
germ hiicrelerinde hizli mitotik boliinmelerle ilk isaretlerini veren ovarian baskalasim ile 16-
20.haftalarda 6-7 milyon oogoniaya ulasilir. Bu gonadin en yiiksek oogonal seviyesidir.
Dogum sirasinda overler 1-2 milyon germ hiicresi igerir. Pubertede bu sayr 300.000-
500.000°e diiser. 35-40 yil siiren reprodaktif donemde 400-500 germ hiicresi ovulasyon igin

secilmekte digerleri atreziye ugramaktadir (51).

2.6.1. Follikiilogenez

Overlerde follikiiler gelisim primordial follikiilden, primer follikiil, sekonder follikiil,
pre-antral ve antral follikiil gelisimine kadar devam eden histolojik ve morfolojik degisimleri
icermektedir. Bu siire¢ genel anlamda iki temel fazdan olugsmaktadir;

a) Tonik biiylime fazi: genel anlamda gonadotropinden bagimsiz faz

b) Exponential biiyiime fazi: gonadotropin bagiml faz.

Bu ikinci asama recruitment (atrezi siirecinden kurtulmay1 basarip ovulasyona gidecek
potansiyel hiicrelerin bir araya toplanmasi) ve seleksiyon-dominans (dominant follikiile

gidecek hiicrenin se¢imi ve gelisimi) basamaklarini igerir.

Follikiilogenezin tiimii degerlendirildiginde bu basamaklar yaklasik 85 giinliikk bir siirecin

yani diizenli sikluslarda ii¢ menstriiasyonun ge¢cmesini gerektirmektedir (52).
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Sekil .1: Overdeki follikiillerin gelisimi (Gougeon, 1996)

Primordial follikiil (30-60 mm capli): Oositin 1.mayoz boliinmesinin ge¢ diploten
evresinde arresti ve etrafinda tek tabaka diizlesmis graniiloza hiicresinden olusmus formuna
verilen isimdir. Gelisimin bu safhasinda follkiiller gonadotropinlerden bagimsizdir. Primer
follikiil (>60 mm) etrafin1 gevreleyen bir sira kiiboidal graniiloza hiicresi ile karakterizedir.
Antral follikiil ise tam olusmus zona pellisuda etrafinda gelismis bir¢ok kat graniiloza hiicresi
ve follikiiler s1v1 igeren antrum boslugu mevcut yapidir. Antrum ve sivist ovulasyon sirasinda
kumulus-oosit salinimimi desteklerken besin maddelerinin degisimi ve zararli maddelerin
avaskiiler kompartmana atilmasina aracilik eder. Ovulasyondan 5-6 giin 6nce folikiil hizl1 bir
biliyiime siirecine girer, graniiloza hiicre proliferasyonu ve antral sivi birikimi ile over
ylizeyine dogru hareket eder. Folikiil bliylime evresini tamamladiktan sonra Graaf folikiilii

olarak adlandirilir ve ovulasyona hazirdir (53).
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2.7. 00SIT MATURASYONU

Oosit hiicresi, kadin viicudunda mayoz boélinmeye ugrayarak kromozom sayisinin
diploidden haploide dondiigii tek hiicredir. Oosit maturasyonu, niikleer maturasyon ve
sitoplazmik maturasyon olarak adlandirilan birbiri ile iligkili iki siiregten olusmaktadir ve en
basit tanimlama ile 1.mayoz bdliinmenin profazinda arreste ugrayan oositin metafaz 2

evresine ilerlemesidir.

2.7.1. Niikleer Maturasyon

Niikleer maturasyon temelde oositin mayoz 1 diploten evrede arreste ugramis
boliinmesini 2.mayoz boéliinmenin metafazina kadar ilerletmesi ve fertilizasyona hazir hale
gelmesi olarak tanimlanir. Oositler tam bir maturasyon igin siklus ortast LH pikine ihtiyag

duyarlar. LH reseptorlerinin uyarilmasi cAMP fiiretimine yol agar (53).

Oosit mikroskop altinda birinci polar cisim i¢ceren metafaz 2 (MII); birinci polar cisim
ya da germinal vezikill igermeyen metafaz 1 (MI); germinal vezikiil iceren profaz 1 (PI)

olarak gruplandirilir. MII oositlerin fertilizasyon oranlari belirgin olarak fazladir (54).

Sekil.2.Matiir oosit ve polar cisim
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Ovulasyonda atilan oosit matiir oosit ya da MII oosit olarak isimlendirilir.
Ovulasyondan once oosit intakt bir germinal vezikiil igerir. Oosit 6 basamakta niikleer
maturasyonunu tamamlar.

a) Mayozun yeniden baglamasi ve germinal vezikiil yikim1 (GVBD)
b) Kromatin kondensasyonu

c) Mayotik spindle halkasinin olusumu

d) Homolog kromozomlarin ayrilmasi

e) Orantisiz sitoplazmik béliinme 1.kutup cisimciginin olusumu

f) Mayozun tekrar durmast

2.mayoz boliinme fertilizasyon sirasinda spermin oosite girmesi ile tamamlanir (55).

2.7.2. Sitoplazma Maturasyonu

Sitoplazmik maturasyon oosit gelisiminde en az niikleer maturasyon kadar 6nemlidir.
Protein- mRNA sentez ve modifikasyonu, basarili bir fertilizasyon ve embriyo gelisimi i¢in
gerekli biyokimyasal olaylarin gergeklesmesi, enerji ve besin maddelerinin iretilmesi ve

taginmasi gibi siiregleri igerir.

Sitoplazmik ve niikleer maturasyon, niikleer igerigin germinal vezikiiliin yikilmasi
sonucu sitoplazmaya salinmasi ile birbiri ile koordineli hale gelir. Ancak sitoplazmik
maturasyon bazi durumlarda niikleer olaylardan bagimsizdir. Bu durum oositin niikleer olarak

matiir (MII) oldugu halde fertilizasyon ve embriyo gelisimi i¢in yetersiz olabilmesini agiklar
(56).

2.8. EMBRiIYONEL GELISIM
2.8.1. Erken Embriyonel Gelisim

Inseminasyondan 17-20 saat sonra proniikleus kontrolii yapilir. Normal sartlar altinda
déllenmis oositlerin 2 proniikleusu, iki kutup cisimcigi, intakt zona pellicuda ile diizenli bir
sekli ve belirgin saglikli bir sitoplazmasinin olmasi gerekir. Inseminasyondan 20-34 saat
sonra proniikleuslar birlesir yani ‘singami’ olusur. Bunu takiben 35,6. saatte sitoplazma ikiye

boliiniir ve 2 diploid blastomer (zigot) olusur.
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Sekil.3.Fertilize olmus oosit.

Inseminasyondan 40-46 saat sonra embriyolar 4 hiicreli, 66-72 saat sonra yani 3.giinde 8
hiicreli safhaya gelir. Embriyo ilk 48 saat maternal mRNA etkisiyle protein sentez ederken,
48.saatten sonra embriyonik genom (maternal+paternal) aktivasyonu ile gelismeye devam

eder.

Erken boliinme inseminasyondan 25-27 saat sonra boliinme meydana gelmesidir. Erken
boliinen embriyolarin erken boliinmeye ugramayanlara kiyasla implantasyon oranlarinin daha

yiiksek oldugu iddia edilmistir (57).

2.8.2. Morula Ve Blastokist Gelisimi

Embriyo transferi, oositlerin toplanmasindan 2,3 veya 5 gilin sonra gergeklestirilir.
3.glinde blastomerin sitoplazmasinda graniiler yapilanma ve kiigiik ¢ukurlasmalar goriiliir.
Ardindan 4.giinde embriyo kompaklasmaya baglar ve “MORULA” olarak adlandirilir. Bu
asamada blastomerler arasinda iletisimi ve bariyer olusumunu saglayan siki ve gevsek baglar

olusmustur.
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Sekil.4. Uciincii giinde 7 hiicreli embriyo

Morula evresindeki hiicreler arasinda kavite olustugunda ise embriyo “BLASTOKIST”
adim alir. Kavitasyon ilerledikc¢e blastomerler kutuplasir ve trofektoderm (ekstraembriyonik
dokuyu olusturur) ve i¢ hiicre kitlesini (embriyo ve fetlisun gelisimini devam ettirecek)

olusturur. Blastokist olusumu in-vitro 5-7. giinlerde gergeklesir.

Zona pellusida blastomerlerin intraseliiler baglar1 olusmadan dnce onlar1 birarada tutan
ve blastokist hacim olarak arttikca incelen glikoprotein yapida bir tabakadir. Zona
pellusidanin delinmesi ile blastokistin fititklasmasina ve disar1 ¢ikmasma “hatch olmus

blastokist” denir (58).

2.8.3. Embriyo Kalitesinin Degerlendirilmesi:

Embriyo kalitesinin degerlendirilmesinin temel amaci gebelik oranlarini dngdrmede
anne yasi ve transfer edilen embriyo sayisina gore daha iyi bir belirteg bulmaktir. Boyle bir
belirtegin tanimlanmasi yliksek oranda basari, tek embriyo transfer edebilmek bdylece cogul

gebelik riskini azaltmaktir (59,60).

IIk tanimlamalar 1986 yilinda hiicre sayisi, blastomer biiyiikliigii ve fragmantasyon
oranini igeren 2.glin embriyo gelisimi degerlendiren skor sistemi ile baglamistir (61). Devam

eden caligmalar 3.giin embriyo degerlendirmesinin 2.giin degerlendirmeye gore gebelik
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basarisi, implantasyon orani ve canli dogum oranlarim1 belirlemede daha etkili oldugunu

gostermistir (62).

1988 yilinda Veeck’in (54) yaptig1 embriyo kalitesi siniflandirma sistemi halen yaygin
olarak kullanilmaktadir. Buna gore;

Grade 1: Esit biiyiikliikte blastomerler ve sitoplazmik fragmantasyon yok

Grade 2: Esit biiyiikliikte blastomerler ve sitoplazmik fragmantasyon minimal

Grade 3: Farkli biiyiikliikte blastomerler ve sitoplazmik fragmantasyon yok

Grade 4: Farkli biiyiikliikte blastomerler ve major sitoplazmik fragmantasyon

Grade 5: Az ya da tamimlanamayan blastomerler ve major sitoplazmik fragmantasyon

Desai ve ark. (63) 2000 yilinda embriyo kalitesini belirlemek i¢in 3.giin embriyo
degerlendirmesinde kullandiklar1 parametreleri hiicre sayisi, fragmantasyon paterni, blastomer
biiytikliigi, esitligi ve ekspansiyonu, sitoplazmik pitting, sitoplazmanin vakuol icermemesi
olarak tanimlamislardir. Yiiksek kaliteli embriyolarin ekspanse, zonaya degen ve az bir
perivitellin bosluk igeren blastomerlerden olustugunu gostermislerdir. Bu parametreler

icinden en anlamlisinin hiicre sayisi oldugunu tespit etmislerdir.

Terriou ve ark. (59) 2001°de 10.000 embriyo ile tanimladiklar1 kiimiilatif embriyo
skoru; klivaj embriyo (1 puan), fragmantasyon (yok 1 puan), boliinme durumu (4 hiicre 1
puan), irregiiler hiicre varligi (yok 1 puan) alt basliklarina gore hesaplanmaktadir.
Multivariable analizde kiimiilatif embriyo skoru gebelik oranlari iizerinde en etkili parametre

olarak tespit edilmistir.

2003 yilinda Fisch ve ark. (64) dereceli embriyo skoru tanimlamis bu da
inseminasyondan 16-18 saat sonra proniikleer morfoloji, 25-27 saat sonra erken klivaj ve 64-
67 saat sonra 3.glin embriyo morfolojisi degerlendirilmesini igermektedir. Yalnizca 3.glin

degerlendirmesine gore gebelik sonuglarini tespitte daha anlamli bulunmustur.

2008 yilinda Loi ve ark. (65) ICSI sikluslarinda 5 parametre igeren kiimiilatif embriyo
skoru tanimlamislar. Boliinen hiicre sayisi (44.saatte 4, 68.saatte 6-8 hiicre), fragmantasyon
varligi, hiicre sekil ve boyutu, sitoplazma durumunu degerlendirmislerdir. Kiimiilatif embriyo
skoru arttik¢a implantasyon orani, gebelik oran1 ve canli dogum oranlarimin arttigini

gostermislerdir.

Embriyo kalitesine ilave olarak pro-niikleer skorlamanin kullanilmasi (niikleolus

biiyiikliigii, sayisi, skorlamasi) bazi arastirmacilar tarafindan faydali bulunmustur (66,67).
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Bir baska calismada inseminasyondan 16-18 saat sonra zigot morfolojisi incelenmis,

3.giin embriyo morfolojisi kadar degerli olmadigini gosterilmistir (68).

2.9. ANJIYOGENEZIS

Anjiyogenezis, endotelyal hiicre ¢ogalmasi ile mevcut damarlardan gelisen yeni kan
damarlarinin olusumudur. Anjiyogenezis, bir seri biiylime faktoriiniin uyarim ve engellemeleri
iceren birbirleri ile olan iletisimi neticesinde olugmaktadir. Kadin iireme sisteminde korpus

luteum ve endometriumda anjiyogenetik degisiklikler her menstrual siklusta goriilmektedir

(69).

Follikiiler anjiyogenezis, follikiil antral follikiile dogru matiire olurken baslar. Bu sirada
tekal hiicre tabakasinda ve kan damarlarinin say1 ve boyutunda artis olur. Ancak bu damar
yapist graniiloza hiicre tabakasina penetre olmaz, bazal membran tabakasi intaktir (70).
Ovulasyon sirasinda bazal membran baglantilarini kaybederken tekal kan damarlari graniiloza
hiicre tabakasina ilerler (71). Anjiyogenezisin dogal inhibitorleri endostatin ve anjiyostatindir.
Yapilan hayvan deneylerinde tekal kapiller endotelyal hiicre proliferasyonunda azalma ile
kendini gosteren tekal vaskiilaritede azalma atreziye giden follikiilde ilk meydana gelen

durumlardan biri oldugu bulunmustur (72,73).

Korpus luteum, mid-luteal fazda viicuttaki tiim dokular igerisinde en fazla kan akimina
sahip yapidir. Sigan overlerinde vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) pre-ovulatuvar
folikiillerden ve korpus luteumda hormon {ireten hiicrelerden eksprese edilir. Anjiopoetin-2
(Ang-2) ise preovulatuar follikiillerde teka hiicrelerinde bulunur ve anjiyogeneziste VEGF ile
birlikte calisir (74). Vaskiiler endotelyal biiyiime faktérii mRNA diizeylerinin korpus
luteumun erken gelisim doneminde en yiiksek diizeyde tesbit edilmesi, VEGF in luteal

vaskiiler gelisimde ana rol oynadigin1 gostermektedir (75).

2.10. HEPATOSIT BUYUME FAKTORU (HGF)

Hepatosit biliylime faktorii, mezensimal hiicrelerden sentez edilen ve etkisini epitel
hiicrelerinde bulunan spesifik reseptorii c-MET {izerinden gosteren bir biiyiime faktoriidiir
(76). Hepatosit biiylime faktorii 55-65 kDa agirhiginda alfa subiinitesi ve 32-36 kDa
agirliginda beta subiinitesi arasinda disiilfid bagi ile olusmus 87 kDa agirliginda heterodimer

bir proteindir (77). Overde mezemsimal kokenli teka hiicrelerinde tretilir ve follikiilogenezde
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epitelyal kokenli graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir (78). Hepatosit biiylime faktorii
liteinize olmamig graniiloza hiicrelerinde mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolu
tizerinden progesteron sentezini inhibe eder. Boylelikle follikiiler fazda LH piki dncesi erken

progesteron yiikselmesini (prematiir liiteinizasyonu) onler (79).

Sekil.5. Hepatosit Biiylime Faktorii (Birchmeier ve ark, 2003)

Erken androjen iiretiminin ovarian follikiillerde apoptozise yol agmasi nedeniyle teka
intersitisyel hiicrelerinde androjen tiretimi ¢ok hassas bir sekilde diizenlenmektedir. Hepatosit
biiyiime faktorii teka hiicrelerinde LH bagimli androjen sentezini geri doniisiimlii olarak
baskilarken, LH bagimli progesteron sentezini uyarmaktadir. Graniiloza hiicrelerinden artan
E2 salinimi intrafollikiiler HGF {iiretimini baskilar boylece androjenler tizerindeki HGF etkisi

bloke edilmis olur (18).

Early folliculogenesis:
* HGF blocks androgen and E, production.
* HGF prevents apoptosis. .z

S
Selected follicle: == —
* FSH-dependent down-regulation in c-met:
* Steroid-suppressive effects alleviated.
* Antiapoptotic effect no longer critical.

Sekil.6. HGF’nin Follikiilogenezdeki Etkisi (Zachow ve ark, 2007)
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Overde tiretilen sitokinler ve biiytime faktorleri, graniiloza hiicre biiyiimesini ve steroid
sentezini diizenleyerek E2 iretimini kontrol etmektedir (80). Yapilan calismalar sonucu
HGF’nin follikiilogenezin tiim ana basamaklarini; teka ve graniiloza hiicrelerindeki steroid
sentezini; teka ve graniiloza hiicre biiylime ve farklilasmasini ve graniiloza hiicre apoptozisini
kontrol ettigi gosterilmistir. Hepatosit biiyiime faktorii E2 iiretimi lizerindeki baskilayici
etkisini immatlir oositlerde gosterirken, biiyiikk antral folikiillerde boyle bir etki
gostermemektedir. Hepatosit biiylime faktoriinlin FSH bagimli E2 {iretimi {izerindeki

baskilayict etkisinin graniiloza hiicrelerinin maturasyonuna bagimli oldugu diisiiniilmektedir

(81, Sekil.6).

In vivo E2 ve LH gibi hormonlarin follikiiler gelisimi uyardigi bilinmektedir. Ancak in
vitro ¢alismalarda bu hormonlarin proliferatif etkisi gosterilememistir (78). Bu sonu¢ LH ve
diger hormonlarin follikiil gelisimini biliylime faktorleri {izerinden dolayli olarak uyardigi
hipotezini dogurmustur. Buna yonelik ¢aligmalarda, sigir teka hiicrelerinde hCG’nin HGF
mRNA’y1 uyarirken E2’nin HGF’ye etki etmedigi gosterilmistir. Bu ¢alisma
gonadotropinlerin HGF regiilasyonunu sagladigin1 gosteren ilk ¢alismadir. Bu ¢alismayla LH
gibi hormonlarin follikiil gelisimini HGF gibi biiyiime faktorlerini arttirarak dolayli olarak
sagladigini gostermistir (19).

Uzumcu ve ark. (82) LH’mn sigan teka hiicrelerinde HGF reseptorii olan c-MET
miktarimi arttirdigini, graniiloza hiicrelerinde ise c-MET miktarini azalttigin1 gostermislerdir.
Boylelikle LH teka hiicrelerinden HGF sentezini arttirmaktadir. Gonadotropinlerin c-MET
diizeylerini degistirerek preovulatuar graniiloza hiicreleri iizerindeki HGF etkisini diizenledigi
one siirlilmiistiir. Bu calismada HGF sisteminin follikiiler secim ve apoptozis arasindaki

dengenin kontroliinde yeni bir bakis agis1 sagladigini iddia etmislerdir.

Hepatosit biiylime faktoriiniin progesteron sentezi tizerine etkilerini inceleyen
caligmalarda ilk kez Zachov ve ark (18) tarafindan sican teka intersitisyel hiicre kiiltiirlerinde
HGF’nin progesteron sentezini arttirdigi gosterilmistir. Daha sonra insan over follikiillerinde
yapilan bir ¢alismada follikiiler sivi HGF diizeyleri ile progesteron diizeylerinin dogru orantili
oldugu izlenmistir (20). Ito ve ark (21) ise HGF’nin insan graniiloza hiicrelerinden
progesteron sentezini arttirdigint ve hCG’nin progesteron sentezini arttirict  etkisini
degistirmedigini bulmuslardir. Bunun sonucunda HGF ve hCG’nin progesteron sentezini ayni

yolak tizerinden arttirabilecegini 6ne stirmtislerdir.
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Sekil.7. HGF bagimli sinyal iletim semasi (81)

Yapilan ¢aligmalar sonucu HGF’nin sigan overinde steroid sentezini 2 kritik noktada
baskiladig1 gosterilmistir. Hepatosit biiyiime faktorii; a) teka hiicrelerinde androjen sentezini
baskilar (18), b) graniiloza hiicrelerinde androjenlerin (androstenodion) E2’ye doniistimiinii
engeller (83). Boylelikle E2’nin erken dénemde yiikselmesini 6nleyerek follikiilleri atreziden

korudugu iddia edilmistir.

Follikiil sivisinda HGF diizeyleri ile oosit maturasyonu arasindaki iliskinin aragtirildigi
ilk ¢alisma 2003 yilinda Kawano ve ark (22) tarafindan yapilmistir. Buna gore, follikiil s1visi
HGF diizeylerinin matiir oositlerde belirgin artmis oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada

follikiil stvis1 VEGF diizeylerinin matiir oositlerde belirgin diisiik oldugu bulunmustur

2.11. HEPATOSIT BUYUME FAKTOR RESEPTORU: ¢-MET

Hepatosit biiyiime faktorii reseptorii c-MET tirozin kinaz ailesindendir ve bu reseptor
teka, graniiloza ve ovarian stroma hiicrelerinde tesbit edilmistir (21). Hepatosit biiylime
faktoriiniin c-MET reseptoril iizerinden kendi proliferasyonunu uyardigi gosterilmistir (84).
Hepatosit biiyiime faktorii ve c-MET reseptorii follikiiler gelisim sirasinda kiigiik, orta ve
biiyiik boy follikiillerden eksprese edilmektedir. Teka hiicrelerindeki HGF mRNA diizeyleri
ve graniiloza hiicrelerindeki c-MET diizeylerinin biiyiik boy folikiillerde, kii¢iik ve orta boy
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follikiillere gore daha yiiksek oldugu izlenmistir. Bu sonuglar HGF’nin ve ¢-MET reseptor
ekspresyonunun follikiiler gelisim basamaklarina bagli olarak diizenlendigini gostermektedir

(19).

Sekil.8.Hepatosit Biiyiime Faktor Reseptorii. c-MET (tirozin kinaz ailesinden)

a)MET reseptdriiniin ana sekli b)Uc boyutlu modeli (Birchmeier ve ark. MCB, 2003)

2.12. HEPATOSIT BUYUME FAKTORU ve ANJIYOGENEZIS:

Hepatosit biliylime faktoriiniin anjiyogenetik ozelligi ile ilgili yapilmis pek ¢ok calisma
mevcuttur. Hepatosit bliylime faktoriiniin insan mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde biiyiimeyi
uyardigi ve kemotaktik aktiveye sahip oldugu ilk kez 1991 yilinda Morimoto ve ark
tarafindan gosterilmistir (85). Daha sonra tavsan korneasina HGF uygulamasi ile yeni kapiller
olusumu in vivo degerlendirilmis, HGF nin basit fibroblast biiylime faktorii’ne (bFGF) esit
anjiogenetik etkisi oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma HGF ‘nin endotelyal hiicre proliferasyon
ve migrasyonunu arttirarak etki eden giiglii bir anjiyogenetik faktdr oldugunu gostermistir

(86). Hepatosit biiylime faktor ve reseptorii sinyal yolagmin aktive olmasi anjiyonezisi
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dogrudan ve VEGF iizerinden dolayli olarak uyarir (87). Domuzlarda yapilan bir ¢alismada
equine koryonik gonadotropin (eCG) uygulamasi sonrasi her boyuttaki follikiilde kapiller
yogunlukta belirgin artis izlenmis, HGF mRNA diizeyi farkli follikiill boyutlarinda
degismezken sadece kiigiik follikiillerde eCG sonrasit belirgin artis gosterilmistir. Bu

calismada anjiyopoetinin VEGF ile kordineli islev gordiigii de gosterilmistir (88,16).

2.13. POLIKIiSTiK OVER SENDROMU
2.13.1. Tanim

Polikistik over sendromu (PCOS) androjen fazlaligi ve ovulatuar fonksiyon
bozuklugunu igeren, reprodiiktif donem kadinlarda %5-10 siklikla goriilen endokrin bir
hastaliktir. LH asir1 {iretimi, ovaryan hiperandrojenizm, polikistik gortiniimlii overler, insiilin

direncinde artis ve fekunditede azalma ile karakterizedir (23).

Polikistik over sendromu ilk kez 1935°te Stein ve Leventhal tarafindan amenore, obezite
ve hirsutizm triadi olarak tanimlanmistir. Giiniimiizdeki mevcut tani kriterlerine gore bu tanim
ancak hastalarin bir kismini kapsar. 1990 yilinda National Institutes of Child Health and
Human Development (NICHD) tarafindan bu sendromun tani kriterleri tanimlanmus (89);

a) Hiperandrojenemi ve/veya klinik hiperandrojenizm

b) Oligo-ovulasyon

c) Ilgili diger tanilarin dislanmas1 (Cushing sendromu, hiperprolaktinemi, non-klasik

adrenal hiperplazi)

2003 yilinda ESHRE/ASRM Rotterdam konsensus toplantisinda alinan kararla (90);
a) Anovulasyon
b) Hiperandrojenizm (klinik ya da laboratuar)
¢) USG’de polikistik over morfolojisi (2-8 mm ¢apli 10’un lizerinde palizadik dizilimli
follikil)

kriterlerinden herhangi ikisine sahip kisi polikistik over sendromlu kabul edilmistir.

Daha sonra 2006 yilinda Androjen Excess Society PCOS igin giincel bir tanimlama
yapmus, kilinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm ile ovarian islev bozukluklugunun bir

arada bulunmasi seklinde tanimlamiglardir (91).

PCOS iireme, metabolik ve kardiyovaskiiler sistem tiizerinde uzun donem etkileri

belirgin olan bir hastaliktir (92). PCOS anovulasyon nedenli infertilitelerin %75 sebebidir.
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Infertilite tedavisinde kilo kaybi, klomifen sitrat, aromataz inhibitorleri, gonadotropinler,

GnRH agonist ve antagonistleri belli basli seceneklerdir (93).

2.13.2. PCOS ve Androjen Yiiksekligi

Polikistik over sendromu tanisinda serum LH, FSH ve andrositenodion diizeyleri
degerlendirilmektedir. Pek ¢ok PCOS’lu hastada artmis LH/FSH oran1 ve yiiksek
andrositenodion diizeyleri tesbit edilmektedir (94). Hiperandrojenizm olusumu ile ilgili gesitli
mekanizmalar vardir. LH/hCG artigina agir1 yanit, graniiloza hiicrelerinde FSH uyarimli
androjen {lretiminde artig, hiperinsiilinemi sonucu karacigerden seks hormon baglayici
globulin (SHBG) sentezinin azalmasi sonucu serbest testosteronda artis, insiilinin ACTH’y1
uyararak adrenal androjen iretimini arttirmasi belli baslh mekanizmalardir (95, 96, 97).
Ovulatuar ve anovulatuar PCOS gruplarmin serum hormon diizeylerini karsilagtiran bir
caligmada androjen ve LH yiiksekligi her iki grupta da goriiliirken, hiperinsiilinemi ve insiilin

direnci sadece anovulatuar grupta gosterilmistir (98).

2.13.3. PCOS ve Follikiil Gelisimi

Normal follikiilogenezde FSH bagimsiz donemde biiyliyecek follikiillerin se¢iminde
bazi biiyiime faktorleri etki gosterir. Daha sonra FSH bagimli donemde ge¢ follikiiler fazin
ortalarinda biiyliyen bu follikiillere LH etkisi baglar. Antimiillerian hormon (AMH) ve FSH
arasindaki hassas denge aromataz aktivitesi i¢in kritiktir ve dominant follikiil se¢imini saglar
(99). Follikiiller gelisimlerinin erken doneminde androjen reseptorii kazanirlar. Boylelikle
FSH bagimsiz fazda androjenler, PCOS’lu hastalarda erken donemde c¢ok sayida follikiiliin
biiyiimesine katki saglarlar (100). Daha ileri follikiilogenez asamalarinda ise androjenler, LH
ve insiilin ile sinerjistik etki gostererek graniiloza hiicre ¢ogalmasin1 ve gonadotropinlerin
uyardig1 Ostrojen ve progesteron sentezini engellerler. Boylelikle follikiiler maturasyonu

bozarlar (92, Sekil.9).

Polikistik over sendromlu hastalarda artmis androjen diizeyleri 2-5 mm c¢aptaki follikiil
sayist ile dogru orantili bulunmustur. Insiilin rezistansi sonucu olusan hiperinsiilinemi
androjen diizeylerinin artisina katkida bulunur. Boylelikle PCOS’lu hastalarda kiiglik antral
follikiillerde artmig LH reseptor ekspresyonu ve artmis progesteron sentezi erken graniiloza
hiicre liiteinizasyonuna yol agarak hiicre ¢cogalmasini ve follikiil biiyiimesini engellemektedir

(24). Polikistik over sendromunda FSH ve LH‘ya artmis anormal bir yanit vardir. Boylelikle
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follikiiller erken donemde matiire olmakta, fazla miktarda Gstrojen salgilanmakta ve artmis E2

FSH’y1 baskilayarak saglikli follikiillerin gelisimine engel olmaktadir (101).

Serum andrositenodion diizeyleri bazal antral follikiil sayisint ve IVF‘de toplanan oosit
sayisin1 ongormede kullanilmistir (102). Klinik hiperandrojenizmin IVF tedavisi altindaki
PCOS hastalarinda gebelik oranlarini azalttifi gosterilmistir. Klomifen sitrata direngli
PCOS’lu hastalarda IVF basarisinin en iyi belirtecinin androjenlerin normal diizeyde olmasi

oldugu iddia edilmistir (103).

a Normal b PCOS

h
Recruftment T GDF-9, BMP-9 | GDF-9, BMP-9
ik Androgens T Androgens
Accelerated early
> follicular growth
)
Seconda‘r’yﬁpantral
TFSH | LFSH ) v
L AMH T AMH
Reduced FSH
> responsiveness
Premature luteinisation
LH TLH
Insulin T Insulin l
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1 ESH » Follicular arrest
L AMH
Selection

Dominant

Sekil.9. Normal Follikiilogenez ve PCOS’da Follikiilogenez (Nisenblat ve ark. 2009)
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Biiytiyen follikiillerde artmis ovarian kan akimi anjiyogenezis ve artmis matabolizmanin
gostergesidir. PCOS’lu ve normal ovarian yapiya sahip hastalara yapilan ovarian ve uterin
arter doppler incelemede PCOS’lu hastalarin overlerinde erken follikiiler fazda artmis hacim,
belirgin artmis kan akimi, artmis damar olusumu izlenmistir. Uterin arter doppler Slgiimleri
arasinda fark saptanmamistir. Ayni ¢alismada pre-ovulatuar follikiillerin ve korpus luteumun
da doppler akimlari 6l¢iilmiis ve PCOS’lu overlerde belirgin artmis kan akim1 ve anjiyogenez
gosterilmistir. Artmis ovarian pik-sistolik velosite ile artmig LH diizeyleri uyumlu

bulunmustur (104).

PCOS’lu hastalarla normal overli hastalar kiyaslandiginda PCOS’lu hastalarda artmis
serum VEGF diizeyleri ile buna uyumlu artmis ovarian stromal kan akimi bulunmustur.
Boylelikle PCOS’Iu hastalarda artmis serum VEGF diizeyleri, VEGF’iin anjiyogenetik
ozelligini tanimlamaktadir (105). Yapilan bir ¢alismada, PCOS’lu IVF hastalarinda artmig
serum ve follikiiler stvi VEGF diizeyleri tesbit edilmistir. Ayrica hCG uygulamasi sonrasi
VEGF diizeyleri belirgin yiikselmistir ve bu degerler Ostrojen diizeyleri ile uyumludur
(105,106).

2.13.4. PCOS ile iliskili infertilite Tedavisi

Polikistik over sendromlu hastalarin IVF stimulasyon protokollerinde temelde iki
amac¢ bulunmaktadir: a) Yiikksek LH ve androjen diizeylerinin baskilanmasi b) Ovaryan
hiperstimulasyonun 6nlenmesi. Tiim diinyada ART Kkiliniklerinde hipofiz bezini baskilamak
icin en ¢ok GnRH analoglari tercih edilmektedir. Polikistik over sendromlu hastalarda GnRH
analoglariyla endojen yiiksek LH diizeylerinin baskilanmasi ile yiiksek LH’1n oosit gelisimi
tizerine olan zararli etkililerinden korunulur. Bu sonucu GnRH analog tedavisi alan PCOS’lu
hastalarda oosit fertilizasyon oranlarinin GnRH analog ilave edilmeyen hastalardan daha iyi
oldugunu gosteren c¢aligmalar desteklemektedir. Gonadotropin se¢imi ile ilgili ¢aligmalar
gostermistir ki uzun GnRH analog protokoliinde iiriner FSH ya da hMG kullaniminin
birbirine TUstlinliigli yoktur. Ancak gonadotropin dozlarinin normal hastalarda baslanilan
dozlardan %25-30 daha az olmas1 ve stimulasyonun sekizinci giiniinden itibaren giinliik TV-

USG ile follikiil gelisiminin ve seum E2 diizeylerinin yakin takibi 6nerilmektedir (107).

Hipofiz bezinin baskilanmas1 amaciyla kullanilabilecek bir diger ilag GnRH
antagonistleridir. Antagonist ilaglar da yiiksek LH seviyelerini hizli bir sekilde baskilar ancak

yiiksek LH seviyeleri antagonistin uygulanmaya baslandig1 siklus giiniine kadar (en biiytlik
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follikiil 14 mm oluncaya kadar) devam etmektedir. Boylelikle erken follikiil gelisim sirasinda
yiikksek LH maruziyeti olur ve bu diisiik gebelik sonuclarina yol agabilir. Teorik olarak bir oral
kontraseptif ile beraber 6nceden tedavi vermek uyarim baslamadan 6nce LH ve androjen
seviyelerini baskilayacak erken donemde yiiksek LH seviyeleri engellenebilecektir.
Antagonist ilaglar kullanuldiginda follikiiler kohort daha kiigiik oldugundan dolayr OHSS
riski daha azdir. Bununla beraber antagonist sikluslarda hCG yerine GnRH analogunun
kullanilabilmesinin OHSS riskini azaltabilecegi iddia edilmektedir (45).

Selanik konsensus toplantisi sonuglarina gore PCOS tek basina IVF i¢in endikasyon
degildir. PCOS’a ek olarak erkek faktor, tubal faktor, inseminasyonda basarisizlik gibi
problemler varsa kisi IVF tedavisine yonlendirilir. Birgok tedavi protokolii alternatifi
mevcuttur, ancak en standart protokol uzun protokol ve rFSH kullanimidir (108). IVF basarin
degerlendiren bir metaanalizde PCOS’lu hastalarda siklus iptal oranlart %12,8 dir.
Stimulasyon siiresi ortalama 1,2 giin daha uzundur. Toplanan oosit sayist fazla ancak

fertilizasyon ve gebelik oranlari benzerdir (109).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu prospektif calisma Agustos 2009 ile Subat 2010 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil
Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, IVF Merkezinde ICSI uygulanan
hastalardan elde edilen serum ve follikiiler sivilarda gergeklestirildi. Calismaya Universite
Etik Kurulu onayr alindiktan sonra baslandi. Hastalar ¢alismaya alinmadan once yazili ve
sozlii onamlar1 alindi. Bu ¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi Arastirma Fon Saymanlig

tarafindan desteklendi.

Calismaya, klinigimize IVF/ICSI i¢in bagvuran hastalardan Rotterdam kriterlerine gore
PCOS tanist alan 21 hasta ve normal over yapisina sahip (tubal faktor, erkek faktor ve
aciklanamayan infertilite) 41 hasta alindi. Genis hidrosalpinksi, endometriosisi, pelvik
enflamatuar hastalik nedeniyle yogun pelvik yapisikliklart bulunan hastalar c¢alisma dis1
birakildi. Calismaya 62 hasta ile baslandi1 ancak iki hastada fertilizasyon gerceklesmedigi ve
bir hastanin esinde testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) sirasinda sperm bulunamadigi i¢in
3 hasta ¢ikarildiktan sonra kalan 59 hasta ile ¢alisma tamamlandi. Calismada hastalarin serum

ornekleri ve follikiiler sivilar: kullanildi.

3.1. Ovaryan Stimulasyon Protokolleri

Calismaya katilan 59 hastadan 37’sinde GnRH anologu (Lucrin; Abbott, Tiirkiye veya
Suprefact; Sanofi Aventis, Tiirkiye) ile bir Onceki siklusun luteal fazinin ortasindan
baglayarak uzun protokol ile hipofizer down regiilasyon yapildi. Optimum down regiilasyon
sagladiktan sonra bireysellestirilmis dozlarda rekombinant FSH (Gonal-F; Serona, Tiirkiye
veya Puregon; Organon, Tiirkiye) veya Human menopozal gonadotropin (Menogon; Erkim,
Tiirkiye veya Menopur; Erkim, Tirkiye) ile indiiksiyon baslandi. Analog kullanilmayan
hastalara (n=22) gonadotropin tedavisi basladiktan bes ile alt1 glin sonra GnRH antagonist
(Orgalutron; Organon, Tiirkiye veya Cetrotide; Serona, Tiirkiye) tedavisi eklenerek ekzojen
gonadotropin uyarisina devam edildi. Follikiiler biiylime diizenli olarak ultrason Slgiimleri ile
takip edildi. En az iki follikiil ¢ap1 18 mm olunca 10.000 IU hCG (Pregnyl; Organon,
Tiirkiye) uygulandi.
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3.2. Oosit ve Follikiiler S1vi Toplama islemi

Oosit toplama islemi hCG yapildiktan ortalama 36 saat sonra gergeklestirildi. Oosit
toplama Oncesi hastalardan idrarlarin1 yapmalari istendi. Hastalara intravendz sedasyon igin
midazolam (dormicum ampul 5mg/5ml, Roche, Tiirkiye) 0,02mg/kg, fentanyl (fentanyl citrate
ampul, Abbot, Tiirkiye) 1mcg/kg ve propofol (propofol flakon 500mg/ml, Abbot, Tiirkiye)
Img/kg dozlarinda kullanildi. Oosit toplama islemi Oncesi vajen steril salin soliisyonuyla
yikandi. Steril bir kilif igindeki transvajinal USG probu (7,5 MHZ Endovaginal Probe,
Siemens, Japonya) ve beraberinde tutturulmus aspirasyon ignesi (Gynetics, Hamont-Archel,
Belgika) overleri gormek ve follikiilleri aspire etmek icin kullanildi. Calismaya dahil edilen
hastalardan alinan follikiiler sivilar, 16 G’lik igneler ile 15-20 mm biiyiikligiindeki ve proba
en yakin follikiillere keskin olarak girildikten sonra, 125 mmHg vakum basincinda aspire
edilerek elde edildi. Her bir follikiil ayr1 ayr1 aspire edildi. Her aspirasyondan sonra bir
sonraki follikiil sivisinin kontaminasyonunu 6nlemek i¢in set temizlendi ve yeni toplama tiipii
kullanildi. Her bir hastadan ¢aligsma i¢in 3 follikiil aspire edildi. Her follikiilden ortalama 2—7
ml s1v1 alindi. Calisma icin yapilan follikiil aspirasyon isleminden sonra standart yontemlerle
hastanin yumurta toplama iglemi tamamlandi. Yikama sivist ve kan ile kontamine olmus
follikiil sivilar1 ve oositleri caligmaya dahil edilmedi. Aspire edilen her follikiil sivis1 26
ml’lik dibi yuvarlak yapida polisteren tiiplere (Sarstedt AG&Co, Almanya) ayr1 ayr1 kondu.
Tek oosit elde edilen sivi, igerisindeki oosit alindiktan sonra steril pipetle ayr steril, apirojen,
polipropilen konik tabanli 15 ml hacimli tiiplere (BD Falcon, Biosciences, ABD) kondu.
Ayrilan oositler dort kuyucuklu petri kabi icerisine ayr1 ayr takip edilmek lizere isaretlenerek
yerlestirildi. Alinan follikiil sivi 6rnegi, 2000 devir/dk hizda, 4°C’de, 10 dakika santrifiij
edildikten sonra graniiloza hiicre pelleti 1 ml RNA later soliisyonu eklenerek -80°C’de
saklandi. Siipernatant 2 ayr1 steril polipropilen tiipe en az 1 ml siv1 icerecek sekilde her bir
follikiil icin ayr steril pipet kullanilarak esit miktarlarda boliindii. Materyaller -80°C’de analiz

giiniine kadar saklandi.

Ayrica hastalardan indiiksiyon tedavisine baslanmadan Once menstruasyonun 2-
3.giiniinde, hCG uygulanan giinde ve OPU giiniinde 10 cc kan 6rnegi alindi. Alinan kan 3000
devir/dk hizda, 4°C’de, 10 dakika santrifiij edildi. Her bir 6rnek ayr steril polipropilen tiipe 2

ml s1vi1 igerecek sekilde kondu. Analiz giiniline kadar -80°C’de saklandi.
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3.3. Oositlerin Elde Edilmesi, Takibi, Morfolojik Degerlendirilmesi ve ICSI

Aspirasyon iglemi ile tiip igerisine alinan her bir follikiil sivisi, kiiltiir kabininin
icerisindeki petri tabaklarina (BD Falcon. 353003; 100x20mm, Biosciences) dokiildiikten
sonra stereo-mikroskop altinda folikiil sivisindaki oositler bulundu. Yumurta toplama giinii
hazirlanan Falcon 353037 (60x15 mm) center well dish disina 2 mlt i¢ kismina 1 ml HEPES
ile desteklenmis Quinn’s Advantage medyum (SAGE Biopharma, Bedminster, NJ, ABD)
konularak hazirlanan tabagin diginda yikanip bulunan oositler Pasteur pipet yardimi ile alindu.
OPU’dan bir giin once hazirlanan Quinn's Advantage Protein Plus Fertilization (HTF)
Medyumlu tabaga (NUNC four well dish,176740, Thermo Fisher Scientic, ABD) tek tek
numaralandirilarak aktarildi ve bu tabakta 2 saat inkiibe edilerek oosit deniidasyon zamanina
kadar bekletildiler.

Follikiillerden ¢aligma i¢in elde edilen oositler ICSI islemi 6ncesi mekanik ve kimyasal
olarak deniie edildikten sonra invert mikroskopla (Olympos 1X70, Olympos, Viyana,
Avusturya) morfolojik olarak degerlendirildi. Niikleer maturasyonlarmma gore oositler {i¢
gruba ayrildi. Grup 1: matiir, metafaz I (MII) oositler; Grup 2: immatiir, metataz I (MI) veya
germinal vezikiil (GV) olan oositler; Grup 3: dejenere olan oositler olarak belirlendi.
Sitoplazmik maturasyonlarina goére oositler iki gruba ayrildi. Grup 1; sitoplazmasi normal
yani seffaf olanlar, Grup 2; sitoplazmasi graniiler, koyu graniiler, vokual ve/veya refraktil

cisim igeren oositler olarak belirlendi.

Oosit toplama isleminden sonra hastalarin eslerinden mastiirbasyon ile semen ornegi
alindi. Bu semen 6rneginde sperm bulunamayan erkeklere TESE uygulandi. Spermler swim-
up ve yogunluk gradiyenti santrifiigasyon yontemi ile hazirlandi. Ayrilan spermler
kapasitasyon amaciyla 0,54 saat protein iceren mediumda (Quin’s Sperm Washing Medium,
Sage Media, A.B.D) 37°C’de, %5’lik CO2’li ve %95°lik nemli ortamda inkiibasyona (Heraus
inkiibator, Almanya) birakildi. Mikroenjeksiyon prosediirii Van Steirteghem ve ark. (110)

tanimlamalarina gore yapildi.

3.4. Fertilizasyon, Embriyo Kalitesi

Fertilizasyon, ICSI isleminden 16-20 saat sonra mikroskop altinda iki ayn
pronukleusun goriilmesi ile tespit edildi. Oositler fertilize olmalarina gore iki gruba ayrildi

Grup 1: fertilize olanlar; Grup 2: olmayanlar olarak tanimland. .
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Embriyo transferi ICSI isleminden yaklasik 48—72 saat sonra yapildi. Transfer giini
embriyolar kalitelerine gore derecelendirildi. Embriyo kalitesi; hiicre sayisi, simetri,
blastomerlerin sekli, perivitellin araliktaki sitoplazmik fragmantasyonlarin biiyiikligi ve
klivaj oran1 dahil edilerek morfolojik 6zelliklere dayanarak modifiye Veeck (54) kistaslari
kullanilarak hesaplandi. Grade 1 embriyo (en st kalite embriyo): blastomerler yuvarlak ve
esit biyiikliikte, % 0 fragmantasyon; Grade 2 embriyo: blastomerler yuvarlak ve esit
biiytikliikte %0-25 aras1 fragmantasyon; Grade 3 embriyo: blastomerler esit biiyiikliikte degil
ve %25-50 arasi fragmantasyon; Grade 4 embriyo: blastomerler esit biiyiikliikte veya degil
ancak %50’den fazla fragmantasyon orani olarak tanimlandi. Kalitelerine gore degerlendirilen
embriyolar iki gruba ayrildi. Grup 1: grade 1 (en {ist kalite embriyolar), Grup 2: grade 2-4

embriyolar olarak tanimlandi.

Embriyo transferi oncesinde vajen steril salin soliisyonuyla yikandi. Transabdominal
ultrasonografi (Sonoline Adara, Siemens, Almanya) rehberliginde transfer kateterinin
(Wallace, Smiths, Ingiltere veya Labotect, Almanya) ucu fundusa dokunmadan yaklasik 1-1,5
cm altinda iken midkaviteye embriyo transferi yapildi. Transfer kateterinde embriyo kalip
kalmadig1 kontrol edildikten sonra isleme son verildi. Hasta embriyo transferi sonrasi 20
dakika istirahat ettikten sonra taburcu edildi. Luteal faz destegi dogal progesteron (Progestan
kapsiil, 100mg, Kogak, Tirkiye) 600 mg/giin, intravaginal uygulama ile saglandi.
Biyokimyasal gebelik embriyo transferi sonrasi 14. giinde serum B-hCG o6l¢iimi 25
mlIU/ml’den fazla ise ve klinik gebelik embriyo transferinden ii¢ hafta sonra transvaginal

USG’de bir veya daha fazla gebelik kesesi goriilmesi ile tanind.

3.5. Serum ve Follikiil Sivisinda HGF Tayini

Serum ve follikiil sivilarindaki HGF protein miktarinin kantitatif olarak saptanmasi
amaci ile solid faz sandvi¢ Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi
kullanildi. Her bir 6rnek {iger kez ¢alisildi. Insan HGF proteinine spesifik monoklonal antikor
ile kapli 96 kuyulu mikroplakalar i¢ine HGF protein kontrol 6rnekleri ve hastalardan elde
edilen serum ve follikiil sivilar1 eklendi. Boylece kontrol ve hasta orneklerindeki HGF
proteini mikroplakalar ylizeyine sabitlendi. Baglanmayan proteinlerin  yikanarak
uzaklastirilmas: sonrasinda ikincil HGF spesifik biyotinli monoklonal antikor eklendi.
Baglanmayan antikorlar yikamayla uzaklastirilip streptavidin-peroksidaz enzimi eklendi.
Ikincil antikorun peroksidaz enzimi ile isaretlenmesini takiben enzim substratr olan boyali
reaktif eklenerek renk degisimi saglandi. Mikroplaka i¢inde olusan renk degisimleri 450 nm
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dalga boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢iildii. HGF standartlar1 ile elde edilen egri
kullanilarak hasta 6rneklerindeki HGF miktar1 belirlendi.

3.6. Graniiloza Hiicrelerinde c-MET mRNA Miktar Tayini

RNA later eklenerek -80°C’de saklanan graniiloza hiicreleri oda sicakliginda ¢oziildii.
Esit hacimde fosfat tamponlu tuz (PBS) eklenip 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. RNA
later uzaklastirilip hiicre pelletinden RNA izolasyon kiti (NucleoSpin RNA II, MN GmbH)
kullanilarak total RNA izole edildi. Elde edilen RNA miktar1 spektrofotometrik olarak
belirlendi. Total RNA kalip olarak kullanilarak reverse transkriptaz enzimi araciligiyla cDNA
sentezi (First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas) yapildu.

Insan c-MET genine 6zgiil primerleriyle (c-MET ileri 5>GCT TTG TAA GTG CCC GA
3’, ¢-MET geri 5°TGC CCT CTT CCT ATG AC3’. Referans sekans no: NM 000245)
kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gerceklestirildi (Roche LC 480
1.5 system). 18S geni (18S ileri: 5’AGATCAAAACCAACCCGGTGA3’, 18S geri:
5’GGCGACTACCATCGAAAGTT3’. Referans sekans no: NR 003286) referans olarak
kulanildi. c-MET ve 18S primerlerinin etkinligi ve hasta orneklerindeki c-MET ve 18S CT
degerleri Relative Expression Software Tool - version 2 (REST) programi kullanilarak analiz
edildi. ¢c-MET mRNA degisimi 18S RNA miktarina gore normalize edildi. ¢c-MET dCT

degerleri istatistiksel olarak incelendi.

3.7. Serum Hormon Tayini

Hastalardan gonadotropin baslanmadan 6nce bazal, hCG ve OPU giinii alinan kandan
elde edilen serum ornekleri Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji
laboratuarinda incelendi. Bazal kan 6rneklerinden serum FSH, LH, progesteron (PG), E2,
Total Testosteron (TTE), Dihidro epiandrositenodion siilfat (DHEAS) degerleri solid faz
karsilastirmali chemiluminescent enzim immune assay yontemi ile immulite 2500 (Simens,
Almanya) cihazinda calisildi. Intra-assay degisim katsayilar1 (coefficiant of variations) FSH
%3, LH % 5.4, PG % 6.7, E2 % 6.4, TTE % 3.42, DHEAS % 6.5. Inter-assay degisim
katsayilar1 ise FSH %4.6, LH %8, PG % 9.5, E2 %7.8, TTE %7.16, DHEAS % 9.3. 17
hidroksi progesteron (17-OHPG) ve Serbest Testosteron (FTE) radyoimmunoassay (RIA)
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yontemi ile ¢alisilip gama counter ile CPS degerleri okundu. Intra-assay degisim katsayilar
17-OHPG % 8.3, FTE %3.7. Inter-assay degisim 17-OHPG % 12, FTE %7.9 idi. hCG ve
OPU giinii alinan kan 6rneklerinden serum E2, PG, TTE ve andrositenodion degerleri solid
faz karsilastirmali chemiluminescent enzim immune assay yontemi ile Immulite 2500
(Simens, Almanya) cihazinda calisildi. Andrositenodion icin Inta-assay degisim katsayist %
4.3, inter-assay degisim katsayisi ise % 6.3 idi. Serum FTE ise radyoimmunoassay (RIA)

yontemi ile ¢alisilip gama counter ile CPS degerleri okundu.

3.8. istatistiksel Analiz

Tim istatistikler “SPSS for Windows 13.0” istatistik programi ile yapildi. Katagorik
degerler Ki-kare, kategorik olmayan degerler Mann Whitney U ile gruplar arasinda analiz
edildi. Esdeger verilerin stireklilik analizi Paired-T test ve korelasyon analizi ile yapildi. P

degeri 0.05’den diisiik olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.9. Calisma Dizaym Ozeti
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4. BULGULAR

Yirmibir hasta PCOS ve 38 hasta kontrol olmak {izere toplam 59 hastayla calisma grubu
olusturuldu. Kontrol grubu 18 erkek faktor, 18 acgiklanamayan infertilite ve 2 tubal faktor

tanil1 hastadan olugmaktaydi.

Oosit toplama islemi sirasinda her hastadan bir ile ii¢ arasinda follikiil sivisi alindi.
Toplam 168 follikiil sivis1 ve oositleri ayr1 ayr1 toplandi. Bu 168 follikiil sivisinin 40 tanesi
PCR ile DNA elde edilememesi ve/veya HGF analizinin sonug vermemesi nedeni ile ¢alisma

dis1 birakildi. Toplam 128 follikiil sivisinin sonuglari degerlendirmeye alindi.

Ellidokuz hastadan 37 tanesi GnRH agonist uzun protokolle ve 22 tanesi GnRH
antagonist protokolle tedavi edildi. 59 hastadan 32 tanesinde gebelik olustu, 27 tanesinde ise

olusmadi (%54 biyokimyasal gebelik orant).

Hastalarin yas ortalamasi1 30.83, viicut kitle indeksleri (BMI) 24.41, infertilite siireleri
6.48 yil idi. Toplam indiiksiyon siiresi ortalama 12.4 giin, hCG giinii endometrium kalinlig1
10.76 mm, fertilizasyon orani %76.19, transfer edilen ortalama embriyo sayisi 3, klinik
gebelik oran1 %50.2°dir. Bu sonuglarin gruplar arasinda dagilimi Tablo-2 ve Tablo-3’de

gosterilmistir.

Bazal plazma (ila¢ kullanmadan ©once mensturasyonun 3.giinii sabah alinan kan
ornekleri) FSH, LH, E2, FTE, DHEAS, 17-OHPG diizeyleri, infertilite siireleri gruplar
arasinda fark gostermemektedir. Bazal serum total testosteron, androstenodion degerleri
(p:0.012 ve p<0.001) ve LH/FSH oram (p:0.055) PCOS’lu hastalarda kontrol grubuna gore
yiiksektir ( Tablo.2).
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Tablo.2. Hastalarin Klinik ve Hormonal Sonuglarinin Karsilastirilmasi

PCOS Kontrol
(n:21) (n:38) P degeri
Ort+ SD Ort + SD
Yas 29.33+4.08 31.68+4.89 0.069
BMI (kg/m2) 24.47+3.35 24.37+3.23 0.911
Infertilite siiresi (y11) 6.19+£3,58 6.65+4.45 0.689
FSH (mIU/mI) 6.11+2.15 7.2642.53 0.085
LH (mIU/ml) 521+3.51 4.465+2.12 0.317
LH/FSH orani 0.86+0,54 0.63+0,34 0.055
Estradiol (pg/ml) 54.71+28.,83 58.20+37,85 0.715
Total Testosteron (ng/dl) 49.29+33,01 31.32+19,40 0.012*
Serbest testosteron (pg/ml) 2.29+0.86 1.95+0.67 0.097
Androstenodion (ng/ml) 3.47+1.23 2.21+0.93 <0.001*
DHEAS (ug/dl) 209.50+76.57 175.79+55.94 0.063
17-OH PG (ng/ml) 1.91+0.79 1.64+0.81 0.241

Mann-Whitney U analizlerine gore
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Tablo.3. PCOS ve Kontrol Grubu Genel Ozellikleri

PCOS Kontrol
(n:21) (n:38) P degeri
Ort + SD Ort + SD
Indiiksiyon siiresi (giin) 12.00+1.58 12.38+1.67 0.402
Endometrium kalinlig 10.98+2.52 10.63+2.76 0.623
(mm)
Toplam gonadotropin 1804.40+770.64 2843.24+1015.26 <0.001*
dozu (1U)
Toplam oosit say1si 16.67+8.05 8.65+4.66 <0.001*
Toplam follikiil say1si 16.43+6.35 10.57+7.67 0.004*
Matiir oosit say1s1 13.76+6.83 7.35+4.47 <0.001*
Fertilizasyon orani 30/38 50/67 0.676
(%) (78.94) (74.62)
Transfer edilen embriyo 3.19+0.75 2.89+0.69 0.133
sayl1st
Klinik gebelik orani (%) 57.1 48.6 0.542

Mann-Whitney U analizlerine gore

Toplam gonadotropin dozu PCOS grubunda anlaml diisiik; ortalama oosit, follikiil ve
matiir oosit sayis1 PCOS grubunda kontrol grubuna gére anlamli yiiksekti (Tablo.3).
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HGF Diizeyleri
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Sekil.10. hCG ve OPU Giinii Serum HGF Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Serum HGF diizeyleri, PCOS grubunda OPU giiniinde hCG giiniline gore ortalama 2.74
kat arttig1 saptandi. Kontrol grubunda ise bu artig ortalama 2.18 kat bulundu. Bu artis oranlari

gruplar arasinda farklilik gostermedi (Sekil.10).
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Tablo.4. hCG ve OPU Giinii Gruplar Arast Serum Hormon ve HGF Diizeylerinin

Karsilagtirilmasi
hCG GUNU OPU GUNU
PCOS KONTROL PCOS KONTROL
(n=21) (n=38) P (n=21) (n=38)
Ort = SD Ort = SD degeri Ort+SD Ort = SD P degeri
E2 3134.50+1733.95 | 1825.13+£1490.52 | 0.001* | 1700.52+987.35 | 1061.05+642.88 | <0.001*
(pg/ml)
PG 0.96:0.40 1.10£0.95 0.650 11.70+5.41 6.79+6.00 <0.001*
(ng/ml)
TTE 82.10+39.83 61.18+36.84 0.037* | 143.96+55.89 100.39+53.57 0.004*
(ng/dl)
FTE 2.37+0.87 2.00+0.60 0.147 2.50+1.03 2.04+0.85 0.070
(pg/ml)
A4 5.11+£2.71 3.52+1.66 0.038* 7.16+£2.71 4.10£1.89 <0.001*
(ng/ml)
HGF 313.72+228.01 347.26+177.80 | 0.613 | 898.85+461.06 | 861.10+410.22 0.749
(pg/ml)

Mann-Whitney U analizlerine gore

Sadece serum TTE ve A4 degerleri siklus dncesi bazal, hCG giinii ve OPU giinii PCOS

grubunda anlamli yiiksek idi (Tablo.2-4).

46




HGF c-MET
80000 - 77651 0,9 -~
73930 0,85 - 0,84
75000 - !
0,8 -
= 70000 -
I 0,75 -
o0
£ 65000 - 0,7 -
[V
(U] 0,65 -
T 60000 -
0,6 -
55000 - 055 -
50000 T ) 0,5 T )
Kontrol PCOS Kontrol PCOS

HGF diizeyleri p:0.371; c-MET diizeyleri p:0.480
Sekil.11. Follikiiler Stv1 Ortalama HGF ve c-MET Degerleri

PCOS grubunda ortalama follikiiler sivi HGF diizeyleri kontrol grubundan daha yiiksek
bulundu. Ancak bu deger istatistiksel olarak anlamli degildi (p:0.371). c-MET reseptor
ekspresyonu agisindan gruplar arasinda bir fark bulunmadi (p:0.480, Sekil.11).

Tablo.5. Serum ve Follikiil Sivist HGF Diizeylerinin Karsilastirmasi

HGF Serum* HGF follikiil s1vis1 Folikil HGF
(pg/ml) (pg/ml) / P Degeri
Ort+ SD Ort+ SD Serum HGF
PCOS 898.85+ 461.06 77651+18968 86 <0.001
(n=21)
Kontrol 861.10+ 410.42 73930425353 85 <0.001
(n=38)

Pair T Test analizine gore; * OPU giinti
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Follikiiler s1v1 ortalama HGF degerleri ayn1 giin alinan serum HGF degerlerinden PCOS
grubunda yaklasik 86 kat, kontrol grubunda ise 85 kat fazla bulunmustur ve bu fark anlamlidir
(Tablo.5).

Elde edilen 128 oositin 105 tanesi mayotik maturiteye ulasmis (MII), 6 tanesi immatiir
(MI veya GV) ve 17 oosit dejenere olmustur. 105 matiir oosite ICSI uygulanmis ve 80 tanesi
iki proniikleus iceren (2PN) zigot haline gelmistir. Bir tanesi anormal fertilizasyon gostermis
(1PN), 24 oosit ise fertilize olmamistir. Seksen tane 2PN zigottan 4 tanesi bolinmeye devam
etmemistir. Embriyo morfolojisine gore 42 tanesi Grade-1 embriyo ve 34 tanesi Grade2-4

embriyo olarak degerlendirilmistir.
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90000 1.2-

0.9 —I— T

0.6

80000

700004

HGF (pg/ml)

60000

cMET mRNA Ekspresyon Diizeyi

50000 0.0
M1-Dejenere M2 M1-Dejenere M2

(n=23) (n=105) (n=23) (n=105)
A B

Sekil.12.Maturasyona Gore Follikiiler Siv1
HGF(A) ve c-MET Ekspresyon Diizeyleri(B) Degisimi

Matiir oositlerde (MII) follikiiler sivi ortalama HGF diizeyleri 75788 pg/ml, immatiir (
M1 ve GV) oositlerde 63623 pg/ml ve dejenere oositlerde ise 77514 pg/ml olarak bulundu. Bu
degerler istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil.12.A).

c-MET mRNA ekspresyon diizeyi agisindan matiir oosit (MII) elde edilen follikiilerdeki
ortalama c-MET diizeyi 0.83, immatiir oosit elde edilen follikiillerin ortalama c-MET diizeyi
0.63 ve dejenere olanlarda ise c-MET diizeyi 0.77’dir. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli
degildi (Sekil.12.B).
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Sekil.13.Fertilizasyona Gore Follikiiler Sivi
HGF(A) ve c-MET Ekspresyon Diizeyleri(B) Degisimi (*:p=0.034)

Fertilizasyon durumlarina gore yapilan degerlendirmede ise normal fertilize olan (2PN)
grupta follikiiler sivi ortalama HGF diizeyleri 76629 pg/ml, fertilize olmayanlarda ise 70865
pg/ml olarak tesbit edildi (Sekil.13.A)

Fertilizasyon ag¢isindan c-MET ekspresyon diizeylerini inceledigimizde fertilize olmus 2
hiicreli zigotlarda (2PN) follikiil ortalama c-MET degeri 0.94, fertilize olmayanlarda ise
0.47°dir. Bu iki grup ortalamalart karsilagtirildiginda biribirinden fark: istatistiksel olarak
anlamlidir (p:0.034, Sekil.13.B) Anormal fertilize olan bir adet oosit oldugu i¢in ona ait sonug

degerlendirme dis1 birakilmistir.
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Sekil.14. Embriyo Kalitesine Gore Follikiiler Sivi
HGF(A) ve c-MET Ekspresyon Diizeyleri(B) Degisimi

Embriyo kalitesi baz alindiginda grade 1 embriyolarin gelistigi oositlerin follikiil
stvilarinin ortalama HGF diizeyi 80103 pg/ml, Grade 2-4 embriyo gelisen oositlerin folikiil
stvilarinin ortalama HGF diizeyleri 71879 pg/ml olarak olciildii (Sekil.14.A).

Embriyo kalitesi agisindan c-MET ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde ise grade
1 embriyolarda follikiil c-MET ekspresyon diizeyi 0.91, grade 2-4 embriyolarda c-MET
ekspresyon diizeyi 0.97, embriyo gelismeyenlerde ise 0.91 bulunmustur. Gruplar arasindaki

bu degerlerin birbirinden farkli olmadig1 gozlendi (Sekil.14.B).

Kontrol grubunda dejenere oosit sayist 7, immatiir oosit sayist 4; PCOS grubunda
dejenere oosit sayis1 10, immatiir oosit sayist 2 idi. Yani PCOS grubunda % 4 immatiir oosit
ve kontrol grubunda % 5 immatiir oosit mevcuttu. Hastalarin tiim oositlerini goz Oniine
aldigimizda PCOS grubunda %6.11 immatiir oosit, kontrol grubunda %6.8 immatiir oosit
mevcuttu. Aldigimiz 6rnek grubu tiim hasta sonuglari ile uyumluydu. Dejenere oositlerin
ortalama HGF diizeyi PCOS grubunda 75788+18620 ve kontrol grubunda 79979435235
bulundu. Dejenere ooistlerin ortalama c-MET ekspresyon diizeyleri kendi PCOS grubunda
0.60+£0.47 ve kontrol grubunda 0.84+0.83 olarak tesbit edildi. Kontrol ve PCOS grubunda
matiir ve immatiir oositlerin follikiil sivis1 ortalama HGF ve c-MET ekspresyon diizeyleri

Tablo-6 ‘da gosterilmistir.
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Tablo.6. Folikiil Sivist HGF ve ¢cMET Diizeylerinin Maturasyona Gore Karsilastirmasi

(PCOS ve Kontrol grubunun kendi i¢inde)

M1 MI-GV P
Ort+SD Ort+ SD Degeri
HGF
PCOS (pg/ml) | 78612.50+=18778 56099+13675.44 0.090
(n:40)
c-MET 0.96+0.94 0.53+0.45 0.607
HGF
Kontrol (pg/ml) | 72902.18+24399.82 67386+6342.81 0.606
(n:71)
c-MET 0.74+0.73 0.68+0.46 0.539

Mann-Whitney U analizlerine gore

Gruplarn fertilizasyona gore degerlendirdigimizde PCOS ve kontrol gruplarinda fertilize

olan oositlerde fertilize olmamis oositlere gore 2 kat artmis c-MET ekspresyonu saptanmaistir.

Her iki grup degerleri istatistiksel olarak anlamlidir (Tablo.7).

Tablo.7. Folikiil Sivist HGF ve ¢cMET Diizeylerinin Fertilizasyona Gore Karsilastirmasi

(PCOS ve Kontrol grubunun kendi i¢inde)

2PN Fertilize olmayan P
Ort+ SD Ort+ SD Degeri
HGF
PCOS | (pg/ml) | 79455.77+19536.94 74878+15690 0.567
(n:38)
c-MET 1.07+0.99 0.51+0.47 0.037*
HGF
Kontrol | (pg/ml) | 74156.48+24937.16 | 69213.06+23065.01 0.475
(n:67)
c-MET 0.84+0.82 0.45+0.37 0.031*

Mann-Whitney U analizlerine gore
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Tablo.8. Folikiil Stvist HGF ve cMET Diizeylerinin Embriyo Kalitesine Gore Karsilastirmasi
(PCOS ve Kontrol grubunun kendi i¢inde)

Grade 1 Grade 2-4 P
Ort+SD Ort+ SD Degeri
HGF
PCOS (pg/ml) | 78395.14+20301.8 80567.60+20632 0.715
(n:28)
c-MET 1.05+0.99 1.11+0.99 0.949
HGF
Kontrol (pg/ml) | 80957.57+25576.4 | 63797.15+21894.49 0.03*
(n:48)
c-MET 0.84+0.88 0.84+0.77 0.834

Mann-Whitney U analizlerine gore

Kontrol grubunu embriyo kalitesine gore degerlendirdigimizde follikiil sivis1 ortalama
HGF diizeyi Grade 1 embriyo gelisen follikiillerde 80957 pg/ml iken Grade 2-4 embriyo
gelisen follikiillerde 63797 pg/ml’dir. Grade 1’lerde bulunan yiiksek HGF diizeyi istatistiksel
olarak anlamlhidir (p:0.03, Tablo.8).
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5. TARTISMA

Yardimer iireme teknikleri son 30 yildir yayginligi giderek artan bi¢imde
uygulanmaktadir. Gebelik ve canlt dogum oranlarinin arttirilmasi amaci ile lizerinde yogun
arastirmalar yapilmaktadir. ART basarisi en ¢ok anne yasi ve elde edilen oosit ve embriyonun

kalitesine baghdir.

Artmis ¢ogul gebelik ve buna bagh artmis perinatal morbidite ve mortalite nedeni ile
arastirmalar en iyi, en kaliteli ve saglikli tek bir embriyoyu bulmak ve bunu transfer etmek

fikri izerinde yogunlasmastir.

Oosit ve embriyo kalitesi degerlendirme parametrelerine ek olarak ovarian
mikrogevrede yer alan hormon ve biiyiime faktorlerinin oosit gelisimi ve olgunlagmasi {izerine

olan etkileri arastirilmaktadir.

Ovarian follikiiler gelisimin son asamasinda oosit, graniiloza hiicreleri ile gevrilidir ve
icerigi kan plazma diizeylerinden farkli olan follikiiler siviya maruz kalmaktadir. Oositin
niikkleer ve sitoplazmik maturasyonunda birgok parakrin, otokrin ve endokrin kontrol
mekanizmalarinin karmasik iligkisi s6z konusudur. Follikiil sivisinda mevcut bu hormon ve
bliylime faktorlerinin diizeyleri gebelik basarisi {lizerine etkisini arastiran bir¢ok caligma

yapilmaktadir (111).

Yapilan pek cok calismada ICSI sonrasi fertilizasyon ve gebelik sonuglar1 {izerine
sperm Orneginin (konsantrasyon, motilite, morfoloji, DNA fragmantasyon ylizdesi) bir
etkisinin olmadig1 saptanmustir. Fertilizasyon sonuglar1 temelde oosit kalitesine ve
mikrogevresine baglidir. Boylelikle intrafollikiiler hormon ve biiyiime faktor diizeyleriyle

fertilizasyon sonuglari kiyaslanabilir (112,113).

Bu calismada PCOS’lu hastalar ile normal over yapisina sahip hastalarin hormonal
degerleri ve HGF’nin serum/follikiil sivisi diizeyleri ile IVF sonuglarint karsilastirdik.
Beklendigi tizere serum bazal LH/FSH oranim1 PCOS’lu hastalarda daha yiiksek bulduk. Bu
istatistiksel olarak anlamliliga yakindi (p:0.055). PCOS grubunda serum bazal

androstenodion, total testosteron diizeyleri anlamli yiiksek bulundu.

PCOS grubunda kullanilan gonadotropin dozu belirgin azdi. Elde edilen oosit sayisi ise
belirgin yiiksekti. PCOS’lu hastalarin graniiloza hiicrelerinde gonadotropinlere artmis yanita
bagh artmig E2 iretimi hCG giinii kontrol grubuna kiyasla yiiksek E2 diizeylerini
aciklamaktadir. MacDougall ve ark. (114) PCOS’lu hastalar ile normal over yapisina sahip

hastalar1 kiyaslamiglardir. PCOS’lu hastalarda ovarian hiperstimulasyon rejimlerinde
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kullanilan gonadotropin diizeylerini normal hastalara kiyasla belirgin az bulmuslardir. hCG
giinii estradiol diizeylerini ve gelisen follikiil sayisini ise belirgin yiiksek tesbit etmislerdir.
Fertilizasyon oranlarin1 normal hastalardan diisiik, gebelik oranlarini ise her iki grupta benzer

bulmuslardir.

Orvieto ve ark. (115) yaptiklar1 ¢alismada, bazal, hCG ve OPU giinleri aliman kan
orneklerinden hormon diizeylerini tesbit etmiglerdir. Buna goére OPU giinii serum E2 ve
progesteron diizeyleri indiiksiyon oncesi bazal degerlere kiyasla belirgin yliksek oldugu tesbit
edilmistir. Insan koryonik gonadotropini uygulanan giin alman serumda mevcut E2 diizeyi
OPU giiniindeki E2 diizeyinden yiiksek bulunmus, progesteron diizeyi ise hCG giinii daha
diisiik bulunmustur. Estradiol diizeyindeki bu diismeyi hCG’nin aromataz aktivitesini
baskilayici etkisi olabilecegi sonucuna baglamislardir. Bu her iki ¢alismanin sonucu da bizim
elde ettigimiz sonuglar ile uyumludur. Bunun nedeni hCG ile elde edilen LH pikidir. Bilindigi
iizere LH piki mayoz I’in tamamlanmasi, oositin salinmasi ve korpus luteum gelisimi i¢in
gereklidir. LH piki graniiloza hiicrelerinden E2 {iretiminin azalmasina, teka hiicrelerinde

androjen ve progesteron sentezinin artmasina neden olmaktadir (111).

Viicutta total testosteronun %701 ve androstenodionun %50’si overlerde iiretilmektedir.
Androjenler viicuttan iki temel yolak ile temizlenmektedir. Birincisi 5-a-rediiktaz aracihigi ile
testosteronun dihidrotestosterona ve andrositenodionun 5-a-andrositenodiona doniismesidir.
Ikinci yol ise andrositenodion ve testosteronun aromataz ile estron ve estradiole déniismesidir.

Aromataz enzimi graniiloza hiicrelerinde yer alir ve FSH ile aktivesi degisir.

Slater CC ve ark. (116) HMG sikluslarinda yaptiklar bir ¢alismada, ilagsiz donemden
OPU giintine kadar SHBG, testosteron ve andrositenodion diizeylerinin siirekli arttigini,
artmis androjen diizeylerinin SHBG {iretimini azaltirken, aromataz aktivisini arttirarak
Ostrojen liretimini arttirdigini gostermislerdir. Sonugta artmis SHBG’nin serbest testosteron
diizeylerinin azalmasina neden oldugu sdylenmistir. Yapilan bir bagka caligmada ise serum
total-serbest testosteron ve androstenodion diizeylerinin gonadotropin tedavisi siiresince
arttigr ozellikle bu artisin hCG sonrasi belirginlestigi gosterilmistir (115). Bazal ve hCG
giinleri aras1 E2 artiginin serum total testosteron ve androstenodion artigi ile uyumlu iken
serbest testosteron artist ile uyumlu olmadigini bulmuslardir. Bu sonucu E2’nin SHBG
sentezini arttirict etkisinin, andojenlerin SHBG sentezini azaltici etkisinden daha baskin
olmasma baglamiglardir. Bu bulgular ile bizim buldugumuz sonuglar da benzerlik

gostermektedir.
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Yapmis oldugum literatlir taramasina gore bu ¢alisma PCOS’lu hastalarda serum ve
follikiiler sivi HGF diizeylerini gosteren ve HGF reseptorii c-MET ekspresyonunu gergek
zamanli PCR ile tesbit eden ilk ¢alismadir. Yine PCOS dis1 ART sikluslarinda hCG giinii ve
OPU giinii serum HGF diizeylerini inceleyen ve kiyaslayan ilk ¢alismadir.

Calismamizda serum HGF diizeyleri, OPU giinii hCG giiniine gére PCOS grubunda
2.74 kat, kontrol grubunda ise 2.18 kat artis gdstermistir. Insan serumunda bu karsilastirma ve
Olciimiin yapildig1 bagka bir calisma yoktur. Ancak Parrott ve ark. (19) sigir over
follikiilerinden elde ettigi teka hiicre kiiltiirlerinde hCG uygulamasi sonrast HGF mRNA
diizeylerinin arttigmi bildirmistir. Ayrica bir baska calismada (20), follikiil sivist HGF
diizeylerinin follikiil sivis1t hCG diizeyleri ile dogru orantili oldugu gdsterilmistir. Biz de
calismamizda hCG uygulamasi sonrast serum HGF diizeylerinde belirgin artis tesbit ettik.
Buradan hareketle hCG’nin preovulatuar follikiillerde HGF iiretimini teka hiicrelerini direk ya

da graniiloza hiicreleri lizerinden dolayli olarak uyararak arttirdigini 6ne stirebiliriz.

Osuga ve ark. (20) IVF sikluslarinda tubal faktor ve erkek infertilitesi tanist alan 11
hastanin follikiil sivisinda HGF diizeylerini ilk kez Olgmiisler ve ayni giin alinan serum
ornekleri ile kiyaslamislardir. Follikiil sivisi HGF diizeylerinin aynm1 giin alinan serum
orneklerindeki HGF diizeylerinden yaklagik 90 kat yiiksek oldugunu bulmuslardir. Biz de
calismamizda tiim hastalarda (PCOS ve kontrol gruplarinda) follikiil stvist HGF diizeylerinin
serum diizeylerinden yaklasik 85 kat yiiksek oldugunu bulduk. Follikiil sivisindaki bu yiiksek
degerler HGF’nin teka hiicrelerinde lokal {iretiminin bir sonucu oldugunu diistinliyoruz. Bizim

verilerimiz de literatiirdeki bu tek ¢alismanin sonuglari ile uyumludur.

Kawano ve ark. (22) IVF-ET programma dahil hastalarin follikiil sivilarinda
anjiyogenetik maddeleri (VEGF, HGF ve anjiyogenin) ve bu maddelerin mRNA
ekspresyonlarin1 gostermisler, oosit maturasyonlarma gore bu degerleri karsilastirmislardir.
OPU sirasinda elde ettikleri oositleri biiyiikliikleri ile kiimiiliis ve korona yapisina gore
simiflandirmiglardir. Matiir olarak simiflandirdiklart oositlerin follikiil sivilarinda HGF
diizeylerini anlamli yiiksek bulmuslardir. Biz de yapmis oldugumuz c¢alismada matiir
oositlerin ortalama HGF diizeylerini immatiir oositlerden daha yiiksek bulduk. Gruplar1 kendi
icerisinde kiyasladigimizda da bu farklilik devam etmekteydi. Ancak immatiir oosit sayimiz
(n:6) az oldugu icin bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamis olabilir. Dejenere
oositlerin ortalama HGF diizeyleri matiir oositlerin ortalama HGF diizeyleri ile benzerdi.
Takip ettigimiz herbir oosit ayr1 ayr1 bélmelerde islem gordiigii igin laboratuar kaynakli

problemler (islem siiresinin uzamasi, enzimatik soliisyonlara maruziyetin artmasi) 0ositlerin
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dejenerasyon oranmni arttirmis olabilir. Yani, normal gelisim gosterebilecek oositlerin bir
kismi laboratuar kaynakli problemler sebebiyle dejenere olmus olabilir. Bu durum dejenere

oositlerde matiir oositlere benzer HGF diizeyleri bulunmasini agiklayabilir.

Follikiil sivisinda ortalama HGF diizeylerini kontrol grubundaki grade 1 embriyolarda
grade 2-4 embriyolara kiyasla anlamli yiiksek bulduk. Bu sonucun, insan embriyo kalitesini
ongormede follikiil s1vist HGF diizeylerinin anlamli olabilecegini gosterdigine inanmaktayiz.
Endometrial reseptivitenin optimal oldugu donemde iyi kalitedeki embriyolarin transferi
implantasyon basarisin1 belirleyen ana etkenlerdir. Fertilize oositlerdeki yiiksek c-MET
reseptor ekspresyon diizeyleri ile birlikte yiiksek HGF diizeylerinin devaminin iyi kalitedeki
embriyo gelisimi ile sonu¢landigi diisiiniilmektedir. Bu iyi kalitedeki embriyolarda yiiksek
HGF diizeyleri HGF’nin anjiyogenez ve proliferasyon {iizerindeki uyarict etkisi sonucu
implantasyon basarisin1 arttirmada rol oynayabilir. Gelecekte ¢esitli hormon ve biiyiime
faktorlerinin implantasyon basarisindaki rolleri anlasildik¢a, endometrial reseptivite ve
embriyo kalitesini degerlendirirken bu belirteglerin de kullanilabilecegi 6n goriilmektedir
a17).

HGF’in teka hiicrelerinden salgilandigint ve c¢-MET reseptoriiniin  graniiloza
hiicrelerinde eksprese oldugunu 1994 yilinda Parrott ve ark. (78) gOstermistir. 1997 yilinda
Zachow (18) teka hiicrelerinin de c-MET eksprese ettigini bulmustur. Uziimcii ve ark. (82) rat
over graniiloza hiicrelerinde in vitro olarak HGF’nin steroid yapimini diizenleyerek ve
apoptozisi engelleyerek follikiilogenezi destekledigi hipotezini ortaya atmislardir. HGF nin
apoptozisi erken follikiilogenezde engelledigini HGF, c¢-MET sisteminin aktivasyonunu
gostererek aciklamiglardir. c-MET ekspresyonunun en yiiksek diizeyde pre-antral follikiillerde
bulundugunu ve gonadotropin uygulamasi sonrasi biiyiik antral follikiillerde HGF’ nin arttigini
gostermislerdir. Biz de c-MET ekspresyon degeri ortalamasinin fertilize olan oositlerde,
fertilize olmayan oositlerin ekspresyon diizeyinden yaklagik 2 kat fazla oldugunu gdsterdik
(p:0.03). Bu anlamli sonu¢ PCOS ve kontrol grubunu ayr1 ayr1 degerlendirdigimizde de
devam etmektedir. Oosit fertilizasyonu ve HGF ekspresyonu ile ilgili yapilmis bir ¢aligma
yoktur. Ancak HGF gibi anjiyogenetik bir biiylime faktorii olan VEGF ile yapilmis
caligmalarda artmis damarlanma ve oksijenlenme sonucu artmis fertilizasyon potansiyeli
gosterilmistir (118). Bunun aksine artmig VEGF diizeylerinin diisiik fertilizasyon ile iliskili
oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur (119). HGF ve reseptorii c-MET ekspresyonu ile

maturasyon, fertilizasyon ve embriyo kalitesini inceleyen daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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Matiir oositlerin %76’siin fertilize olabildigini gz Oniine aldigimizda oositler matiir
bile olsalar fertilizasyon i¢in HGF reseptorii olan c-MET mRNA ekspresyon diizeyinin belli

bir esik degerin lizerinde olmasi halinde fertilize olabildiklerini diistindiirmektedir.

6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢aligma PCOS’lu hastalarda serum ve follikiiler sivi HGF diizeylerini gosteren ve
HGF reseptorii c-MET ekspresyonunu ger¢ek zamanlt PCR ile tesbit eden ilk caligmadir.
OPU giinii HGF diizeylerinin hCG giiniinlin iki katina ¢ikmasi HGF sentezinin artiginda

LH’1n rolii oldugunu diistindiirmektedir.

Kontrol grubunda follikiil s1vist ortalama HGF diizeyleri daha yiiksek olan oositlerden
Grade I embriyo gelisme olasiliginin daha yiliksek oldugunu bulduk. Bu sonug follikiil sivisi
HGF diizeyinin insan embriyo kalitesini 6ngdérmede anlamli oldugunu goéstermesi agisindan

Onemli bir ilktir.

HGF reseptorii c-MET mRNA ekspresyon diizeyinin fertilize olan oositlerde belirgin
yiiksek olmast HGF’nin diger bilinen sitokin sistemleri ile sinerjistik etki gostererek
fertilizasyon basarisinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu yiiksek c-MET
ekspresyon diizeyleri ile fertilizasyon basaris1 arasindaki iligkiyi gosterecek baska caligsmalara

ithtiyag vardir.
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