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1. GIRIS VE AMAC

FSH, puberte doneminde sekstiel olgunluga erisme ve gonadal gelisim, fertilite
doneminde ise gamet iretimi i¢in gerekli bir hormondur. FSH, testislerde sertoli
hiicrelerinin plazmalemmasinda, ovaryumlarda ise granulosa hiicrelerinde lokalize FSH
reseptorii yoluyla etkisini gostermektedir. Fertilitede FSH anahtar role sahiptir.
Gilinitimiize degin yapilan arastirmalarda, kromozom 2p21°de lokalize olan FSH reseptor
geninde (OMIM 136435) pek cok inaktive edici mutasyonlar ve tek niikleotid
degisimleri (SNP) saptanmustir. Infertilite nedeniyle kontrollii overyan hiperstimiilasyon
(KOH) uygulanan hastalarda, verilen tedaviye yanit oraninda FSH reseptoriindeki
mutasyonlarm etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. National Centre for Biotechnology
Information (NCBI) bilgi bankasinda FSHR i¢in tanmimlanmis 731 mutasyon yer
almaktadir. Bu mutasyonlarin her biri farkl sekillerde etki gostermektedir. Bunun yani
sra FSH reseptoriinde 6zellikle ekzojen olarak uygulanan FSH hormonuna overin
yanitin1 etkileyen tek niikleotid polimorfizmleri de (SNPs) belirlenmistir. Saptanmis
olan polimorfizmlerin ¢ogu FSH reseptoriinii kodlayan genin intronik bolgelerinde yer
almaktadir. FSH reseptoriinde onemli iki polimorfik bolge bulunmaktadir. Bunlardan
biri, 307. pozisyondaki aminoasit olup bu bdlge 6zellikle ligand-reseptor etkilisiminde
onemlidir. Digeri ise, FSH sinyal iletiminde 6nemli rol oynayan 680. pozisyondaki
aminoasittir. Bu polimorfizmlerden Ala307/Ser680 (AS) ve Thr307/Asn680 (TN) farkl
etnik gruplarinda en sik goriilen polimorfizmlerdir. Bu polimorfizmler karsimiza 9
farkl1 kombinasyonda ¢ikmaktadir: TN/AN, TN/TS, AS/AN, AS/TS, AN/AN, TS/TS,
TN/TN, TN/AS, AS/AS. Japon populasyonunda, TN/TN %41, TN/AS %46.9, AS/AS
%12.1 siklikla goriilmektedir. IVF’ye bagvuran Koreli olgularda ise TN/TN %41.8,
AS/AS %12.5 ve TN/AS %45.6 siklikla bulunmustur. Ayrica, polikistik over sendromlu
olgularda TN/AS %66.7 siklikla goriiliirken, normal overli kadinlarda ise %42.5 siklikla
oldugu belirlenmistir. Basal FSH diizeyi artmis subfertil olgularda normal kadinlara
gore TN/AS, AS/AS, TN/TS, AS/AN, AS/TS, TS/TS varyantlarinin daha sik oldugu
goriilmiistiir. Arastirmamizda, tedaviye zayif cevap veren (poor response) ve tedaviye
iyi cevap veren (good response) hastalardaki FSH reseptor polimorfizmlerini
(NG _008146.1)(307 ve 680 pozisyonlari), fertil kadinlardaki FSH reseptor genotipleri

ile karsilastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Gonadal fonksiyonlarin diizenlenmesi gametogenezis ve steroidogenezis denilen
islemlerle olusur. Tiim bu islemler hipotalamustan salinan ve dekapeptid bir hormon
olan gonadotropin-releasing hormone (GnRH)’na bagli olarak gergeklesir. Ayni
zamanda hipofizden salinan luteinizing hormone (LH)nun ve follicle-stimulating
hormone (FSH) ’nun da ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Human chorionic gonadotropin
(hCG) ile birlikte bu hormonlar androjen, estrojen, progesteron sentezini
gergeklestirmektedir. Follikiil ve sperm matiirasyonunu, ovulasyonu ve erken gebeligin
devamini saglarlar. Follikiil maturasyonu, ovulasyon ve erken gebeligin devami tiim bu
hormonlara bagli olarak gerceklesmektedir.

Yapisal olarak, bu {i¢ gonadotropin (hCG, FSH, LH) ve tiroid-stimulan hormon

(TSH) heterodimer olarak olusurlar ve ortak bir a subiinitine sahiptirler.

2.1. Gonadotropinler
2.1.1. Gonadotropinlerin yap1 ve fonksiyonlar:

LH ve FSH yiiksek molekiiler agirlikli glikoproteinlerdir. LH yaklasik 28.000,
FSH ise yaklasik 37.000 dalton agirligindadir. Ortak bir a subiinitine sahiptirler ve
yaklagik 14.000 dalton agirligindadir (92 aminoasitten olusmustur) (1). Alfa subiinit
ayn1 zamanda TSH’de ve hCG’de de benzer sekilde bulunur. Beta subiinit tiim bu
hormonlarda farkli yapidadir ve farkli biyolojik aktiviteye yol acar. a ve B subiinitleri
distilfit baglar ile birbirlerine baglanmiglardir.

FSH’nin B alt {initesinde 118 aminoasit vardir. Her alt {initede (a ve PB) iki adet
olmak iizere 4 adet karbonhidrat yan zincire sahiptir. LH’nin [ alt tlinitesi 121
aminoasitten olusur. LH tek bir glikozilasyon noktasi bulunan 3 karbonhidrat yan
zincirine sahiptir (FSH’deki sialik asidin yarisindan daha azi). igerdikleri sialik asit
sayisi, hormonun yapisal kuvvetini arttirir. LH icerisinde 2 tane sialik asit vardir ve
yarilanma omrii yaklagik 30 dakika iken, FSH’de 5 tane sialik asit olmasi nedeniyle
yarilanma 6mrii 230 dakikadir.

Iki hormon sinerjik olarak etki etseler de, LH asil olarak teka hiicrelerini
uyararak steroidogenezisi saglar. FSH ise asil olarak graniiloza hiicrelerini uyararak
follikiiler gelismeyi saglar. Puberteye kadar FSH sekresyonu, LH sekresyonundan daha

fazla miktardadir. Normal menstruel sikluslarin ortaya ¢ikmasi ile bu miktarlar tam ters



olarak belirmeye baslar. Menopoz sonrasi donemde ise tekrar puberte oncesi doneme
benzer oranlar ortaya c¢ikar. Reprodiiktif donem boyunca FSH salmimindaki

engellemeler kandaki estrojen ve inhibin tarafindan gerceklestirilmektedir.

2.1.1.1. FSH’nin fonksiyonlan

Ovulasyona ulasacak olan follikiil siklusun ilk birkag¢ giliniinde belirlenmektedir
(2). Follikiillerin erken biiylimesi birka¢ menstriiel siklusu kapsayan zaman dilimi
icinde meydana gelmektedir. Fakat ovulatuar follikiil son luteal-follikiiler faz
gecisindeki hazirlanan follikiillerin i¢inden birisidir. Preovulatuar konuma gelebilmek
icin gerekli olan toplam siire 85 giindiir. Bu konsepte uygun olmak iizere, biiylimenin
cogu (son asamalara kadar) gonadotropin uyarimindan bagimsizdir. Sonugta bir follikiil
atreziye gitmekten FSH ile kurtulur. FSH’ye cevap verecek follikiiler (2-5 mm
biiylikliikte) hazir bulunmaktadir. FSH artisi, bir follikiiliin atreziye gitmesini
engelleyerek ovulasyona ugrayacak olan follikiiliin se¢imi yapilmis olur. Dolasimdaki
FSH diizeylerindeki artisin devam ettirilmesi kritik bir 6neme sahiptir. Bu artis
gerceklesmez ise, follikiil gelisimi durmakta, apoptozis ger¢eklesmektedir.

Gelisen follikiilde FSH’ye yanit olarak, graniiloza hiicreleri ile oosit arasinda
kiiciik bosluklar meydana gelmektedir. Bu araliklar graniiloza hiicreleri ve oosit
arasindaki niitrisyonel metabolit degisiminin yapildig1 yollardir.

Grantiloza hiicreleri ile oosit arasindaki ve graniiloza hiicreleri {izerinden iletisim
bu araliklardaki kiiciik molekiillerin degisimi ile saglanmaktadir. Bu araliklar konneksin
olarak bilinen protein diizenlemeleri ile olusan kanallardan olugsmaktadir. Bu konneksin
araliklar graniiloza hiicrelerinin biiylime ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olup, niitrisyonu ve
oosit biiyiimesinin diizenlenmesini saglamaktadir. Ovarian follikiillerdeki konneksin
ekspresyonu FSH ile artmakta ve LH ile azalmaktadir.

Follikiiler biiyiimenin baslamas1 gonadotropin uyarimindan bagimsizdir.
Gonadotropin eksikligi olusturulan mutant farelerde gozlenen baslangic donemimdeki
bliylimenin devam etmesi bu fikri desteklemektedir. Cogu durumda bu biiylime
sinirlandirilmakta ve atrezi ile sonuglanmaktadir. Insan ovarian follikiil calismalarinda
FSH reseptorleri i¢in gen ekspresyonu ancak primordial follikiil biiylimesi baslatildiktan
sonra tespit edilmektedir (3). Ayrica FSH beta alt {inite geninde inaktive edici
mutasyonu olan kadinlarda, antral follikiil mevcut olmakla beraber, ileri biiyiime ve

ovulasyon goriilmemektedir. Ekzojen FSH ile tedavi, FSH eksikligi olan kadinlarda



follikiiler biiylime, ovulasyon ve gebelikle ile sonu¢lanmaktadir. Follikiiler biiyiime,
ancak FSH normal diizeylerde ise devam etmektedir.

Luteal fazda, steroidogenezisteki azalma ve inhibin A sekresyonundaki azalma,
bir sonraki menstruel siklusun baslangicindan birkag¢ giin 6ncesi FSH nin artisina izin
vermektedir. Bu 6nemli olayin zamanlamas1 FSH immiinoassay c¢alismalarindan elde
edilen bilgilerle saptanmistir. Bu FSH bioaktivite artiginin, mid-luteal fazdan geg-luteal
faza kadar gerceklestigi hassas FSH bioaktivite 6l¢timleri kullanilarak saptanmistir (4).

Preantral follikiiliin graniiloza hiicreleri, steroidlerin her 3 smifin1 da sentez
edebilme yetenegindedir. Ancak androjen ve progestinlere oranla c¢ok daha fazla
Ostrojen yapilmaktadir. Aromataz enzim sistemi andojenleri dstrojenlere doniistiirerek
ovarian Ostrojen yapimini sinirlayan faktor olarak ortaya ¢ikmaktadir. Aromatizasyonu
indiikleyen veya aktive eden FSH’nin kendisidir. FSH’nin kendi reseptdriine
baglanmas1 ve adenilat siklaz iletimli uyarmin ortaya ¢ikmasini birgok mRNA’nin
sentezi takip eder. Hiicre proliferasyonu, diferansiasyonu ve fonksiyonundan sorumlu
proteinler kodlanir. Bdylece, FSH hem graniiloza hiicrelerindeki steroidogenezi
(Ostrojen yapimi) baslatmakta, hem de graniiloza hiicrelerinin biiyiimesini uyarmaktadir.

FSH, ostrojen ile birlikte hareket ederek graniiloza hiicrelerinde sinerjistik
mitotik etki gosterir ve proliferasyonu uyarwr. FSH ve Ostrojen birlikte, FSH
reseptorlerinin  hizli ¢ogalmasin1i uyarmaktadir. Bu durum, kismen, graniiloza
hiicrelerinin sayismin artismni da yansitmaktadir. Ostrojenin erkenden ortaya ¢ikmasi ile
follikiiliin nispeten diisiik FSH konsantrasyonlarina yanit vermesine ve Ostrojenin
follikiil icindeki otokrin fonksiyonuna olanak saglamaktadir. Biiylime ilerledikce
graniiloza hiicreleri farkli hiicre poplilasyonlarindan olusan bir ¢ok subgruplara
farklilagsmaktadir.

Diisiik konsantrasyonlarda androjenler kendi aromatizasyonunu arttirr ve
Ostrojen yapimina katki saglar. Daha yiiksek diizeylerde ise, aromatizasyonun sinirlt
kapasitesi asilmakta ve follikiil androjenik, hatta en sonunda atretik hale gelmektedir.
Follikiillerin gelisimi ancak FSH yiiksek ve LH diisiik oldugu sirada ortaya ¢ikmislar ise
devam edecektir. Luteal faz sonunda veya takip eden siklusun erken déneminde ortaya
cikan bu follikiiller, graniiloza hiicrelerindeki aromatizasyonun hakim oldugu ortam
tarafindan korunacaktir. Bir follikliin basaris1 androjenik mikro ¢evreyi dstrojenik mikro
cevreye doniistiirebilme yetenegine baghdir (5,6).

Ostrojen ve FSH’nin sinerjistik etkisi ile graniilozanm interselliiler bosluklarinda

biriken follikiil sivisinin yapimi ¢ogalir. Follikiil asamali olarak antral sathaya gectikce



kavite olusturma egilimi belirmektedir. Follikiil sivisinin birikmesi ile, oosit ve onu
cevreleyen graniiloza hiicrelerinin spesifik endokrin ortamlarinda beslenmesi
saglanmaktadir. Oositi cevreleyen graniiloza hiicreleri artik kiimiilis ooforus’u
olusturmaktadir. Bu kiimiiliis ooforus’un farklilagsmasi oositten kdken alan sinyallerle
gerceklesmektedir (7).

FSH varliginda 6strojen follikiil stvisindaki ana madde halini almaktadir. Buna
karsin, FSH yoklugunda, androjenler hakim olmaktadir (8). Normalde, midsiklusa
kadar follikiil stvisinda LH bulunmamaktadir. Plazma ve antral sivida LH’nin erken
olarak yiikselmesi durumunda graniilozadaki mitotik aktivite azalmakta, dejeneratif
degisikler baglamakta ve follikiil i¢indeki androjen diizeyleri artmaktadir. Bu nedenle,
graniiloza hiicrelerinin siirekli artis1 ve follikiiler biiylimenin devami i¢in Gstrojen ve
FSH’nin hakim durumda olmasi zorunludur. Graniilozadaki yiliksek proliferasyon
oranilar1 ile antral follikiiler yliksek konsantrasyonda ostrojen igerirler. En diisiik
androjen/Gstrojen oranlar1 igeren follikiiller, saglikli oosit barindirma ihtimalleri en
yiiksek olanlardir (9). Androjenik ortam §strojen uyarimli graniiloza proliferasyonunu
engellemekte ve siirekli oldugu takdirde, oositteki dejeneratif degisiklikleri
uyarmaktadir.

iki-hiicre, Iki Gonadotropin Sistemi: Iki hiicre sistemi overdeki follikiiler

steroidogenezde gegen olaylar1 agiklamak i¢in ortaya atilan bir hipotezdir (10).

Ik defa 1959°da Falck tarafindan yapilan bu hipotez, spesifik steroid iiretim yeri

hakkindaki bilgiler ile hormon reseptorlerinin goriilmesini ve 6nemini birlestirir

(2).

FSH reseptorleri graniiloza hiicrelerinde bulunur ve FSH’nin kendisi
tarafindan indiiklenir. LH reseptorleri teka hiicreleri tizerinde bulunurlar, ancak
siklusun baglangic donemlerinde graniiloza hiicreleri lizerinde bulunmazlar.
Follikiil biytidilkce FSH, LH reseptorlerinin graniiloza hiicreleri iizerinde ortaya
cikmasmi indiikler. FSH graniiloza hiicrelerinde aromataz enzim aktivitesini
indiikler.

Primordiyal follikiilin bir preantral follikiile degisimi hormonlardan
bagimsizdir. Bu biliylimedeki baslangic basamagini yonlendiren uyari
bilinmemektedir. Fakat devam eden biiyiime FSH uyarimina baghdir. Graniiloza
hiicreleri FSH’ye yanit verdikce, proliferasyon ve biiyiime FSH reseptorlerinde
bir artisa yol agmaktadir. Bu etki, FSH’in kendisine 6zgii bir etkidir. Fakat bu

etki ayrica otokrin ve parakrin peptidler tarafindan Onemli derecede



arttirilmaktadir. Teka hiicreleri LH’ye yanit olarak steroidojenik aktivite
gostermeleri ile ayr1 bir yere sahiptir ve bunu p450scc, p450cl7 ve 178-
hidroksisteroid dehidrogenaz genlerinin transkripsiyonu ile yaparlar. Bu durum
spesifik olarak androjen {retimi ile sonuclanir. Androjenlerin Ostrojenlere
aromatizasyonu, graniiloza tabakasinda, p450aromataz geninin aktivasyonu ile
FSH tarafindan indiiklenen 6zel bir aktivitedir. Teka tabakasinda iiretilen
androjenler, graniiloza tabakasima diffiiz etmelidir. Graniiloza tabakasinda bunlar
Ostrojenlere doniistiiriiliir ve periferal dolasimdaki artan Ostradiol seviyesi,
Ostrojenin geri teka tabakasmna ve kan damarlar1 i¢ine salinimini yansitir (2).

Teka ve graniiloza hiicreleri otokrin ve parakrin faktorler olarak calisan
peptidler salgilar. Insiilin benzeri biiyiime faktdrii (IGF) teka hiicrelerince
salgilanir ve teka hiicrelerinde LH uyarimma bagli androjen {retimini
giliclendirir. Ayn1 zamanda graniiloza hiicrelerinde FSH aracili aromatizasyonu
gliclendirir. Yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglar, insan overindeki
follikiillerde hem graniiloza hem de teka hiicrelerinde endojen insiilin benzeri
biiyiime faktdriiniin IGF-2 oldugunu gostermektedir (11). Insan over dokusunda
IGF-1"in aktivitesini gdsteren ¢alismalar, IGF-1 ve IGF-2 aktivitelerinin yap1
olarak insiilin reseptoriine benzeyen tip 1 IGF reseptorii araciligiyla oldugu
gercegi ile agiklanabilir. Graniiloza hiicrelerinin iizerindeki FSH reseptorlerinin
diizenlenmesi nispeten karmasiktir. FSH’ nin kendi reseptor geninin aktivitesini
siklik AMP aracili mekanizma ile arttirmasina ragmen, bu islev epidermal
bliylime faktorii, fibroblast biiyiime faktorii ve bir gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH) benzeri protein gibi inhibitdr ajanlar tarafindan etkilenmektedir.
Inhibin ve aktivin, graniiloza hiicrelerinde FSH’ye yanit olarak iiretilirler.
Aktivin, 6zellikle de FSH reseptorlerinin tiretim yolu ile FSH nin aktivitelerini
giiclendirme gibi 6nemli bir otokrin rol iistlenir. Inhibin hormonu, teka
hiicrelerinde ve graniiloza hiicrelerinde Ostrojen aromatizasyonuna substrat
saglamak i¢cin LH uyarimina bagli andojen sentezini arttirir. Aktivin ise androjen
sentezini  baskilar. Teka hiicrelerinde inhibin ve aktivin tarafindan
gerceklestirilen andojen {iretimin  Onemli parakrin diizenlemesi, baslica
steroidojenik enzimlerin, 6zellikle de p450c17°nin, ekspresyonunda diizenleme
yoluyla gerceklestirilir.

Ovulasyon sonrasi liiteinize olmus graniiloza tabakasmin dominansi,

yeterli sayidaki LH reseptoriiniin preovulatuar indiiksiyonuna baglhdir. Bu



nedenle de yeterli FSH aktivitesine baglidir. Ovulasyon Oncesi graniiloza
tabakasi, bir FSH aracili aktivite olan aromatizasyon aktivitesi ve teka hiicresi
kaynakli androjenlerin Ostrojenlere doniistimii ile karakterizedir. Ovulasyon
sonrasi, bir LH aracili aktivite olarak, graniiloza tabakasi direkt olarak kan
akimina progesteron ve Ostrojen salgilar.

Grantiloza ve teka hiicrelerinin her ikisi de in vitro olarak gosterilebilen
bir androjen aromataz sistemine sahiptir. Fakat, in vivo olarak follikiiler fazda
graniiloza tabakasinin aktivitesi teka tabakasinin aktivitesinden birka¢ yiliz kez
daha fazladir ve bu nedenle biiyiiyen follikiilde dstrojenin biyosentetik kaynagi
graniiloza hiicresidir (12). Graniiloza hiicrelerinde p450c17’nin olmamasi
dolayisiyla graniiloza tabakasindaki aromatizasyon hizi direk olarak teka
hiicreleri tarafindan saglanan androjen substratina baglidir. Dolayisiyla,
ovulasyon oncesi follikiil tarafindan ostrojen salgilanmasi, iki hiicrenin (teka ve

graniiloza) LH ve FSH nin birlikte uyarimin sonucunda olusur.

Inhibin-B isimli madde dolasima graniiloza hiicrelerinden salgilanmakta,
FSH’nin hipofizden salinimini baskilamakta, boylece tek bir follikiil dominans1 elde
edilmektedir. FSH’nin reseptorlerinin azalmasi, dominant olmayan follikiillerin
graniiloza hiicrelerinde ilk gelisen reaksiyondur. FSH’nin azalmasi, FSH bagimlh
aromataz aktivitesinde azalmaya yol a¢cmakta ve daha az Olglide olgunlasmis

follikiillerdeki 6strojen yapimi sinirlandirilmaktadir (2).

2.1.2. Hipofizer gonadotropin salinim

Gonadotropinlerde ortak olan alfa alt {initesinden sorumlu olan gen hem
hipofizde hem de plasentada bulunur (2). Beta alt {initesinde durum farklidir. hCG’nin
alt linitesinden sorumlu gen ¢ogunlukla plasentada ve az miktarda hipofizde bulunur.
LH’nin P alt iinite geni ise tam tersi olarak cogunlukla hipofizde ve az miktarda
plasentada bulunur (13-14).

Hem FSH, hem de LH esas olarak hipofizin lateralinde yer alan ve pulsatil
GnRH salgisina cevap veren kii¢iik hiicrelerden salgilanir (2). GnRH etkisi kalsiyum
bagimli olup, protein kinaz1 ve siklik AMP aktivitesini uyarabilmek i¢in ikincil haberci
olarak 1,4,5-trifosfat (IP3) ve 1,2-diagilgliserolii (1.2-DGQG) kullanir (15). Bu etki i¢in G
protein reseptOrlerinin olmasi ve hiicre i¢i kalsiyumun siklik olarak salimmasi ve

kalsiyum kanallarinin agilmasi ile birlikte hiicre dis1 kalsiyumun da iceri girmesi



gerekir. Sonu¢ olarak kalmodulin, protein kinaz ve cAMP, GnRH etkisi i¢in araci
gorevi goriirler. GnRH reseptorleri GnRH’nin kendisi, inhibin, aktivin ve seks
steroidleri gibi bir¢cok faktdr tarafindan diizenlenir (16). GnRH’nin yliksek dozda siirekli
olarak verilmesi sonucunda gonadotropinlerde goriilen diisme yalnizca reseptorlerdeki
azalmaya degil, ayn1 zamanda desentizasyona da baghdir.

Gonadotropin  sentezi ilk olarak graniiler endoplazmik retikulumda
gergeklestikten sonra sentezlenen hormonlar golgi cisimciginde sekretuar graniiller
halinde depolanir. Sekresyon i¢in olgun sekretuar graniillerin hiicre membranina
migrasyon yapmasi ve GnRH uyarisiyla membran permeabilitesinde artma olup
sekretuar graniillerin digar1 bosaltilmas1 gerekir. Gonadotropin sentezindeki hiz
kisitlayict basamak GnRH bagimli B alt {inite miktaridir.

GnRH’nin hipofizde reseptoriine baglanmasi sonucunda bir¢ok etki olusur.
GnRH’nin hipofizi uyarmasi sonrasinda gorillen en erken yanit gonadotropin
salgilanmasindaki artma, ge¢ yanit ise yeni bir sekresyona hazirliktir. Geg yanita baglh
olarak yeni bir GnRH pulsu ile goriilen sekresyon beklenenden daha fazla olur ve bu
karmagik bir biyokimyasal ve biyofiziksel olaylar zincirinin ardindan meydana gelir. Bu
kendi kendine isleyen sistem, siklus ortasinda ortaya ¢ikan LH piki i¢in 6nemlidir. Ayn1
zamanda bu sistem Ostrojen maruziyeti (¢linkii Ostrojen progesteron reseptorlerini
arttirr) ve GnRH ile birlikte uyarilan fosforilasyon yoluyla aktive edilmis progesteron
reseptorleri gerektirir. Bu da steroid hormon reseptorleri ile peptit hormon reseptorleri
arasindaki etkilesimin bir 6rnegini olusturmaktadir.

On hipofizde gonadotrop, laktotrop, tirotrop, somatotrop ve kortikotroplar
olmak iizere 5 sekretuar hiicre grubu yer almaktadir. On hipofizdeki bu hiicrelerin
salgilar1 yalnizca hipotalamik serbestlestirci hormonlar ve geriye doniik etkileri altinda
olmayip, parakrin ve otokrin etkilesimlerin de i¢inde bulundugu karmasik bir kontrol
mekanizmasina isaret etmektedir. Her ne kadar GnRH sistemi ana mekanizma olsa da,
diger hipotalamik peptidler de GnRH sekresyonunu etkilemektedir. Peptidler GnRH ile
hipofizde etkilesirler ve gonadotroplar1 (6rn.: oksitosin, CRP ve ndropeptid Y) direkt
etkileyebilecekleri hipofize tasmabilirler veya hipofizden indirekt olarak FSH ve LH
sekresyonunu uyarip aktif maddelerin yapimini arttirarak (6rn. Galanin, interlokinler)
etki gosterebilirler. Otokrin ve parakrin aktiviteler hipofiz tarafindan yapilan peptidleri

igerir.



2.1.3. Gonadotropinlerin etki mekanizmasi

Tropik hormonlar hipotalamustan kaynaklanan salgilatici hormonlar1 ve hipofiz
ile plasentadan salgilanan bir takim peptid ve glikoproteini igerir. Tropik hormonun
ozgilliigii hedef dokunun hiicre membraninda reseptor varligima baglidir. Tropik
hormonlar fizyolojik olaylar1 stimiile etmek i¢in hiicre i¢ine girmezler, hiicre yiizeyinde
bir reseptor ile birlesirler.

Hiicre membranindaki reseptor aktif bir ajan olarak islev goriir. Baglanma
sonras1 bir iyon kanali gibi ¢alisir veya bir enzim gibi fonksiyon goriir. Alternatif olarak
reseptor protein hiicre i¢i bir iletici olan aktif ajana baglanir. Temel hiicre i¢i iletici
molekiiller; siklik AMP, inositol 1,4,5-monofosfat (IP3), 1,2-diacil-gliserol (1,2-DG),
kalsiyum iyonu ve siklik guanozin 3’,5’-monofosfattir (siklik GMP).

Bu membran ailesinin reseptorleri ayni zamanda lizozim, endoplazmik retiklum,
golgi kompleksi membranlarinda ve ¢ekirdek i¢inde de bulunur. Bu hiicre i¢i organel
reseptorlerinin diizenlenmesi hiicre ylizey membranindan farklidir.

Siklik AMP; FSH, LH, HCG, TSH ve ACTH ig¢in hiicre i¢i ileticidir. Tropik
hormonun yapisindaki veya reseptoriin yapisindaki degisiklikler, hiicresel baglanmay1
ve fizyolojik aktiviteyi bozabilir.

FSH, LH ve hCG iki tane G-protein-coupled reseptor (GPCRs) iizerinden etki
eder. Gonadotropin reseptorleri tipik olarak genis ekstraselliiler parca icerirler ve bu
parcada yaygim losin’den zengin tekrarlayan boélgeler mevcuttur. Bu ekstraselliiler
parca, ilgili hormonu tanima ve bu hormona yiiksek afiniteli baglanmay1 saglar. LH
reseptorii (LHR) hem LH’y1 hem de hCG’yi tanirken, FSH reseptorii (FSHR) FSH’ye
spesifiktir. LHR’nin eksprese oldugu hiicreler teka, leydig, graniiloza ve luteal
hiicrelerdir. FSHR ise graniiloza ve sertoli hiicrelerinde eksprese olmaktadir.

G proteinlerin yapisimi ve aktivitesini degistiren mutasyonlar bir hastalik ile
sonuglanabilir (17). G proteininde veya bir reseptorde fonksiyon kaybi1 mutasyonlari,
hormon eksikligi sendromlariyla sonuglanacaktir. Ornek olarak; TSH reseptorii ve
hipotiroidizm, LH reseptorii ve erkek psodohermafrodizm, FSH reseptorii ve prematiir

over yetmezligi sdylenebilir.



2.1.4. Gonadotropinlerin diizenlenmesi

Peptid hormon mekanizmasmnin modiilasyonu, hedef doku yanitinin
gliclendirilmesi veya azaltilmasi i¢in 6nemli bir biyolojik stirectir. Tropik hormon
aktivitesinin diizenlenmesi 4 ana kisma boliinebilir.

1) Otokrin ve parakrin diizenleme

2) Tropik hormonlarm heterojenitesi

3) Reseptorlerin up/down regiilasyonu

4) Adenilat siklazin diizenlenmesi

FSH ve LH gibi glikoproteinler yalnizca basit proteinler degillerdir. Farkli
immiinolojik ve biyolojik aktiviteye sahip heterojen formlar ailesi olarak goriilmelidirler
(18). Farkli formlar (izoformlar) farklit DNA promotor aktiviteleri, RNA ayrilmasinda
degisiklikler, nokta mutasyonlar1 ve post-translasyonel karbonhidrat degisikliklerini
iceren farkli yollardan ortaya ¢ikarlar (19). Varyasyonlarin 6nemi, yapiy1 ve metabolik
klirensi degistirmesi ve bdylece baglanmay1 ve aktiviteyi etkilemesinden dolayidir.
Izoformlar, farkli molekiiler agirliklara, farkli dolasim yari Omiirlerine ve farkh
biyolojik aktivitelere sahiptir. Menstruel siklus boyunca FSH ve LH’nin en az 20-30
izoformu kan dolagiminda bulunur. Bir glikoproteinin nihai aktivitesi bu durumda hedef
dokuya ulasan ve baglanan formlarin karigiminin etkilerine baghdir.

Tropik hormonlarin kimyasal yapisinin dogrulugu, hormonun reseptorii ile
birlesme yeteneginin belirlenmesinde temel bir paya sahiptir. Glikoproteinler (FSH, LH,
TSH, hCQG) iki glikolize edilmis polipeptid alt linitelerinden olusan dimerlerdir; a ve 3
alt tniteleri. Alfa ve beta alt {initeleri non-kovalent baglarla birbirlerine sikica
baglanmistir. Alt {initelerin 3 boyutlu yapis1 ve aktif konformasyonu internal distilfid
baglar1 ile saglanir (20). Insan tiiriindeki tiim glikopeptidler 92 aminoasidi iceren ortak
bir a zincirini paylasirlar. Beta zincirleri (veya B alt iiniteleri) hem aminoasit hem de
karbonhidrat igerigi acisindan farklilik gosterirler ve bu da hormonlar ile onlarin
reseptorleri arasinda var olan 6zgiilliigii saglar. Bu nedenle, bir glikopeptid hormonun
biyolojik aktivitesinin 6zglinliigii B alt {inite tarafindan belirlenir.

FSH B alt tinitesi i¢in olan gen kromozom 11pl13°te yer alir ve hipofizdeki
aktiviteden belirgin bir bigcimde etkilenir (21). FSH ve LH’ nin her ikisinin de GnRH ile
uyarilmaya gereksinim duymalarma ragmen, FSH B geni, GnRH’ye yanitin aktivine

bagimli olmasi ile 6zeldir (22). GnRH stimiilasyonunun artmasi ile aktivinin roli,
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aktivin baglayici1 protein olan follistatin tarafindan engellenir. Aktivin ayrica inhibin

tarafindan antagonize edilir.

2.2. Gonadotropinlerin Teshis ve Tedavi Uygulamalan

Hipofizden elde edilen gonadotropinlerin serum konsantrasyonlarmnin
immiinoassay bazli 6l¢timleri, hipotalamik-hipofiz-gonadal eksen fonksiyonunu izlemek
icin genis bir sekilde kullanilmigtir. hCG’nin tiriner konsantrasyonlar1 da gebelik tayin
ve yonetimi i¢in genis sekilde kullanilmistir; bu Glgtimler ayni1 zamanda trofoblastik
kanserleri izlemek icin de kullanilmaktadir. Ek olarak, caligmalar gostermistir ki,
hiperglikozile hCG down sendromu gebeliklerini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilabilir
(23-25). Burada diger serum markerlar1 a-fetoprotein ve estradiol ile beraber kullanilir.
Fakat uzun zamandan beri bilinmektedir ki, glikoproteinlerin ¢ok fazla ¢esitleri vardir
ve bu mikro-makro heterojenlige yol acar (26). Mesela, hCG ele alindiginda, analizler
sunlar1 tespit etmeye yetkin olmalidir: Tam veya heterodimerik hormon, hCGp 43-48
bolgesinde bag bulunan heterodimerik hormon, serbest a ve B subiiniteleri, iki disiilfit-
bagl par¢adan olusan ve 6-40 ile 55-92 bagli bulunan hCGP ¢ekirdek parcasi (27).
Bir¢ok calisma ve rapor, uygun standartlarin elde edilmesi ve kullanilmas1 konusundaki
zorlu ¢alismalara isaret etmektedir (28-30). Evrensel standartlarin hazirlanmasi ve kabul
edilmesi, antikor spesifikliginin tamamen tanimlanmasi ve acgiklanmasi ile birlikte
glikoprotein hormon immiino-assaylarin standart hale getirilmesini biiyiikk Olciide
miimkiin kilacaktir.

Viicut sivilar1 igerisinde hormon konsantrasyonlarint bulmak i¢in immiino
reaktivite 6nde gelen teknik olmasma ragmen ¢ofu zaman biyoaktiviteyi de 6lgmek
gerekmektedir. Glikoprotein hormonlar i¢in kullanilan eski in vivo analizler transfer
edilmis hiicrelerde reseptor ve sinyal analizleriyle yer degistirmistir. Boyle Olctimler
hormon reseptdr baglanmas1 ve sinyal iletim etkinligi hakkinda sayisal veri saglarlar.
Fakat sirkiiler yar1 6miir ve bdylece in vivo potansiyel hakkinda bilgi vermezler. Bu
yilizden, hayvan ve insan ¢alismalar1 gerekmektedir.

Gonadotropinler infertilitenin tedavisinde kullanilir. FSH ve TSH’nin aktif olan
uzun yar1 Omiirlii analoglarmin iiretiminde, hCG uzun siireler etkin olarak kullanilmistir
(31-35). FSH’nin yarin 6mriinii uzatmak i¢in kullanilan diger bir basarili yaklasim o N-
terminalinin N-glikozilasyonlu iki noktasmin uzatilmasidir. Meydana gelen FSH

analogu glikoziledir (36). Bu analogun glikozile oldugu, sodyum dodesilsiilfat
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poliakrilamid jel elektroforezindeki (SDS-PAGE) hareketiyle anlasilmaktadir. Bu FSH
analogu, artmus sirkiiler yar1 6miir ve invivo potansiyel gosterir.

Son zamanlarda Ozellikle hCG’nin terapotik olarak kanser tedavisinde
kullanilabilecegini sdyleyen raporlar ¢cikmistir. Yeni bir faz-1 klinik ¢alismasi meme
kanserli menapoz sonrasi hastalara hCG verilmesinin Ostrojen-progesteron reseptor
seviyelerinde bir azalmaya yol agtig1 gostermistir (37).

Eski calismalar, hCG’nin ham firiinlerinin ve hCGp’dan elde edilmis peptidlerin
kaposi sarkomu tiimdrlerinin gelisimini 6nlemekte faydali oldugunu ortaya koymustur
(38,39). Baska bir calismada ise rekombinant hCG’nin farelerde ksenograft biiylimesini
onlemede sadece gecici olarak etkili oldugu gosterilmistir (40). Bu alandaki ¢eliskilere
ragmen bioaktif proteinlerin ve peptidlerin tanimlanmasi klinik uygulamalar i¢in umut
vermektedir.

LH’nin alzheimer hastaligmin etiyolojisi ve ilerlemesinde oynayabilecegi rol
hakkinda ¢aligmalar mevcuttur (41-43). LH’nin amiloid-f prekiirsdr proteinin
olusumunu ayarladigi ve bu sekilde amiloid-f peptid depolanmasmi yaptigi
gozlenmistir.

Gonadotropinlerin gonadlar disindaki organlarda gosterdikleri davranislari
celigkilidir. Fakat cok biiylik klinik umutlar vaad ettigi icin bu alan mutlaka

arastirilmalidir.

2.3. Gonadotropin Reseptorleri
2.3.1. Gonadotropin reseptor proteinleri

LH reseptorii (LHR) ve FSH reseptorii (FSHR) sirasiyla 675 ve 678 aminoasit
uzunlugundadir. LHR ve FSHR’nin aminoasitleri, ‘baglatici’ metioninden itibaren
numaralanmistir (44-47). Sinyal peptidlerin en uygun kirilma noktalarmi bildiren
algoritmalar LHR i¢in 24 aminoasit uzunlugunda sinyal peptidi ve FSHR icin 17
aminoasit uzunlugunda sinyal peptidi seklindedir. Bu ylizden, LHR ve FSHR’nun N-
terminalleri sirastyla leu25 ve cys18 olarak belirlenir.

TSH reseptorii ile beraber gruplandirildiginda gonadotropin reseptorleri,
glikoprotein hormon reseptdr ailesinin olusturur. Bu reseptor ailesinde ti¢ belirli bolge
hemen tanmabilir: a) yaklasik 300 aminoasit ihtiva eden ve hiicre dis1 oldugu tahmin
edilen biiyiik bir N-terminal bdlgesi, b) {i¢ hiicre dis1 halka ve {i¢ hiicreler aras1 halka ile

birbirine bagl yedi transmembran parga ihtiva eden bir serpentin bolgesi, c¢) hiicreler
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arast yerlesik oldugu tahmin edilen bir C-terminal kuyrugu. Yedi transmembran
parcanin bulunmasi, gonadotropin reseptdrlerinin GPR’lerin (G protein aracili
reseptorler) siiper ailesinin fertleri oldugu gergegine isaret eder (48-50).

Gonadotropin reseptorlerinin ekstra selliller bolgelerinin (ECD) aminoasit
dizilimi %46 oraninda aynidir. Bu bolge 6zel bir 6nem tasir ¢linkii hormonlar1 ilgili
reseptorlere yiiksek derecede baglanmalari ve taninmalarmdan sorumludur (51). Ug alt
bolgeye ayrilabilir: a) N-terminal sisteine bakimindan zengin bdlge, b) 16sin ve diger
hidrofobik aminoasitler (LRR) bakimindan zengin yapisal motifin bircok kopyasinin
meydana getirdigi bolge, c) aynt zamanda mentese bolgesi olarak da bilinen bir C-
terminal sistein bakimindan zengin bdlge.

FSHR’nin ekstra selliiler boliimiiniin (ECD) biiytik bir kisminin kristal yapisi, bu
onemli reseptdriin {ic boyutlu yapisi ve ligand baglanmasinda yer almasi konusunda ¢ok
ithtiya¢ duyulan bilgiler son donemdeki calismalarla elde edilmistir (52). FSH, FSHR
ECD’sinin konkav ylizeyine siki bir sekilde baglanir. Reseptor kendisini hormonun orta
bolgesi etrafinda sarar. Hormon ve reseptor arasindaki temas yiizey alani biiyiiktiir ve
yiiksek derecede elektrik ytkliidiir.

Beklenildigi gibi reseptor baglanmasinda her iki hormon subiinitesi de yer alir.
Hormon i¢in reseptor temasmin dnemli noktalar1 o ve B subiinitelerinin C-terminal
kisimlar1 ve ayn1 zamanda a ve 3 halkalaridir.

TSHR ECD ve TSHR otoantikor kompleksinin biiyiik bir kisminin kristal yapis1
son zamanlarda ortaya konmustur. TSHR ve FSHR arasindaki aminoasit sayilar1 farkl
olmasina ragmen TSHR ECD’sinin biitiin yapis1 FSHR ECD’sininkine ¢ok benzer (52).
Ilgingtir ki otoantikorlar1 baglayan TSHR yiizeyi, FSH’yi baglayan FSHR yiizeyine son
derece benzemektedir (52).

Kristal yapi, aynt zamanda FSH-FSHR kompleksinin bir dimer oldugunu
gostermistir. Bu bulgu bir¢ok diger metotla da dogrulanmuistir (52). Bir aminoasit,
tyr110 glikoprotein hormon reseptorleri arasinda tamamen korunmustur. Bu, dimerdeki
molekiiller arasi1 temasin ¢ogunu saglar. Bu bulgu diger glikoprotein hormon reseptor
dimerlesmelerinin de muhtemel oldugunu gosterir. TSHR-TSHR antikor komplesinin
kristal yapisinda herhangi bir dimer gosterilememistir (52).

Iki ECD kristal yapisinda mentese bolgesi yok oldugu i¢in bunun ECD’nin
biitiin sekillenmesine veya reseptorlerine etkisi hakkinda hicbir sey bilinemez.
FSHR’nin 1-268 aminoasitleri (kristal yapi1 i¢cin kullanilan parca) FSH’yi kuvvetli
sekilde baglar. Bu bulgu FSHR’nin mentese bdlgesinin baglanmada yer almadigini
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gosterir. Ayn1 sekilde, LHR nin laboratuarda yapilmis ve dogal olarak bulunan birgok
mutasyonu gostermektedir ki, LH veya hCG’nin kuvvetli baglanmasi i¢in LHR’nin
mentese bolgesi gerekli degildir. Bununla beraber, mentese bolgesi kalintilarinin
glikoprotein hormon reseptor ailesi icinde yliksek derecede korunmasi bu bodlgenin
reseptor fonksiyonunun diger yonlerinde onemli bir rolii oldugunu diistindiiriir (6rnek
olarak aktivasyon) (53). Bu bolgede yiiksek derecede korunmus bir tyr’nin TSHR hiicre
yilizeyinde siilfatlanmis oldugu goriilmektedir. Bu tyr’nin mutasyonu TSH baglanmasi
ve aktivasyonunu zayiflatr. LHR veya FSHR’de esdeger tyr’nin siilfatlanmasi
gosterilememistir. Fakat gonadotropin reseptorlerindeki bu aminoasidin mutasyonu da
hormon baglanmasi ve aktivasyonu zayiflatir (53).

LHR ve FSHR’nin transmembran (TM) bodlgesinin aminoasit dizilimi %72
oraninda aynidir. Gonadotropin reseptorlerinin transmembran bdlgesinin ii¢ boyutlu
yapisal sekli mevcut degildir. Fakat rodopsin kristal yapisi baz alinarak modeller
hazirlanmistir (54). Herkesin hemfikir oldugu bir nokta gonadotropin reseptdrlerinin bu
bolgede sekil degisikligine ugradigidir (55,56). Fakat bu degisikliklerin yapisi ve nasil
oldugu hakkinda ¢ok az bilgi vardir. iki yeni rapor gdstermistir ki LHR ve TSHR diisiik
molekiil agirlik bilesikler tarafindan aktive edilebilir. Bunlarin ECD’den ¢ok TM
bolgesi ile etkilesim igine girdigi gézlenmektedir (57,58). Giliniimiizde LHR nin diistik
molekiil agirlikli agonist jenerasyonu i¢in kursun bilesikleri denenmektedir. Bunlar

infertilite tedavisinde faydali olabilir.

2.3.2. Gonadotropin reseptor genleri ve transkriptler

2.3.2.1 Genler

Insan lutopin ve follitropin reseptdrleri kromozom 2’nin kisa kolu iizerinde
yaklagik 200 kb acgikta yerlesmis tek bir gen tarafindan kodlanir. Kromozom 2’nin bu
bolgesinde baska kodlayici gen bulunmaz.

LHR yaklasik 70 kb uzunluktadir ve 11 exon igerir. FSHR yaklasik 190 kb
uzunluktadir ve 10 exon igerir. Reseptdrlerin transmembran ve C-terminal bolgeleri,
FSHR i¢in exon 10 ve LHR i¢in exon 11 tarafindan kodlanir. Bu exonlar ayn1 zamanda
her reseptoriin ekstraselliiller parcanin mentese bolgesinin C-terminal ucunda da
kodlanir. LHR ve FSHR’nin 5 yan bolgeleri GC bakimindan zengindir ve her iki genin
de proksimal promotorlar1 TATA kutularindan yoksundur (59,60).
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FSHR’nin kopyalama kontrolii hakkindaki caligmalar ¢oklukla sican geni
iizerinde yapilmistir (60-66). Sican FSHR’sinin promotoru, kopyalama baslangi¢
noktasindan yaklasik 200 bp yukarisini ihtiva eder (60). Bu bdlge, translasyon baslangi¢
noktasmin yaklasik 200 bp yukari ucunda yerlesik bulunan iki kopyalama baslangi¢
noktast igerir (67).

2.3.2.2. Transkriptler

Cesitli FSHR transkriptlerinin say1 ve 6zellikleri hakkindaki veriler geligkilidir.
Bu konudaki ¢alismalarin ¢ogu koyun ve fare modelleri {izerinde yapilmistir (68,69).
Degisik yapistirmalardan olusan ve muhtemelen belirli sinyal 6zellikleriyle fonksiyonel
proteinlere ¢evrilmis 4 degisik kopya bildirilmistir (70). Bu kopyalarin varligi, bunlarin
miimkiin olan fizyolojik rolleri hakkinda sasirtic1 sorular akla getirse de, su Oonemle
belirtilmelidir ki, cogu durumda, bdyle transkriptlerden meydana gelen proteinlerin

varligin1 gosteren veriler yetersizdir.

2.3.3. LHR ve FSHR’nin dogal mutasyonlar:

Insan iireme hastaliklariyla ilgili LHR ve FSHR’nin birgok dogal mutasyonu
rapor edilmistir (51,71-74).

LHR’nin fonksiyon kaybi1 veya aktifligin yok olmasi ile ilgili dogal mutasyonlar
polipeptid zinciri boyunca meydana gelir. Bunlarn hepsi baslangic noktasi
mutasyonlaridir. 46 XY kisilerde en siddetli fenotip leydig hiicreleri tamamen yoklugu
(leydig hiicre hipoplazi) ve psddohermaafrodizmdir. 46 XY kisilerde goriilen daha 1limhi
fenotipler hipospadias ve mikropenisi ihtiva eder (72,73). Kadinlarda LHR’nin
aktivasyonunu yok eden mutasyonlar ise hipoestrojenemiye yol acar (72,73).

LHR’nin fonksiyon kaybma neden olan mutasyon bir¢cok sekilde goriilebilir.
Bunlar, tek aminoasit mutasyonlari, kesilmis reseptorler olusturan anlamsiz
mutasyonlar, kiigiik araya girmeler ve aradan ¢ikmalar olabilir. Bu mutasyonlardan
bazilar1 hormon baglanmasini onler, fakat hepsi LHR prekiirsorlerinin olgunlasmasimni
veya tasmmasmi zayiflatir. Bu sekilde, hiicre yiizeyinde olgun LHR’nin ifadesi ya
tamamen kaybolur veya en azindan kismen azalir (51). Bu yilizden, bu kisilerin
fenotiplerinde LHR 'nin hiicre yiizeyi degerinde net bir kayip goriiliir.

Exon 10’nun silinmesiyle ilgili fenotipten o6zellikle bahsedilmelidir. Bu

mutasyon, baslangigta, normal seks karakterlerinin gelismesine ragmen infertil 46 XY
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bir kiside bulunmustur (75). Heterolog hiicre c¢izgisi ile ifade edilirse, exon 10
tarafindan kodlanan aminoasitleri bulunmayan bir LHR yapis1 hiicre yiizeyine uygun bir
sekilde tasinir. Bu reseptdor LH ve hCG’yi kuvvetle baglar (76). Ilgingtir ki; bu mutant
reseptorii ifade eden hiicreler hCG’ye normal bir cevap verirler, fakat bunlarm LH’ye
olan hassasiyetleri yaklasik 40 kat azalmistir. Bu ylizden, LHR nin exon 10’u tarafindan
kodlanan aminoasitler, hormon baglanmasinda yer almazlar, fakat LH ile reseptor
aktivasyonunda yer alirlar (fakat hCG ile degil).

LHR’nin dogal fonksiyon kaybina yol acan mutasyonlar heterojen yerlesim
gosterirler. Ancak bugiine kadar rapor edilmis tiim fonksiyon arttirict mutasyonlar exon
11 tizerine yerlesmistir (51,72-74). Biitiin bunlar tek nokta mutasyonlaridir ve cogu
transmembran heliks 6 ve hiicreler aras1 halka 3’e kiimelenir. Bu mutasyonlardan dordi
bir tek aminoasit (asp 578) ile ilgilidir. Sinyal iletiminde bu mutasyonlarm kisitlanmig
yerlesimleri LHR’nin serpentin bdlgesinin algilanan onemi ile uyum halindedir.
Bunlarn kisitlanmis yerlesimleri, mutasyonlar1 arastirmak igin kullanilan metodlarin bir
sonucu da olabilir.

LHR’nin fonksiyon kazanimi mutasyonlar1 heterozigot erkek ¢ocuklarda
bulunmustur ve bu ¢ocuklarda belirli fenotipik 6zellikler goriilmektedir (72-74). Fakat
disi tasiyicilarda fenotip yoktur. Biitiin bu mutasyonlar germline’dir. Asp578His
mutasyonu buna dahil degildir. Bu mutasyon, leydig hiicre adenomali ve asir1 gelismis
ergenlik gosteren bir¢ok erkek cocugunda, leydig hiicrelerinin somatik bir mutasyonu
olarak bulunmustur (77-79).

FSHR’nin dogal mutasyonlar1 say1 olarak daha azdir fakat smiflandirma benzer
sekilde yapilir. Inaktive edici mutasyonlar1 (6rnek olarak alal89val ve pro419thr)
tastyan homozigot disilerde goriilen en siddetli fenotip hipergonadotropik
hipogonadizmdir. Burada follikiil olgunlasmasi, ilk adimin Otesinde kisitlanir ve
FSH’ye cevap tamamen yok olmustur (72-74).

Heterozigot kisilerde daha 1limli fenotipler goriiliir. Bunlar, sekonder amenore,
gonadotropin rezistansi ve follikiil gelismenin sadece antral sathaya kadar olmasi
seklindedir. Homozigot erkeklerde fenotip bu kadar acik degildir. Sperm kalitesi azalir,
fakat iretkenlik devam eder. Bu FSHR mutantlarinin fonksiyonel 6zellikleri, bu
mutantlar1 heterolog hiicre ¢izgilerinde ifade ederek calisilmistir. LHR’de oldugu gibi,
bu mutasyonlarin cogu FSHR’nin plazma membranina gec¢isini zayiflatir. Bu sekilde
tam bir FSH baglanma yoksunlugu ve bu ylizden de cevapsizlik meydana gelir. En

azindan bir tanesi (TM heliks 2’de ala419’un thr’ye mutasyonu) sinyal iletimini

16



zayiflatir. Fakat FSH baglanmasi veya FSHR nin plasma membranma uygun tasmmasi
konusunda ya hig etkisi yoktur, ya da ¢cok az vardir (80).

FSHR’nin dort aktive edici mutasyonu tarif edilmistir. Bunlar exonl0’un iki
kalintisinin iki mutasyonudur. Asp567asn, thr449ile ve thr449ala mutasyonlari, tekrar
eden, spontan overyan hiperstimulasyon sendromu olan kadinlarda kesfedilmistir (81-
83). Bu mutantlar heterolog hiicre tiplerinde ifade edildiginde, zayif fakat gozlenebilir
seviyede bir yapici aktivite gosterirler. Bunlar ayn1 zamanda hCG ve TSH’ye artmis bir
hassasiyet gosterirler. FSH’ye olan hassasiyet normal seviyelerde tutulur ancak ekzojen
verilen FSH preperatlar1 ile asir1 yanitlar elde edilmektedir (71). Baglanma
spesifikligindeki bu son degisiklik, bu mutasyonlar1 tagiyan kadinlarda bulunan overyan
hiperstimiilasyonun sebebidir. hCG hassasiyetini arttran TSHR ECD’nin  dogal
mutasyonu, gebelik sirasinda hipertiroidizm gosteren iki kadin hastada bulunmustur
(84).

FSHR mutasyonlar1 overyan disgenezise ve yiikksek gonadotropin seviyelerine
yol acar. Erkeklerde ise degisik spermatojenik sorunlara yol agar (85,86). Ayrica
farelerde yapilan deneylerde FSHR geninde olusturulan defektler sonucunda kiiciik
uterus, kiiciik overler ve sterilite saglanmistir (antral follikiil olusumundan once
follikiilogenez engellenmis) (87). Tek olarak ser680asn’de olusmus polimorfizmin,
kontrollii overyan hiperstimiilasyonda kullanilan ilag dozunu anlamli olarak arttirdigi
gosterilmistir (88).

Giincel bir¢ok c¢aligmada, estrojen reseptor-a genindeki polimorfizmlerin de
yardimc1 {iireme tekniklerinde kullanilan FSH tedavilerine yanitta degisiklikler
olusturdugu bilinmektedir (89).

FSHR SNPs’lerin sadece 5 tanesi egzoniktir. Hepsi exon 10°a yerlesiktir. Sadece
4 tanesi bir kod degisikligi meydana getirir (ala307thr, arg524ser, ala665thr ve
ser680asn). En sik rastlanan ve en iyi calisilmis olanlar ala307thr ve ser680asn’dir.
Bunlar dengesiz durumdadir ve en ¢ok bilinen allelik varyantlar, thr307/asn680 ve
ala307/ser680 beyaz topluluklar arasinda hemen hemen esit olarak dagilmistir. Bir¢ok
calisma gostermistir ki, yardimci iireme teknigi uygulamasi sirasinda FSH enjekte
edilen ve ser680 FSHR allel tasiyan kadinlar FSH’ye kars1 daha az hassastir. Ek olarak,
normal menstriiel sikluslu kadmlarda yapilan ¢alismalar, ser680 allel’in daha yiiksek
FSH serum seviyelerine ve hipomenoreye sebep oldugunu goéstermistir. Ala307 ve
ser680 polimorfizm tastyicilarinin varlhigi kadinlarin over kanserinin bazi spesifik alt

tiplerine kars1 kolay etkilenir olmasima sebep olur. Ilgingtir ki, heterolog hiicre tiplerinde
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ifade edilen ser680 veya asn680 FSHR konusunda caligmalar, bu reseptorlerin

fonksiyonel 6zelliklerinde herhangi bir degisiklik gostermemistir.

2.4. Polimorfizm Nedir ?

Southern blot testi, kisitlayic1 enzim aktivitesi ile liretilen degisik uzunluklardaki
DNA fragmanlarini yansitan spesifik bantlar1 gosterir. Spesifik bir nokta farkl: bir sekil
alarak (southern blot testinde, dizin farkliligima bagli farkli uzunluktaki bir DNA
fragmani) bir mutasyon gosterir. DNA dizinindeki bu farkliliklara ‘kisitlayici fragman
uzunluk polimorfizmi’ denir (tek niikleotid polimorfizmleri) ya da genellikle benign bir
varyasyon olarak polimorfizmler denir. Bunlar sik varyasyonlardir; insan genomu
yaklagik 10 milyon polimorfizme sahiptir ve 3 milyondan fazlas1 da tanimlanmistir. Bir
polimorfizm tibbi olarak 6nemli bir gen i¢in genetik bir marker gorevi gorebilir.
Polimorfizm kalittmi Mendelyan diizenlemelere gore yonetilir. Polimorfizm,
kromozomlarin spesifik alanlarini isaret eden bir belirteg gibidir. Belli polimorfizmler

saptanarak belli kromozomlar tanmabilir.

2.5. Poor Responder Ve Good Responder Tanimlamasi

Genel olarak, 3.gilin serum FSH seviye Ol¢limii overyan rezervi gostermede en
1yi belirte¢ gibi sayilsa da, siklustan siklusa farklilik gosterebilir (90,91). Baz1 yazarlar
bazal inhibin seviyeleri lizerinde durdularsa da spesifik degisiklikler saptayamamiglardir
(92). Yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir ki, 3.giin yliksek FSH seviyesine sahip olan
kadinlardan alinan graniiloza hiicrelerinden daha az miktarda steroid salinmakta,
kiiltiirlerde daha az viabilite gostermekte, diisiik mitotik indekse sahip olmakta ve daha
az miktarlarda IGF-I ve IGF-II salgilamaktadirlar (93).

Poor responder tanimmi ig¢in literatiirde kabul edilmis ortak bir goris
bulunmamaktadir (94). Loutradis ve ark. yaptig1 calismada, bir hastay1 poor responder
kabul etmek i¢in su kriterleri kullanmistir (94): a) yardimci lireme teknigi tedavisi
sonrasinda elde edilen oosit sayisinin 3 veya daha az olmasi b) tedavinin son
asamasinda hCG verilirken serum estradiol seviyesinin 500 ile 660 pg/ml arasinda
olmasi. Castro ve ark. ise poor responder kriteri olarak sadece oosit sayisinin 3 veya
daha az olmasini kabul etmislerdir (95). Surrey ve ark. 2000 yilinda yaptiklar
calismada, literatiirdeki tiim poor responder hastalar hakkinda bulunan yaymlar:

taramislar ve bir derleme hazirlamislardir (96). Literatiir taramasinda, poor responder
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hasta tanimlamasinda ¢ok degisken kriterlerin se¢ildigi goriilmiistiir, ancak ayni
kriterleri kullanan 4’ten fazla ¢alismaya rastlanilmamistir (96). Bazi aragtirmacilar kriter
olarak ultrasound goriintiisiindeki matiir follikiil sayisinin 5’den az olmasimni baz alirken
(97-106), baz1 arastirmacilar 3.giin FSH seviyelerinin yiiksek olmasini (6,5mIU/mL’den
15 mlU/mL’ye kadar degisen araliklarda) kriter olarak almislardir (107-114). Tedavi
sonunda elde edilen E2 seviyelerinin diisiik olmas1 kimi arastirmacilara goére hastaya
poor responder denilebilmesi i¢in yeterli goriilmiistiir (99,102,103,105,107,109,113).
Baska iki arastirmaci da tedavi sonunda elde edilen matiir oosit sayisinin 4’den az

olmasini kriter olarak benimsemislerdir (108,114).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hasta Secimi

Calismamiz, Mayis 2009 ve Kasim 2010 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalina basvuran hastalarda
yapildi. Calismaya katilan her hastaya calisma hakkinda bilgi verildi ve onam formlari
okutularak imzalatildi.

Calisma hakkinda etik kurul onayr almmasi i¢in Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme Kuruluna bagvuruldu. 19.10.2010 tarihli
ve 160 nolu karar ile calismanin yapilmasinda etik sakinca yoktur karar1 alindu.

Kontrol grubuna secilen hastalarda ¢alismaya katilma kriteri olarak daha dnce
herhangi bir kontrollii overyan hiperstimiilasyon protokolii uygulanmadan gebe kalmis
hastalardan se¢ildi. Caligmaya katilan kontrol grubu hastalarmin hepsinde korunmasiz
iligkiye baslanmasindan sonra en ge¢ bir yil icinde gebelik olusmustur. Katilan

hastalarin yas araligi olarak 23 ile 39 arasi belirlenmistir.

Tablo 3.1. Kontrol grubunda ¢alismadan dislanma kriterleri.

Kontrol Grubunda Caligmaya Alinmama Kriterleri

Bilinen infertilite dykisl

Yas araligi <23 , >39

Cinsel aktiflik sonrasi herhangi bir kontrasepsiyon yontemi kullaniimamasina ragmen 1 yildan fazla
gebelik olusmamasi

Good responder olarak belirlenen kategoriye alinan hastalarda 6nceden bir
kontrollii overyan hiperstimiilasyon tedavisi almis olmak ve bu tedaviye yanit olarak
elde edilen oosit sayisinin 3’iin lizerinde olma kriteri arand1. Yas aralig1 olarak yine 23
ile 39 yas arasi calismaya dahil edildi. Ayrica verilen infertilite tedavisi sonucunda
yeterli E2 seviyesi olmayan (E2 < 660 pg/mL) hastalar bu gruba dahil edilmedi.

Poor responder olarak belirledigimiz gruba ise dahil olma kriterleri olarak
kontollii overyan hiperstimiilasyon sonrasinda elde edilen oosit sayismin 3 ve daha az
olmas1 ve tedavi sonunda ulasilan E2 seviyesinin 660 pg/mL’den az olmas1 seklinde

belirlendi. Yine diger gruplara benzer olarak yas araligi 23 ile 39 arasinda tutuldu.
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Tablo 3.2. Good responder grubunda calismaya alinma ve calismadan dislanma
kriterleri.

Good Responder Grubunda Galismaya Good Responder Grubunda Galismadan
Alinma Kriterleri Diglanma Kriterleri
Yas arali§l 223, <39 Yas araligi <23, >39
KOH sonrasi 3'den fazla oosit elde edilmesi KOH sonrasi 4'den az oosit elde edilmesi
(Pfl(r)nl;lmsonra& E2 dizeyinin 660pg/mlden fazla KOH sonrasi E2 dlizeyinin 660pg/mL’den az olmasi

Tablo 3.3.Poor responder grubunda ¢alismaya alinma ve ¢alismadan dislanma kriterleri.

Poor Responder Grubunda Galismaya Poor Responder Grubunda Galismadan
Alinma Kriterleri Diglanma Kriterleri
Yas arali§l 223, <39 Yas araligi <23, >39
KOH sonrasi 4'den az oosit elde edilmesi KOH sonrasi 3'den fazla oosit elde edilmesi
KOH sonrasi E2 dlizeyinin 660pg/mL’den az olmasi (Pfl(r)nl;lmsonray E2 dizeyinin 660pg/mlden fazla

Calismamiza bu kriterlere uyan 100 tane kontrol grubu hastasi, 42 tane good

responder hasta ve 40 tane poor responder hasta dahil edilmistir.

3.2. Periferal Kan Orneklerinin Alinim

Calisma kapsamina alman olgulara onam formu doldurularak, 5 ml olacak
sekilde periferal kan ornekleri KsEDTA’lIl steril tiiplere [Venoject™] alindi. DNA

izolasyon islemine kadar +4°C’de saklandi.

3.3. Periferal Kandan DNA Eldesi

Olgularin genomik DNA’lar1, periferal kandan modifiye non-enzimatik metod
ile izole edildi. DNA izolasyonu i¢in kullanilan c¢ozeltiler ve islem basamaklari

asagidaki gibi uygulandi.

3.3.1. Kullamilan solusyonlar

a) CLB 1X (Hiicre Liziz Tamponu)

0.32 M Siikroz (Merck)
10mM Tris HC1 pH 7.6 (Sigma)
SmM MgCl, (Merck)
%1 Triton-X (Sigma)
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Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan CLB 1X
tamponu

otoklavda sterilize edildikten sonra +4°C’de saklandi.
b)TKM1 (Diisiik Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu)

10mM Tris HC1 pH 7.6 (Sigma)

10mM KC1 (Reidel-de Haen)
10mM MgCl, (Merck)
2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan TKM1
tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

¢)TKM2 (Yiiksek Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu)
10mM Tris HC1 pH 7.6 (Sigma)

10mM KCl1 (Reidel-de Haen)
10mM MgCl, (Merck)

0.4mM NaCl (Carlo Erba)

2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukaridaki derisimleri saglayacak sekilde distile su ile hazirlanan TKM?2
tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

d)%10 SDS Cozeltisi

1 gram SDS (Q-Bio gene) 10ml distile suda c¢oziildiikten sonra filtreden
gecirilerek sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi.

e)6 M NaCl

35.06 gram NaCl (Carlo Erba) 100 ml distile suda ¢oziilerek otoklavda sterilize
edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

1)%70’lik Etanol

70 ml %99 luk etanol, 30 ml distile su ile karistirildi ve +4 °C’de saklanda.

3.3.2. islemler

K3EDTA’L steril tiiplere alman kan alt iist edilerek homojenize edildi. Kan
orneginden 3 ml almarak 15 ml’lik steril santrifiij tiipiine aktarild1. Uzerine 3 kat1 hacim
kadar CLB 1X eklendi ve yavasca karistirildi. Oda sicakliginda devir sayist (rpm)
dakikada 2200 olacak sekilde 10 dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle

vurularak homojenize edildikten sonra tizerine 5 ml TKMI1 soliisyonundan eklendi.
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Vorteksle karistirilarak homojenize edildikten sonra oda sicakliginda 2200 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Cokelti elle vurularak homojenize edildikten sonra
iizerine 1.5 ml TKM2 ve 100ul %10 SDS soliisyonlarindan eklendi. Tiip alt iist
edilerek karigmasi saglandi. Cokelti tamamen homojenize olana kadar 65°C’de 30-60
dakika siireyle su banyosunda inkiibasyona birakild1. Inkiibasyondan sonra tiipe 570 pl
6 M’lik NaCl eklendi. Beyaz kopiiklii bir goriinim elde edene kadar vorteksle
karigtirildi. Oda sicakliginda 2900 rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Dokelti i¢inde 4.5
ml %99 etanol bulunan 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi. Tiip alt st edilerek
DNA’nm kondanse olmasi saglandi. Tiip 2900 rpm’de santrifiij edildi. Dokelti atild.
Cokelti lizerine 5 ml %70’lik etanol ilave edilerek DNA’nin yikanmasi saglandi. Oda
sicakliginda 2900 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek dokelti atildi. Tiip igerisinde
¢okelti halinde bulunan DNA 10-15 dakika kurutuldu. Uzerine 300 pl Tris EDTA
eklendi ve etiivde 65 °C’de 1 saat veya 4°C’de geceboyu birakilarak DNA’nin
¢oziilmesi saglandi. Cozlinen DNA 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alindi. Elde edilen DNA
orneklerinin optik dansite dl¢iimleri spektrofotometre ile yapildiktan sonra, sulandirilip

uzun siireli -20 °C’de, kisa siireli +4 °C’de saklanda.

3.3.3. DNA orneklerinin spektrofotometrik 6l¢iimii

Izole edilen DNA 6rneklerinin miktar ve saflik derecelerini belirlemek igin
spektrofotometre ile Olgtimler yapildi. Optik dansite Ol¢iimlerini belirlemek amaciyla
ornekler 1/200 oraninda sulandirildi. S5pul DNA 6rnegi 995 pl dH>O ile sulandirilarak
1000 pl’ye tamamlandi. Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda
orneklerin Ol¢iimii yapilarak DNA miktarlar, “DNA miktar1 = 260 nm’deki Optik
Dansite (O.D.) x Sulandirma Faktorii (S.F.) x 50” formiilii ile hesaplandi. Hesaplanan
degerlere gore DNA ornekleri 50ng/ul olacak sekilde sulandirildi.

3.3.4. PCR yontemi

PCR reaksiyonu, Bio-Rad (MyCycler) ve PCR System 9700 (Gene Amp ®)
marka PCR cihazlarinda gergeklestirildi.
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3.3.4.1. PCR reaksiyonu icerigi

PCR igerigi; H,O, 10X tampon (Fermentas), MgCl, (25 mM) (Fermentas),
dNTP (10 mM) Karisimi, ileri ve Geri primer (10 puM), Taq polimeraz (5 u/pl)
(Fermentas) ve genomik DNA (50 ng/ul) konularak 20 ul olacak sekilde hazirlandi.

FSHR geni icin kullanilan primerler;
Ileri primer: 5> TCTCTGAGCTTCATCCAATTTG 3’ [22 mer; Tm: 55°C]
Geri primer: 5 GAGGGACAAGTATGTAAGTG 3°  [20 mer; Tm: 55°C]

Sekans icin kullanilan internal primer;

Ileri primer: 5° CTTTCGCAGAGATTTCTTCAT 3’ [21 mer]

3.3.4.2. PCR program
Baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C’de 10 dakika; denatiirasyon 94°C’de 50 saniye,
birlesme 55°C’de 50 saniye, uzama 72°C’de 52 saniye olacak sekilde 35 dongii, son

uzama ise 72°C’de 8 dakika olarak ayarlandi.

3.3.5. Agaroz jel elektroforezi ve goriintiileme sistemi

3.3.5.1. % T’lik agaroz jelin hazirlanmasi

1 gram agaroz (Sigma) tartilarak 100 ml 1XTBE’de (Tris-Borat-EDTA)
¢Oziildii. 50-55°C’ye gelene kadar sogutuldu. 0.5 ug/ml etidyum bromiir ilave edildi.
Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirilerek sivi agaroz jel elektroforez kiivetine
dokiildii. Oda sicakliginda 15-20 dakika polimerize olmasi i¢in beklendi. Jel polimerize

olduktan sonra taraklar jelden alind1 ve agaroz jel, elektroforez tankina yerlestirildi.

3.3.5.2. islemler

%1’lik agaroz jel, icerisinde 1XTBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.
PCR iiriinii ve 50bg¢’lik marker ylikleme tamponu kullanilarak kuyucuklara mikropipet
yardimiyla yiiklendi. Elektroforez tankina bagli gii¢ kaynag: ile 100 voltta 45 dakika
yiiriitiildii. Stire sonunda ornekler UV 151k veren transilluminatér Syngene (Ingenius)

yardimiyla incelendi.
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3.3.6. Amplikonlarin temizlenmesi

Amplifikasyon {irtinlerinin temizlenmesi, Roche marka PCR iiriin piirifikasyon

kiti kullanilarak gergeklestirildi.

3.3.6.1. islemler

PCR iiriinii steril distile su eklenerek 100 pl’ye tamamlandi. Uzerine 500 pl
baglanma tamponu eklendi ve iyice karistirildi. Karisim piirifikasyon filtresinin {izerine
bosaltildi. Oda sicakliginda 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Tipiin dibine
biriken dokelti atildi. Piirifikasyon filtresinin lizerine 500 pl yikama soliisyonu eklendi.
Oda sicakliginda 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Dokelti atildi. Ikinci yikama
200 pl yikama solusyonu ile yapildi. Tekrar oda sicakliginda 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi ve dokelti atildi. Pirifikasyon filtresi temiz 1.5 ml’lik ependorf tiipe
aktarildi. Uzerine 50 ul eliisyon solusyonu ilave edildi. Oda sicakligida 13000 rpm’de
Idakika santrifiij edildi. DNA agaroz jelde kontrol edildi.

3.3.7. DNA Dizi Analizi

Dizi analizi reaksiyonlar1 PCR System 9700 (Gene Amp ®) marka Thermal
Cycler kullanilarak asagidaki programa gore yapildi.

3.3.7.1. Dizileme Reaksiyonu
5X Tampon, Big Dye v3.1, primer (10uM), kalip DNA ve H,O konularak final
hacmi 10pul olacak sekilde hazirlandi.

3.3.7.2. Dizileme PCR program
Denatiirasyon, 96°C’de 10 saniye; birlesme, 50°C’de 5 saniye, uzama, 60°C’de 4
dakika ve 25 dongii olacak sekilde ayarlandu.

3.3.8. Dizi analizi yapilacak amplikonlarin temizlenmesi

Hazirlanan yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 2 pl, 3.2 M sodyum asetat
(Mallinckrodt) (pH 4.6) konuldu. Uzerine 30 pl %99 soguk etanol ilave edildi. Bu
karigimin lizerine amplifikasyon Uriiniiniin tamamu eklendi ve vorteksle karistirildi. 20
dakika buz iizerinde bekletildi. Siire sonunda oda sicakliginda 14000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi. Pipetle dokelti alinarak atildi. Cokelti tizerine 250 pl %70 etanol ilave
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edildi. Oda sicakliginda 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Tekrar dokelti pipetle
alinarak atildi. Tiplerin 10-15 dakika karanlikta kurumasi beklendi. Tiipler kuruduktan
sonra tizerine 25 pl formamid ilave edildi. Tiipler hafifce vurularak karistirildi ve dizi
analizi tiliplerine aktarildi. ABI 3130 dizileme cihazina konulmadan 6nce Ornekler

94°C’de 5 dakika denatiire edilerek cihaza yiiklendi.

3.3.9. DNA dizi analizi

Denatiire edilen PCR f{irtinler1 ABI 3130 dizileme cihazina yiiklenerek sonuglar

ABI sequence analysis v3.1 yazilim programinda degerlendirildi.

3.4. istatistik Analizi

Veriler SPSS (version 18.0)( SPSS Inc., Chicago, USA) kullanilarak analiz
edildi. Orneklemi tamimlamak icin frekans dagilimi, ortalama, standart sapma gibi
tanimlayict istatistikler kullanildi. Ala307 ve Ser680 genleri i¢cin ayr1 ayr1 genotiplere
ve gruplara gore hastalarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis analizi kullanilda.
Farklilik bulundugunda farkli gruplarin belirlenmesinde Bonferronni diizeltmesi
yapilarak Mann-Whitney testi kullanildi. Ayrica A/A+G/A  genotipi ile G/G
genotipinin demografik 6zelliklerine iliskin degerlerin karsilastirilmasinda ve poor ile
good gruplarmin demografik Ozelliklerine iliskin degerlerin karsilastirilmasinda iki
ortalama aras1 fark testi ya da Mann-Whitney U testi kullanildi. Gruplara gore
genotiplerin karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullanildi. Analizlerde farkliliklarin

belirlenmesi i¢in % 95 anlamlilik diizeyi (ya da a=0.05 hata pay1) kullanilmistir.

3.5. Molekiiler Genetik Analiz Sonug¢lar

Calisma kapsamina almman olgularn genomik orneklerinde, FSHR genininde
molekiiler genetik calismalar yapilmistir. Good responder, bad responder ve kontrol
grubundaki olgularin FSHR gen bolgesi, PCR teknigi kullanilarak amplifiye edilmistir.
Elde edilen amplifikasyon {iriinleri konsantrasyonu %1 olarak hazirlanan agaroz jelde
yiriitiilmistiir. Amplikon biiytikligi 1200b¢ olan FSHR amplikonunun agaroz jel

goriintiisii Sekil 3.1°de sunulmustur.
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M= marker, olguno: 1-7, Poz= pozitif kontrol, Neg=negatif kontrol

Sekil 3.1. FSHR amplikonunun agaroz jel goriintiisii.

Calisma kapsamina alan 100 kontrol, 42 “good”, 40 “poor” responder grubuna
ait olgularm FSHR gen amplikonlart DNA dizi analizine alimmustir. Her iki bolgenin
referans DNA dizisi sekil 3-2’de sunulmustur.

Calisma kapsaminda yer alan tiim olgularin, FSHR amplikonlarmin dizi analizi
sonuglari, NCBI veri tabaninda yer alan (www.ncbi.nlm.nih.gov) FSHR geninin
[NM_000145.3] niikleotit dizisi referans alinarak degerlendirilmistir.

Olgularimizda saptanan Ala307Thr ve Ser680Asn polimorfizmlerinin kontrol,
poor responder ve good responder grublarindaki genotiplerine ait dizileme Ornekleri

Sekil 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8’de verilmistir.
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Elektroferogramda yer alan ok isareti, FSHR amplikonunun okuma baglangici, degerlendirilmeyen alinan
p-Ala307Thr (G>A@1029) ve Ser680Asn (G>A@2039) polimorfizmlerini gostermektedir (alt1 kirmizi ¢izili) .

Sekil 3.2. FSHR amplikonunun ileri primerlerle okunan DNA dizisi.

=2 SeqMlan
File Edit Sequence Contig Project SMP  NetSearch Window Help

== Alignment of Contig 1
Fosition: 36

20 30 40 50 &0
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Sekil 3.3. Kontrol grubu FSHR geninde p.Ala307Thr; gCT>ACT degisiminde 1029
pozisyonda homozigot wild tip G/G genotipi; heterozigot G/A genotipi ve homozigot
A/A genotiplemeleri.
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Sekil 3.4. Kontrol grubu FSHR geninde p.Ser680Asn; AgT>AaT degisiminde 2039
pozisyonda homozigot wild tip G/G genotipi; heterozigot G/A genotipi ve homozigot
A/A genotiplemeleri.
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Sekil 3.5. GR kodlu Good Responder grubunun FSHR geninde p.Ala307Thr;
gCT>ACT degisiminde 1029 pozisyonda homozigot wild tip G/G genotipi; heterozigot
G/A genotipi ve homozigot A/A genotiplemeleri.

29



=T
ESeqMan
File Edit Sequence Contig Project SMNP Met Search Window Help

E Alignment of Contig 1
Position: 1159

P

1140 | 1150 . 1150 | 1170 . 1180
I Translate [P Consensus ACTECTICTTCAGCTCCCAGAGTCACHAGTEETTCCACTTACATACTTIGTCD
NM 000145.3.seq(996>2188) —F
PGR42-2F.abl (11>142) — [paT
—_—

T MWW

B |2 Floa o

IAGT

PGR17-2F.abl {11>137) — AT

P GRE-2F.abl (12>138) — | GT

P GR7-2F.abl (12>137) — IAGT

PER10-2F.abl (12>140) — | CT

P GR1S-2F.abl {13>137) — IAGT
—

BT

PGR34-2F.abl (19>145) —= 2T

P eR3IE-2F.abl {23>145) —_— (AT

PeR11-2F.abl {16>134) — [ART

PcoR3IS-2F.akbl {132>137) — |2 GT
—

AT
PGR19-2F.abl {17>140) — AT
PGR13-2F.abl (18>139) — IAnGT
PcR20-2F.abl (17>139) — EXey

%[ #| Unspecified Search 4

Sekil 3.6. GR kodlu Good Responder grubunun FSHR geninde p.Ser680Asn;
AgT>AaT degisiminde 2039 pozisyonda homozigot wild tip G/G genotipi; heterozigot
G/A genotipi ve homozigot A/A genotiplemeleri.
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Sekil 3.7. PR kodlu Poor Responder grubunun FSHR geninde p.Ala307Thr;
gCT>ACT degisiminde 1029 pozisyonda homozigot wild tip G/G genotipi; heterozigot
G/A genotipi ve homozigot A/A genotiplemeleri.
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Sekil 3.8. PR kodlu Poor Responder grubunun FSHR geninde p.Ser680Asn; AgT>AaT
degisiminde 2039 pozisyonda homozigot wild tip G/G genotipi; heterozigot G/A
genotipi ve homozigot A/A genotiplemeleri.
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4. BULGULAR

Hastalarin genomik DNA 6rneklerinde yapilan molekiiler genetik analizlerinde
Ala307Thr ve Ser680Asn tek niikleotid polimorfizmleri arastirildi. Polimorfizmler,
bireylerin allelik yapilarina gore 3 olas1 genotipleme seklinde degerlendirildi.

Hastalarin se¢iminde 3 farkli grup olusturuldu. Kontrol grubu olarak 100 fertilite
sorunu olmayan hasta secildi. Arastirma grubu olarak ta good responder ve poor
responder olarak sirasiyla 42 ve 40 hastanin vendz kani alinarak molekiiler genetik

calismalar yapildi.

4.1. Kontrol Grubu Hasta Sonuclarn
4.1.1. Kontrol grubu hastalarin demografik 6zellikleri

Calismaya dahil edilen 100 kontrol grubu hastanin yaglar1 23 ile 38 arasinda
degismektedir (Tablo 4.1). Ortalama hasta yas1 29,25+4,89°dur. Tiim hastalarda feritilite
ile ilgili bir sorun bulunmamakta ve cinsel aktif olduktan sonra en ge¢ 1 yil icinde

gebelik olusmustur.

Tablo 4.1. Kontrol grubu hastalarda yasin demografik dagilimi.

N Minimum Maksimum Ortalama SD

Yas 100 23,00 38,00 29,2500 4,89975

N=hasta sayis1, SD=standart sapma

Hastalarin gebelik sayisi 1 ile 6 arasinda degismekteydi (Tablo 4.2). Ortalama
gebelik sayist 2,11£1,1°dir. 35 hastanin sadece bir canli ¢cocugu varken, geri kalan 65
hastanin 35’inde yasayan g¢ocuga ek olarak onceden gecirilmis 1 veya daha fazla
spontan diisiik Oykiisii de mevcuttu. Hastalarin 2’sinde onceki gebeliklerinde gecirilmis
preeklampsi Oykiisii mevcut iken, bir hastada 6nceki gebelikte gecirilmis gestasyonel
diyabet s6z konusuydu. Bir hastada talasemi tasiyicilig1 ve baska bir hastada da orak

hiicreli anemi mevcuttu.
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Tablo 4.2. Kontrol grubu hastalarda gebelik sayisinin demografik dagilima.

N

Minimum

Maksimum

Mean

SD

Gebelik

100

1,00

6,00

2,1100

1,10914

N=hasta sayisi, mean=ortalama, SD=standart sapma

4.1.2. Kontrol grubu hastalarin molekiiler genetik analizi

Kontrol grubu hastalarin genomik DNA 6rneklerinden Ala307Thr ve Ser680Asn
bolgelerindeki polimorfizmler arastirildi. Saptanan polimorfizmler her iki bolge i¢in de
ayr1 ayr1 olarak ¢alisildi. Ilgili varyasyon referans dizi icin homozigot ise drnek olarak
(A/A), heterozigot ise (G/A) ve homozigot polimorfik ise (G/G) seklinde
degerlendirildi.

4.1.2.1. Ala307Thr polimorfizmi

Kontrol grubundaki hastalarin genetik analizlerinde Ala307Thr (GCT>ACT)
bolgesi incelendiginde, 28 tanesinde homozigot A/A seklinde polimorfizm izlendi
(Tablo 4.3). Heterozigot polimorfizme (G/A) sahip hasta sayis1 51 iken bu bolgede
referans diziye sahip (homozigot G/G) hasta sayis1 2 olarak belirlendi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kontrol grubunda Ala307Thr bolgesindeki polimorfizm genotipleri ve
oranlar1.

A/A G/A GIG
N 28 51 21
% 28 51 21

N=hasta sayisi1, %=yiizde, A/A=homozigot polimorfizm, G/A=heterozigot polimorfizm, G/G=normal

4.1.2.2. Ser680Asn polimorfizmi

Yapilan genetik analizler sonucunda kontrol grubundaki hastalarin Ser680Asn
(AGT>AAT) bolgeleri incelendiginde, homozigot A/A genotipli 26 hastada
saptanirken, heterozigot G/A genotipli hasta sayisi 53 olarak belirlendi (Tablo 4.4).
Genotip yapis1 homozigot G/G olan hasta sayis1 ise 21 olarak belirlendi (Tablo 4.4).

33



Tablo 4.4. Kontrol grubunda Ser680Asn polimorfizmine ait genotiplemeler ve oranlar1.

A/A G/A GIG
N 26 53 21
% 26 53 21

N=hasta sayisi, %=yiizde, A/A=homozigot polimorfizm, G/A=heterozigot polimorfizm, G/G=normal

4.1.3. Kontrol grubu hastalarinin sonug¢larinin istatistiksel analizi

4.1.3.1. Ala307Thr polimorfizm sonuclar icin istatistiksel analiz

Kontrol grubundaki 100 hastanin Ala307Thr bolgeleri incelendiginde 28’inde
A/A seklinde polimorfizm saptandi. Bu hastalarm yaglar1 23 ile 37
degismektedir (Tablo 4.5). Ortalama yas 28,324+4,76 olarak saptandi. A/A seklinde

arasmda

polimorfizme sahip olan 28 hastanin gebelik sayilar1 1 ile 4 arasinda degismektedir

(Tablo 4.5). Ortalama gebelik sayis1 2,03+0,96 olarak saptandi.

Tablo 4.5. Ala307Thr Genotipleri ile yas ve gebelik sayist arasindaki iliski.

ala307thr N Minimum Maksimum Ortalama SD
A YAS 28 23,00 37,00 28,3214 4,76914
GEBELIK SAYISI 28 1,00 4,00 2,0357 0,96156
GIA Y.A$ 51 23,00 38,00 30,3529 4,93082
GEBELIK SAYISI 51 1,00 6,00 2,2549 1,16350
6/G YAS 21 23,00 38,00 27,8095 4,56748
GEBELIK SAYISI 21 1,00 5,00 1,8571 1,15264

N=hasta sayisi, A/A=homozigot polimorfizm, G/A=heterozigot polimorfizm, G/G=normal, SD=standart
sapma

G/A polimorfizmine sahip 51 hastanin yas ortalamast 30,35+4,93 olarak
saptandi (Tablo 4.5). Yas aralig1 23 ile 38 arasindadir. Bu hastalarin gecirdikleri gebelik
sayilar1 1 ile 6 arasinda degismekteydi. Ortalama gebelik sayist 2,25+1,16 olarak
saptandi.

Genetik analizlerinde herhangi bir polimorfizme rastlanilmayan 21 hasta
belirlendi. Bu hastalarin yaslar1 23 ile 38 arasindaydi (Tablo 4.5). Ortalama yas
27,80+4,5 olarak saptandi. Bu gruptaki hastalarin gecirdikleri gebelik sayist 1 ile 5
arasinda degismekteydi (ort.=1,85+1,15).

34



Kontrol grubundaki hastalarin genetik analizleri (Ala307Thr bdlgesi igin) ile
yaslar1 her 3 grup i¢cin (G/G, G/A, A/A) istatistiksel olarak karsilastirilmis ve herhangi
bir anlamli sonu¢ bulunamamustir (p=0,056).

Ayrica istatistiksel acidan degerlendirmek i¢in saptanan tiim polimorfizmlerin
(A/A + G/A), referans allele sahip (G/G) olan diger gruba orani inceledik. Heterozigot
polimorfizme ve homozigot polimorfizme sahip hasta verilerini birlestirdik (Tablo 4.6).
Yapilan istatistiksel incelemede iki grup (A/A+G/A ve G/G) karsilastirilmis ancak

anlamli bir sonug¢ bulunamamistir (p=0,137).

Tablo 4.6. Genotiplemeler ile yas ve gebelik arasindaki iligki.

ala307thr N Minimum Maximum Ortalama SD
AA+GA Y.A$ 79 23,00 38,00 29,6329 4,94113
GEBELIK SAYISI 79 1,00 6,00 21772 1,09497
YAS 21 23,00 38,00 27,8095 4,56748
GEBELIK SAYISI 21 1,00 5,00 1,8571 1,15264

N=hasta sayisi, A/A=homozigot polimorfizm, G/A=heterozigot polimorfizm, G/G=normal, SD=standart
sapma

4.1.3.2. Ser680Asn polimorfizm sonuclari i¢in istatistiksel analiz

Kontrol grubundaki 100 hastadan Ser680Asn polimorfizmi A/A tipinde olanlarin
sayis1 26°dir (Tablo4-7). Yas aralig1 23 ile 37 arasinda degismektedir ve yas ortalamasi
28,96+4,79’dur. A/A seklinde polimorfizme sahip olan hastalarin gebelik sayilar1 1 ile 5
arasinda degismektedir ve gebelik sayisi ortalamasi 2,23+1,1 olarak belirlenmistir.

G/A tipindeki kontrol grubu hasta sayis1 53’tlir ve bu polimorfizmine sahip olan
hastalarin yas ortalamasi 29,79+5 olarak saptanmistir (yas araligi 23 ile 38 arasindadir).
Gebelik sayilar1 incelendigide, 1 ile 6 arasinda degistigi goriilmiistiir ve ortalama

gebelik sayis1 2,13+1,09 olarak hesaplanmustir.

Tablo 4.7. Genotiplemeler ile yas ve gebelik sayis1 arasindaki iligki.

ser680asn N Minimum Maksimum Ortalama SD
YAS 26 23,00 37,00 28,9615 4,79567
GEBELIK SAYISI 26 1,00 5,00 2,2308 1,10662
YAS 53 23,00 38,00 29,7925 5,00138
GEBELIK SAYISI 53 1,00 6,00 2,1321 1,09259
YAS 21 23,00 38,00 28,2381 4,80526
GEBELIK SAYISI 21 1,00 5,00 1,9048 1,17918

N=hasta sayisi, A/A=homozigot polimorfizm, G/A=heterozigot polimorfizm, G/G=normal, SD=standart
sapma
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Referans allele sahip (homozigot G/G) kontrol grubu hastalarin sayis1 21 olarak
saptandi. Yas ortalamalar1 28,2344,8 olarak belirlendi (yas araligi 23 ile 38 arasindadir).
Gebelik sayilar1 incelendiginde 1 ile 5 arasinda degistigi goriildii ve ortalama gebelik
sayis1 1,9+1,17 olarak hesapland:.

Kontrol grubundaki hastalarin genetik analizleri (Ser680Asn bdlgesi i¢in) ile
yaslar1 her 3 grup i¢cin (G/G, G/A, A/A) istatistiksel olarak karsilastirilmis ve herhangi
bir anlamli sonu¢ bulunamamistir (p=0,447).

Olusmus tiim polimorfizmleri birlestirerek (A/A + G/A), polimorfizmi olmayan
grupla (G/G) yas acisindan yapilan karsilastirmada da herhangi bir anlamli sonug
bulunamamistir (p=0,288) (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Genotiplemeler ile yas ve gebelik arasindaki iliski.

ser680asn N Minimum Maximum Ortalama SD
YAS 79 23,00 38,00 29,5190 4,91951
AA+GA .
GEBELIK SAYISI 79 1,00 6,00 2,1646 1,09111
GG YAS 21 23,00 38,00 28,2381 4,80526
GEBELIK SAYISI 21 1,00 5,00 1,9048 1,17918

N=hasta sayisi, A/A=homozigot polimorfizm, G/A=heterozigot polimorfizm, G/G=normal, SD=standart
sapma

4.2. Good Responder hasta sonuclari
4.2.1. Good responder hastalarin demografik ozellikleri

Calismamizda, hastalarmm good responder kategorisine dahil edilebilme kriteri
olarak su Ozellikler belirlendi: a) yas araligi 23 ile 39 arasinda olacak, b) bilinen bir
infertilite Oykiisii sonucu belli bir yardimci tireme teknigi almis olacak, c) tedavi
sonucunda elde edilen follikiil sayis1 3’den fazla olacak, d) tedavi sonucunda elde edilen
E2 diizey1 660 pg/mL’den fazla olacak. Bu kriterlere uygun 42 hasta belirlendi ve bu
hastalardan 5 cc vendz kan alindi.

42 hastanin yaslar1 23 ile 39 arasmnda degismekteydi. Ortalama yaslari
30,00+4,22 olarak saptandi (Tablo 4-9). Hastalarin infertilite stireleri 2 yildan 13 yila
kadar farklilik gostermektedir. Hastalarin hepsi toplamda en az 2 kez bir infertilite
tedavisi almis hastalardir. Hastalarin ortalama infertilite siiresi 5,83+3,01°dir (Tablo 4-

9). Hastalarin 10 tanesinde infertilite nedeni erkek kaynakli iken sadece bir tanesinde
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tubal disfonksiyona bagh infertilite s6z konusuydu. Geri kalan 31 hastada

aciklanamayan infertilite s6z konusudur.

Tablo 4.9. Good responder hastalarin demografik 6zellikleri.

N Minimum | Maksimum Ortalama SD

Yas 42 23 39 30,00 4,225

infertilite siiresi (yil) 42 2,00 13,00 5,8333 3,01958
3.giin FSH (mIU/mL) 42 2,00 9,00 5,7381 1,53113
3.giin E2 (pg/mL) 42 18,00 93,00 44,5952 16,24967
3.giin antral follikiil (adet) 42 0,00 12,00 7,6905 2,71839
Kullanilan gonadotropin dozu (iinite) | 42 1075 4500 2156,55 862,799
Tedavi siiresi (giin) 42 11,00 20,00 13,0476 1,78000
Tedavi sonu follikiil sayisi (adet) 42 4,00 8,00 5,6429 1,26532
Tedavi sonu E2 (pg/mL) 42 1100 3950 2312,64 634,322
Opu sonrasi oosit (adet) 42 2,00 7,00 4,5714 1,10747

N=hasta sayis1, opu=oosit pick up, SD=standart sapma

Good responder grubundaki hastalarin 13 tanesinde en son aldiklar1 tedavinin
sekli long protokol iken, geri kalan 29 hastada antagon protokolii uygulanmistir. Tiim
bu gruptaki hastalarin tedaviye baglamadan 6nce adetlerinin 3. giliniindeki FSH ve E2
degerlerine bakilmistir. FSH degerleri 2 mIU/mL ile 9 mIU/mL arasinda degismektedir.
Ortalama 3. Gilin FSH degeri 5,7381+1.53tiir. 3. giin E2 degerleri ise 18 ile 93 arasinda
degiskenlik gostermekte olup, ortalamasi 44,59+16,24 tiir.

Hastalara adetlerinin 3. giiniinde uygulanan transvaginal ultrasound ile antral
follikiil sayim1 yapilmis ve 1 hastada her iki over de suprese sekilde izlenmistir. 5
hastada overler polikistik goriinimdeydi. 3. gilin ortalama antral follikiil sayisi
7,69+2,71 olarak hesaplanmistir (Tablo 4.9).

Hastalarin tedavi boyunca aldiklar1 total gonadotropin dozlar1 hesaplanmis ve
1075 tnite ile 4500 {inite arasnda degisen dozlarda ilag aldiklar1 belirlenmistir.
Kullanilan ortalama gonadotropin dozu 2156,55+863,79 olarak saptanmistir (Tablo
4.9). Hastalarn aldiklar1 tedaviye bagli olarak follikiil olusturma siireleri incelendiginde
11 giin ile 20 giin arasinda degisen siireler saptanmustir (ort.: 13,04£1,78).

Tedavi sonu follikiil sayilar1 incelenmis ve 4 ile 8 arasinda olduklar1 goriilmiistiir
(follikiiller transvaginal ultrasound ile degerlendirilmistir ve 16-20 mm arasinda c¢apa
sahip olanlar dikkate alinmistir). Tedavi sonu ortalama follikiil sayis1 5,64+1,26 olarak

hesaplanmistir (Tablo 4.9).
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Tedavi sonunda hCG verilmeden 6nce kanda bakilan E2 seviyelerinin 1100
pg/mL ile 3950 pg/mL arasinda degismekte oldugu goriilmiistiir. Ortalama tedavi sonu
E2 seviyesi 2312,64+634,32 pg/mL olarak hesaplanmistir (Tablo 4.9).

Hastalarin hepsinde tedavi sonunda verilen hCG’nin ardindan opu (oosit pick
up) islemi uygulanmis ve 2 ile 7 arasinda oosit toplandig1 goriilmiistiir (ort.: 4,57£1,1).
Tim hastalara embriyo transfer islemi uygulanmis olup islemler sirasinda herhangi bir
komplikasyonla karsilasilmamistir. Yapilan 42 embriyo transfer islemi sonrasinda 14.
glinde venéz kandan BhCG seviyelerine bakilmis ve 7 hastanin gebe oldugu

saptanmuistir.

4.2.2. Good Responder grubu hastalarin molekiiler genetik analizi

Good responder grubu hastalarin genomik DNA Orneklerinden Ala307Thr ve
Ser680Asn bdlgelerindeki polimorfizmler arastirildi. Saptanan polimorfizmler her iki
bolge i¢in de ayr1 ayr1 olarak c¢alisildi ve homozigot (A/A) — heterozigot (G/A)
genotiplemeleri olarak belirtildi. Calisilan bolgede polimorfizm saptanmadi ise

homozigot G/G genotipinde belirtildi.

4.2.2.1. Ala307Thr polimorfizmi

Good responder grubunu olusturan 42 hastanin genomik DNA Orneklerinde
yapilan genetik analiz sonucunda 5 hastada homozigot A/A seklinde polimorfizm
izlenirken, 18 hastada G/A seklinde heterozigot polimorfizm saptanmistir (Tablo 4.10).

19 hastada homozigot referans dizi belirlenmistir.

Tablo 4.10. Good responder grubunda Ala307Thr polimorfizm genotipleri ve oranlari.

A/A G/A A/A+GIA G/G
N 5 18 23 19
% 11,9 42,9 54,8 452

N=hasta sayisi1, %=yiizde, A/A=homozigot polimorfizm, G/A=heterozigot polimorfizm, G/G=normal

4.2.2.2. Ser680Asn polimorfizmi

Yapilan molekiiler genetik analizler sonucunda good responder grubundaki
hastalarn Ser680Asn bdlgesi incelendiginde, A/A seklinde polimorfizm 5 hastada
saptanirken, G/A heterozigot polimorfizmine sahip hasta sayis1 18 olarak belirlendi

(Tablo 4.11). Referans diziye sahip hasta sayisi ise 19 olarak belirlendi (Tablo 4.11).
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Genetik analiz sonuglar1 good responder grubu i¢cin hem Ala307Thr hem de Ser680Asn

bolgeleri agisindan benzer sekilde bulundu (Tablo 4.10 ve 4.11).

Tablo 4.11. Good responder grubunda Ser680Asn polimorfizm genotiplemeleri ve

oranlari.
AIA G/A A/A+G/A GIG
N 5 18 23 19
% 11,9 429 53,8 452

N=hasta sayis1, %=yiizde, A/A=homozigot polimorfizm, G/A=heterozigot polimorfizm, G/G=normal

4.2.3. Good responder grubu hastalarinin sonuc¢larinin istatistiksel analizi

4.2.3.1. Ala307Thr bolge sonuclarn icin istatistiksel analiz

Elde edilen genetik analiz sonucglarmin, good responder grubundaki hastalar1
demografik 6zelliklerine gore analizi Tablo 4.12’de belirtilmistir.

A/A polimorfizmine sahip 5 hastada yas aralig1 25 ile 34 arasindadir (ort.:
31,2+3,7) (tablo 4-12). G/A polimorfizmine sahip 18 hastada ise yas araligi 24 ile 36
arasindadir (ort.: 29,6743,78). Bu iki grubun toplaminda, yani tiim polimorfizmli
hastalarin yas arali§1 24 ile 36 arasinda degismekte olup, ortalamasi 30+3,74 olarak
hesaplanmistir. Herhangi bir polimorfizme ugramamis olan 19 hastanin yas araligi 23
ile 39 arasindadir (ort.: 30+4,85). A/A, G/A ve G/G gruplar1 arasinda yaslar agisindan
istatistiksel inceleme yapilmis ancak anlamli sonu¢ bulunamamistir (p=0,669). Ayrica
A/A+G/A ve G/G arasinda da istatistiksel analiz yapilmis ve yine benzer sekilde
anlamli sonug¢ bulunamamustir (p=0,298) (Tablo 4.12).

Good responder grubundaki hastalarm polimorfizm sonuglar1 agisindan 3. giin
FSH diizeyleri degerlendirilmis ve A/A genotipine sahip hastalarda FSH diizeyi 4
mlU/mL ile 8 mIU/mL arasinda degistigi goriilmiistiir (ort.: 5,8+1,48) (Tablo 4.11).
G/A ve G/G genotipne sahip hastalarda ise diizeyin degiskenlik smnirlart sirasiyla 2
mlU/mL ile 8 mIU/mL arasmda ve 3 mlU/mL ile 9 mIU/mL arasinda oldugu
goriilmiistiir. Ortalamalar1 sirasiyla 5,5+1,33 mIU/ml ve 5,94+1,74 mIU/mL’dir. Total
polimorfizmli hasta (A/A+G/A) degerlendirilmesi yapildiginda ise diizey araliginin 2
mlU/mL ile 8mIU/mL arasinda degistigi goriilmiistiir (ort.: 5,56+1,34). A/A, G/A ve
G/G genotipine sahip hasta gruplarmin 3. giin FSH diizeyleri istatistiksel olarak
karsilagtirildt ve anlamli bir fark bulunmadi (p=0,818). A/A+G/A ve G/G gruplari
arasinda da istatistiksel karsilastirilma yapildi ve anlamli sonu¢ bulunmadi (p=0,149)

(Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. Good responder hastalarda genetik durum ve diger parametreler arasindaki

iliski.
Ala307Thr N Minimum Maksimum Ortalama SD
Yas 5 25 34 31,20 3,701
3.giin FSH (mIU/mL) 5 4,00 8,00 5,8000 1,48324
A/A  Gonadotropin dozu 5 1075 2300 1425,00 496,236
Tedavi siiresi (giin) 5 11,00 13,00 12,0000 1,00000
Tedavi sonu E2 (pg/mL) 5 2200 2600 2393,40 183,215
Yas 18 24 36 29,67 3,789
3.giin FSH (mIU/mL) 18 2,00 8,00 5,5000 1,33945
G/A  Gonadotropin dozu 18 1200 4500 2166,67 799,264
Tedavi siiresi (giin) 18 11,00 16,00 12,6111 1,33456
Tedavi sonu E2 (pg/mL) 18 1250 3500 2326,83 624,843
Yas 23 24 36 30,00 3,742
3.giin FSH (mIU/mL) 23 2,00 8,00 5,5652 1,34252
AA+GA  Gonadotropin dozu 23 1075 4500 2005,43 797,651
Tedavi siiresi (giin) 23 11,00 16,00 12,4783 1,27456
Tedavi sonu E2 (pg/mL) | 23 1250 3500 2341,30 555,506
Yas 19 23 39 30,00 4,853
3.giin FSH (mIU/mL) 19 3,00 9,00 5,9474 1,74718
G/G  Gonadotropin dozu 19 1250 4000 2339,47 923,847
Tedavi siiresi (giin) 19 11,00 20,00 13,7368 2,07745
Tedavi sonu E2(pg/mL) 19 1100 3950 2277,95 732,813

N=hasta sayisi, SD=standart sapma

Tedavi boyunca kullanilan gonadotropin dozlar1 karsilastildiginda, A/A
genotipine sahip hastalarda kullanilan doz 1075 iinite ile 2300 {inite arasinda
degismektedir (ort.: 14254+496,23) (Tablo 4.12). G/A genotipli hastalarda kullanilan doz
1200 tinite ile 4500 iinite arasinda (ort.: 2166,67+£799,26) degismekte iken G/G
genotipli hastalarda degisim araligi 1250 {nite ile 4000 {inite arasindadir (ort.:
2339,474923,84). Tim polimorfizmli hastalar (A/A+G/A) dikkate alindiginda
kullanilan gonadotropin dozu 1075 fiinite ile 4500 {iinite arasinda degigsmektedir (ort.:
2005,43+£797,65). A/A, G/A ve G/G genotipine sahip good responder hastalari
kullanilan gonadotropin dozu agisinda karsilastirildi ve anlamli bir sonu¢ bulunamadi
(p=0,057). Ayrica homozigot olsun ve heterozigot olsun, tiim polimorfizmli hastalar
(A/JA+G/A) kullanilan gonadotropin dozu agisindan normal bireylerle (G/G)
karsilastirildiginda yine anlamli sonug¢ bulunmadi (p=0,276) (Tablo 4.12).
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Tedavi siireler1 agisindan hastalar degerlendirildiginde A/A  seklinde
polimorfizme sahip hastalarda tedavi siiresinin 11 ile 13 giin arasinda siirdiigi
goriilmektedir (ort.: 12+1) (Tablo 4.12). G/A genotipli hastalarda bu siire 11 ile 16 giin
arasinda degismekte iken (ort.: 12,61£1,33), G/G genotipli hastalarda bu siire 11 ile 20
giin arasinda degismektedir (ort.: 13,73+£2,07). A/A ve G/A genotipli hastalar toplamda
dikkate alindiginda stire araligi 11 ile 16 giin arasindadir (ort.: 12,47+1,27). A/A, G/A
ve G/G genotipli hastalar tedavi silireleri acisindan istatistiksel —olarak
karsilagtirilmislardir ve anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,058). Ancak total
polimorfizmli  hastalarla ~ (A/A+G/A), normal genotipli  hastalar  ayrica
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,024) (Tablo
4.12).

Tedavi sonunda elde edilen, hCG vermeden Onceki E2 diizeyleri acismdan
degerlendirme yapildiginda, A/A genotipli hastalarm E2 diizeyleri 2200 pg/mL ile 2600
pg/mL arasinda degistigi goriilmiistiir (ort.: 2393,4+183,21) (Tablo 4.12). G/A genotipli
hastalarda E2 diizeyleri 1250 pg/mL ile 3500 pg/mL arasinda degisirken (ort.:
2326,83+624,84), G/G genotipli hastalarda bu degerler 1100 pg/mL ile 3950 pg/mL
arasindadir (ort.: 2277,95+£732,81). A/A ve G/A genotipli hastalar toplamda
incelendiginde E2 diizeyleri 1250 pg/mL ile 3500 pg/mL arasinda degismektedir (ort.:
2341,3+555,5). Istatistiksel olarak A/A,G/A ve G/G genotipli hastalar karsilastirilmis ve
anlamhi fark bulunmamistir (p=0,779). Yine diger parametrelerde yapildigr gibi
A/A+G/A grubu ile G/G grubu ayrica degerlendirilmis ve anlamli fark saptanmamistir
(p=0,284) (Tablo 4.12).

4.2.3.2. Ser680Asn bolge sonuclari igin istatistiksel analiz

Elde edilen genetik analiz sonucglarinin, good responder grubundaki hastalar1
demografik Ozelliklerine gore analizi Tablo 4.12°de belirtilmistir. Good responder
grubunda elde edilmis olan genetik yapilar, hem Ala307Thr icin hem de Ser680Asn igin
benzer 6zellik gostermistir.

A/A polimorfizmine sahip 5 hastada yas aralig1 25 ile 34 arasindadir (ort.:
31,243,7) (Tablo 4.13). 18 hasta G/A polimorfizmine sahiptir ve yas araligi 24 ile 36
arasindadir (ort.: 29,67£3,78). Tim polimorfizmli hastalarin yas araligr 24 ile 36
arasinda degismekte olup, ortalamasi 30+3,74 olarak hesaplanmistir. Normal genotipe
sahip olan 19 hastanin yas araligi 23 ile 39 arasindadir (ort.: 30+4,85). A/A, G/A ve

G/G gruplar arasinda yaslar acisindan istatistiksel inceleme yapilmis ancak anlamli
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sonu¢ bulunamamistir (p=0,669). Ayrica A/A+G/A ve G/G arasinda da istatistiksel
analiz yapilmis ve yine benzer sekilde anlamli sonu¢ bulunamamistir (p=0,298) (Tablo
4.13).

Elde edilen genetik analizler 3. giin FSH diizeyleri acisindan degerlendirilmis ve
A/A genotipine sahip hastalarda FSH diizeyi 4 mIU/mL ile 8 mIU/mL arasinda degistigi
goriilmistiir (ort.: 5,8+1,48) (Tablo 4.13). G/A ve G/G genotipne sahip hastalarda ise
diizeyin degiskenlik sinirlar1 sirastyla 2 mIU/mL ile 8 mIU/mL arasinda ve 3 mIU/mL
ile 9 mIU/mL arasinda oldugu goriilmiistiir. Ortalamalar1 sirasiyla 5,5+1,33 mIU/ml ve
5,94+1,74 mlU/mL’dir. Total polimorfizmli hasta (A/A+G/A) degerlendirilmesi
yapildiginda ise diizey araligmmn 2 mlU/mL ile 8mIU/mL arasinda degistigi
goriilmistiir (ort.: 5,56+1,34). A/A, G/A ve G/G genotipine sahip hasta gruplarinmn 3.
glin FSH diizeyleri istatistiksel olarak karsilastirildi ve anlamli bir fark bulunmadi
(p=0,818). A/A+G/A ve G/G gruplar1 arasinda da istatistiksel karsilastirilma yapildi ve
anlamli sonug¢ bulunmadi (p=0,149) (Tablo 4.13).

Tedavide kullanilan gonadotropin dozlar1 karsilastildiginda, A/A genotipine
sahip hastalarda kullanilan doz 1075 {inite ile 2300 {inite arasinda degistigi
goriilmektedir (ort.: 1425+496,23) (Tablo 4.13). G/A genotipli hastalarda kullanilan doz
1200 tinite ile 4500 iinite arasinda (ort.: 2166,67+799,26) degismekte iken G/G
genotipli hastalarda degisim araligi 1250 {nite ile 4000 {inite arasindadir (ort.:
2339,474923,84). Tim polimorfizmli hastalar (A/A+G/A) dikkate alindiginda
kullanilan gonadotropin dozu 1075 finite ile 4500 {iinite arasinda degigsmektedir (ort.:
2005,43+£797,65). A/A, G/A ve G/G genotipine sahip good responder hastalari
kullanilan gonadotropin dozu agisinda karsilastirildi ve anlamli bir sonu¢ bulunamadi
(p=0,057). Ayrica homozigot olsun ve heterozigot olsun, tiim polimorfizmli hastalar
(A/A+G/A) kullanilan gonadotropin dozu ag¢isindan normal bireylerle (G/G)
karsilastirildiginda yine anlamli sonug bulunmadi (p=0,276) (Tablo 4.13).
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Tablo 4.13. Good responder hastalarda genotiplemeler ve diger parametreler arasindaki

iliski.

Ser680Asn N Minimum Maksimum Ortalama SD
Yas 5 25 34 31,20 3,701
3.giin FSH(mIU/mL) 5 4,00 8,00 5,8000 1,48324

A/A Gonadotropin dozu 5 1075 2300 1425,00 496,236
Tedavi siiresi(giin) 5 11,00 13,00 12,0000 1,00000
Tedavi sonu E2(pg/mL) 5 2200 2600 2393,40 183,215
Yas 18 24 36 29,67 3,789
3.giin FSH(mIU/mL) 18 2,00 8,00 5,5000 1,33945

G/A Gonadotropin dozu 18 1200 4500 2166,67 799,264
Tedavi siiresi(giin) 18 11,00 16,00 12,6111 1,33456
Tedavi sonu E2(pg/mL) 18 1250 3500 2326,83 624,843
Yas 23 24 36 30,00 3,742
3.giin FSH(mIU/mL) 23 2,00 8,00 5,5652 1,34252

AA+G/A  Gonadotropin dozu 23 1075 4500 2005,43 797,651
Tedavi siiresi(giin) 23 11,00 16,00 12,4783 1,27456
Tedavi sonu E2(pg/mL) 23 1250 3500 2341,30 555,506
Yas 19 23 39 30,00 4,853
3.glin FSH(mIU/mL) 19 3,00 9,00 59474 1,74718

GIG Gonadotropin dozu 19 1250 4000 2339,47 923,847
Tedavi siiresi(giin) 19 11,00 20,00 13,7368 2,07745
Tedavi sonu E2(pg/mL) 19 1100 3950 2277,95 732,813

N=hasta sayisi, SD=standart sapma
Tedavi siireleri agisindan hastalar degerlendirildiginde A/A  seklinde

polimorfizme sahip hastalarda tedavi siiresinin 11 ile 13 giin arasinda siirdiigii
goriilmektedir (ort.: 12+1) (Tablo 4.12). G/A genotipli hastalarda bu siire 11 ile 16 giin
arasinda degismekte iken (ort.: 12,61£1,33), G/G genotipli hastalarda bu siire 11 ile 20
giin arasinda degismektedir (ort.: 13,73+£2,07). A/A ve G/A genotipli hastalar toplamda
dikkate alindiginda siire araligi 11 ile 16 giin arasindadir (ort.: 12,47+1,27). A/A, G/A

ve G/G genotipli hastalar tedavi silireleri acisindan istatistiksel —olarak

karsilagtirilmiglardir ve anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,058). Ancak total
polimorfizmli  hastalarla ~ (A/A+G/A), normal genotipli  hastalar  ayrica
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,024) (Tablo
4.13).

Tedavi sonunda elde edilen, BhCG vermeden Onceki E2 diizeyleri agisindan
degerlendirme yapildiginda, A/A genotipli hastalarin E2 diizeyleri 2200 pg/mL ile 2600

pg/mL arasinda degistigi goriilmiistiir (ort.: 2393,4+183,21) (Tablo 4.13). G/A genotipli
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hastalarda E2 diizeyleri 1250 pg/mL ile 3500 pg/mL arasinda degisirken (ort.:
2326,83+624,84), G/G genotipli hastalarda bu degerler 1100 pg/mL ile 3950 pg/mL
arasindadir  (ort.: 2277,95£732,81). A/A ve G/A genotipli hastalar toplamda
incelendiginde E2 diizeyleri 1250 pg/mL ile 3500 pg/mL arasinda degismektedir (ort.:
2341,3+555,5). Istatistiksel olarak A/A,G/A ve G/G genotipli hastalar karsilastirilmis ve
anlamhi fark bulunmamistir (p=0,779). Yine diger parametrelerde yapildigr gibi
A/A+G/A grubu ile G/G grubu ayrica degerlendirilmis ve anlamli fark saptanmamistir
(p=0,284) (Tablo 4.13).

4.3. Poor Responder Hasta Sonuclan
4.3.1. Poor responder hastalarin demografik ozellikleri

Poor responder grubuna dahil edilecek hasta se¢iminde kullandigimiz kriterler
sunlardir: a) hastanin yas1 23 ile 39 arasinda olacak, b) hastaya uygulanan kontrollii
yardime1 ireme teknikleri sonucunda elde edilen follikiil sayis1 3 veya daha az olacak,
c) hastaya verilen yardimci iireme teknigi sonucunda hCG verilmeden onceki E2
seviyeleri 660 pg/mL’den az olacak. Bu kriterlere uyan 40 hasta belirlendi ve 5 cc
vendz kan alinarak genetik analizi yapildi.

40 hastanin yaslar1 23 ile 39 arasinda degismekteydi. Ortalama yagslari
32,60+4,26 olarak saptandi (Tablo 4.14). Calismaya katilan 40 hastanin infertilite stiresi
1 yildan 20 yila kadar degiskenlik gostermekteydi. Ortalama infertilite siiresi
7,32+4,52°dir. Hastalarin hepsi toplamda en az 2 kez bir infertilite tedavisi almis
hastalardir. Good responder hasta grubuna benzer olarak bu grupta da hastalarm 10
tanesinde infertilite nedeni erkek kaynakliydi. Ancak tubal faktére bagli infertilite

nedenli hasta yoktu. Geri kalan 30 hastada agiklanamayan infertilite s6z konusuydu.

Tablo 4.14. Poor Responder grubundaki hastalarin demografik 6zellikleri.

N Minimum Maksimum Ortalama SD
Yas 40 23 39 32,60 4,266
infertilite siiresi(yil) 40 1 20 7,32 4,526
3.giin FSH(mIU/mL) 40 50 27,0 11,828 4,1238
3.glin E2(pg/mL) 40 4 82 35,88 15,686
Gonadotropin dozu(iinite) 40 2250 7500 4666,25 1333,031
Tedavi stiresi(giin) 40 12 20 15,52 1,867
Tedavi sonu E2(pg/mL) 40 27 660 406,28 211,348
Tedavi sonu foolikiil sayisi | 40 0 3 1,13 0,966

N=hasta sayisi, opu=oosit pick up, SD=standart sapm
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Poor responder grubundaki hastalarin hepsinde kullanilan tedavi, antagon
protokolii seklindedir. Diger gruplardaki hastalarda yapildigi gibi bu hasta grubundaki
hastalarin da adetlerinin 3. giiniinde ven6z kandan FSH ve E2 diizeylerine bakildi. FSH
diizeyler1 5 mIU/mL ile 27 mIU/mL arasinda degismektedir (ort.: 11.82+4,12). E2
seviyeleri ise 4 pg/mL ile 82 pg/mL arasinda degiskenlik gostermektedir (ort.:
35,88+15,68) (Tablo 4.14).

Hastalarin adetlerinin 3. giiniinde yapilan transvaginal ultrasound ile antral
follikiil sayim1 yapilmis ve 13 hastada bilateral overler suprese izlenmistir.

Tedavi boyunca uygulanan gonadotropin dozlar1 hesaplanmis ve 2250 {inite ile
7500 {inite arasinda degisen miktarlarda bulunmustur (ort.: 4666,25+1333,03) (Tablo
4.14). Uygulanan tedavi siiresi 12 gilin ile 20 giin arasinda degismektedir (ort.:
15,52+1,86).

Tedavi sonunda olusan follikiil sayisi, transvaginal ultrasound ile degerlendirildi.
14 hastada verilen tedavi boyunca verilen yliksek gonadotropine ragmen herhangi bir
follikiil gelisimi saglanamamistir. Bu hastalarda tedavi iptal edilmistir ve opu islemi
yapilmamistir. Tiim poor responder hastalar dikkate alindiginda elde edilen ortalama
follikiil say1s1 1,13+0,966°d1r.

Tedavi sonu elde edilen E2 diizeyleri incelendiginde, E2 diizeylerinin 27 pg/mL
ile 660 pg/mL arasinda oldugu goriilmiistiir (ort.: 406,28+211,34) (Tablo 4.14).

Tedavi sonucunda 14 hastadan follikiil elde edilememistir (yapilan transvaginal
ultrasoundda olgun follikiil izlenmemistir) (Tablo 4.15). Bu hastalarin tedavileri iptal
edilmis ve opu islemi yapilmamaistir. Geri kalan 26 hastanin opu ilemi yapilmis ancak 4
tanesinde kaliteli oosit elde edilememistir. Bu 4 hastaya embriyo transfer islemi
yapilmamistir. Totalde 22 hastaya embriyo transfer islemi uygulanmis ve 14 giin sonra
vendz kandan bakilan BhCG seviyelerinin sadece 3 hastada ytliksek oldugu saptanmistir.
Bu ii¢ gebelikten 2’sinde takipte sorun olmazken, bir tanesinde 8 haftalik iken missed

abortus olmustur.

Tablo 4.15. Tedavi sonunda elde edilen follikiil sayilarmin orani.

Follikiil sayisi Hasta sayisi %
0 14 35
1 9 225
2 15 37,5
3 2 5
Y%=yiizde
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4.3.2. Poor Responder grubu hastalarin molekiiler genetik analizi

Poor responder grubu hastalarin genomik DNA orneklerinde Ala307Thr ve
Ser680Asn polimorfizmleri arastirildi. Saptanan polimorfizmler her iki bdlge i¢in de
ayr1 ayri olarak ¢alisildi ve homozigot (A/A) — heterozigot (G/A) polimorfizmler olarak
belirtildi. Calisilan bolgede polimorfizm saptanmadi ise G/G seklinde belirtildi.

4.3.2.1. Ala307Thr bolgesi

40 tane poor responder olan hastada yapilan genetik analizler sonucunda, A/A
genotipli hasta sayisinin 12 oldugu gorildi (%30) (Tablo 4.16). Heterozigot
polimorfizme sahip hasta sayis1 20 (%50) iken normal genotipli poor responder hasta
sayist 8 (%20) olarak belirlendi. Tiim polimorfizmli hasta sayisi (A/A+G/A) ise 32
olarak belirlendi (%80).

Tablo 4.16. Poor responder hastalarda Ala307Thr polimorfizminin genotip dagilimi.

A/A G/A A/A+G/A GIG
Hasta sayisi 12 20 32 8
Yuzde (%) 30 50 80 20

4.3.2.2. Ser680Asn bolgesi
Poor responder grubundaki hastalarda yapilan genetik analizler sonucunda
Ser680Asn bolgesinde polimorfizmi olan hasta sayist dagilimi Tablo 4.17°de

verilmistir.

Tablo 4.17. Poor responder hastalarda Ser680Asn polimorfizmin genotip dagilimai.

A/A G/A A/A+G/A GIG
Hasta sayisi 11 21 33 8
Yiizde (%) 27,5 52,5 80 20

A/A genotipine sahip olan hastalarin oran1 %27,5’tir (sayi=11). G/A seklinde
polimorfizmi olan hasta sayis1 21 (%52,5) iken Ser680Asn bolgesinde herhangi bir
polimorfizme sahip olmayan hasta sayis1 8’dir (%20). Tiim polimorfizmli hastalarin

say1s1 ve bunlarm poor responder i¢indeki yiizdesi sirasiyla 33 ve 80°dir.

46



4.3.3. Poor responder grubu hastalarinin sonuclarinin istatistiksel analizi

4.3.3.1. Ala307Thr bolge sonuclar icin istatistiksel analiz

Poor responder grubundaki hastalardan alman kan 6rneklerinden genetik analiz
yapildi. Bu genetik analiz sonuglar1 Tablo 4.18°de gosterilmistir.

Poor responder olarak belirlenen hasta grubunda A/A polimorfizmine sahip 12
hastanin yas araligi1 27 ile 38 arasinda degismektedir (ort.: 31,33+3.7) (Tablo 4.18). G/A
polimorfizmine sahip hasta sayis1 20 ‘dir ve yas arali1 25 ile 39 arasinda degigsmektedir
(ort.: 33,9+4,1). Polimorfizm saptanmayan hasta (G/G) sayis1 8’dir ve yas aralig1 23 ile
39 arasinda degismektedir (ort.: 31,25+4,95). Tim polimorfizmli hastalarin orani
hesaplandiginda, hasta sayis1 32 olarak belirlenmistir ve yas aralig1 25 ile 39 arasinda
degistigi goriilmiistiir (ort.: 15,47+1,68). A/A, G/A ve G/G gruplar1 arasinda yaslar
acisindan istatistiksel inceleme yapilmis ancak anlamli sonu¢ bulunamamistir
(p=0,131). Tiim polimorfizmli hastalar (A/A+G/A) ile polimorfizmi olmayan hastalar
arasinda yaslar agisindan istatistiksel inceleme yapildiginda anlamli fark saptanmamistir
(p=0,387) (Tablo 4.18).

Hastalarin tedavi baglangicinda 3. giin FSH degerlerine bakildi. A/A genotipine
sahip bireylerde FSH diizeyleri 5 mIU/mL ile 21 mlU/ml arasinda saptanmistir (ort.:
11,4144,52 mIU/mL) (Tablo 4.18). G/A genotipli hastalarda diizey 8 mlIU/mL ile
arasinda degismekte iken (ort.: 11,443,14 mIU/mL), G/G genotpine sahip hastalarda bu
aralik 9,1 mIU/mL ile 27 mIU/mL arasinda (ort.: 13,51£5,69 mlU/mL) bulunmustur.
Polimorfizme ugrayan tiim hastalar (A/A+G/A) dikkate alindiginda aralik 5 mIU/mL ile
21mIU/mL arasindadir (ort.: 11,4+3,62 mIU/mL). A/A, G/A ve G/G bireylerin 3. giin
FSH diizeyleri istatistiksel agidan karsilastirildi ve anlamli bir fark bulunmadi
(p=0,427). A/A+G/A ve G/G arasindaki istatistiksel acidan yapilan karsilastirmada da
anlamli fark saptanmadi (p=0,192) (Tablo 4.18). Tedavide kulanilan toplam
gonadotropin dozlar1 degerlendirildiginde, A/A genotipli hastalarin doz araliginin 3750
iinite ile 7350 {inite arasinda degistigi goriilmiistiir (ort.: 5145,83+1054,09 iinite) (Tablo
4.18). G/A polimorfizmine sahip bireylerde aralik 3000 iinite ile 7500 {inite arasinda
(ort.: 4677,5+£1414,35) degisirken, G/G genotipli bireylerde bu oran 2250 {inite 5700
iinite arasinda (ort.: 3918,75+1300,53) degismektedir. Total polimorfizmli bireylerdeki
(A/A+G/A) aralik 3000 iinite ile 7500 {inite arasinda degigmektedir (ort.:
4853,12+1293,59 iinite). Tedavide kullanilan gonadotropin dozu agisindan A/A, G/A,
G/G genotipli bireyler kendi arasinda ve A/A+G/A bireylerle G/G genotipli bireyler
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kendi arasinda istatistiksel a¢idan karsilastirilmiglardir ancak anlaml istatistiksel sonug

bulunmamistir (p=0,132, p=0,124) (Tablo 4.18).

Tablo 4.18. Poor responder hastalarda genotiplemeler ve diger parametreler arasindaki

iliski.
Ala307Thr1 N Minimum | Maksimum Ortalama SD
Yas 12 27 38 31,33 3,701
3.giin FSH 12 50 21,0 11,417 4,5218
A/A  Tedavi gonadotropin 12 3750 7350 5145,83 1054,096
Tedavi siiresi 12 14 18 15,83 1,115
Tedavi sonu E2 12 110 660 420,33 187,613
Yas 20 25 39 33,90 4,103
3.giin FSH 20 8,0 21,0 11,400 3,1018
G/A  Tedavi gonadotropin 20 3000 7500 4677,50 1414,351
Tedavi siiresi 20 12 19 15,25 1,943
Tedavi sonu E2 20 27 660 376,60 220,730
Yas 32 25 39 32,94 4,095
3.giin FSH 32 5,0 21,0 11,406 3,6266
AA+AG Tedavi gonadotropin 32 3000 7500 4853,12 1293,591
Tedavi siiresi 32 12 19 15,47 1,685
Tedavi sonu E2 32 27 660 393,00 206,916
Yas 8 23 39 31,25 4,950
3.giin FSH 8 9,1 27,0 13,513 5,6960
G/G  Tedavi gonadotropin 8 2250 5700 3918,75 1300,532
Tedavi siiresi 8 13 20 15,75 2,605
Tedavi sonu E2 8 120 660 459,38 235,014

N=hasta sayisi, SD=standart sapma

Elde edilen genetik analizler tedavi siireleri agisindan degerlendirilmis ve A/A
genotipine sahip hastalarda tedavi siiresinin 14 ile 18 giin arasinda degistigi goriilmiistiir
(ort.: 15,83%1,11 giin) (Tablo 4.18). G/A ve G/G genotipne sahip hastalarda ise siirenin
degiskenlik sinirlari sirastyla 12 ile 19 giin arasinda ve 13 ile 20 giin arasinda oldugu
goriilmiistiir. Ortalamalar1 swrasiyla 15,25+£1,94 giin ve 15,75£2,6 gilindiir. Total
polimorfizmli hasta (A/A+G/A) degerlendirilmesi yapildiginda ise siire araligmin 12 ile
19 giin arasinda degistigi goriilmistir (ort.: 15,47+1,68 giin). A/A, G/A ve G/G
genotipine sahip hasta gruplarinin tedavi stireleri istatistiksel olarak karsilastirildi ve
anlamli bir fark bulunmadi (p=0,582). A/A+G/A ve G/G gruplar1 arasinda da
istatistiksel karsilastirilma yapildi ve anlamli sonug¢ bulunmadi (p=0,81) (Tablo 4.18).
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Tedavi sonunda elde edilen, BhCG vermeden 6nceki E2 diizeyleri agisindan
degerlendirme yapildiginda, A/A genotipli hastalarin E2 diizeyleri 110 pg/mL ile 660
pg/mL arasinda degistigi goriilmiistiir (ort.: 420,33+187,63 pg/mL) (Tablo 4.18). G/A
genotipli hastalarda E2 diizeyleri 27 pg/mL ile 660 pg/mL arasinda degisirken (ort.:
376,6+220,73 pg/mL), G/G genotipli hastalarda bu degerler 120 pg/mL ile 660 pg/mL
arasindadir (ort.: 459,384+235,01 pg/mL). A/A ve G/A genotipli hastalar toplamda
incelendiginde E2 diizeyleri 27 pg/mL ile 660 pg/mL arasinda degigsmektedir (ort.:
393+206,81 pg/mL). Istatistiksel olarak A/A,G/A ve G/G genotipli hastalar
karsilagtirilmis ve anlamli fark bulunmamistir (p=0,771). Yine diger parametrelerde
yapildig1 gibi A/A+G/A grubu ile G/G grubu ayrica degerlendirilmis ve anlamh fark
saptanmamistir (p=0,488) (Tablo 4.18).

4.3.3.2. Ser680Asn bolge sonuclari i¢in istatistiksel analiz

Ser680Asn bolgesindeki polimorfizmin poor responder hastalarindaki genetik
analizi yapilmistir. Elde edilen veriler Tablo 4.19°da verilmistir.

A/A polimorfizmine sahip 11 hastada yas araligi 27 ile 38 arasindadir (ort.:
31,27+3,87) (Tablo 4.19). 21 hasta G/A polimorfizmine sahiptir ve yas araligi 25 ile 39
arasindadir (ort.: 33,814+4,02). Tim polimorfizmli hastalarin yas araligi 25 ile 39
arasinda degismekte olup, ortalamasi 32,94+4,09 olarak hesaplanmistir. Normal
genotipe sahip olan 8 hastanin yas araligi 23 ile 39 arasindadir (ort.: 31,25+4,95). A/A,
G/A ve G/G gruplar1 arasinda yaglar acisindan istatistiksel inceleme yapilmis ancak
anlamli sonu¢ bulunamamistir (p=0,145). Ayrica A/A+G/A ve G/G arasinda da
istatistiksel analiz yapilmis ve yine benzer sekilde anlamli sonu¢ bulunamamistir
(p=0,387) (Tablo 4.19). Elde edilen genetik analizler 3. giin FSH diizeyleri agisindan
degerlendirilmis ve A/A genotipine sahip hastalarda FSH diizeyr 6 mIU/mL ile 21
mlU/mL arasinda degistigi goriilmiistiir (ort.: 12+4,24 mIU/mL) (Tablo 4.19). G/A ve
G/G genotipine sahip hastalarda ise diizeyin degiskenlik sinirlar1 sirastyla 5 mIU/mL ile
21 mIU/mL arasinda ve 9,1 mIU/mL ile 27 mIU/mL arasinda oldugu goriilmiistiir.
Ortalamalar1 srrasiyla 11,09+£3,33 mlU/ml ve 13,51+£5,69 mlIU/mL’dir. Total
polimorfizmli hasta (A/A+G/A) degerlendirilmesi yapildiginda ise diizey araliginin 5
mlU/mL ile 21 mIU/mL arasinda degistigi goriilmistiir (ort.:11,443,62 mIU/mL). A/A,
G/A ve G/G genotipine sahip hasta gruplarinin 3. giin FSH diizeyleri istatistiksel olarak
karsilagtirildi ve anlamli bir fark bulunmadi (p=0,367). A/A+G/A ve G/G gruplari
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arasinda da istatistiksel karsilastirilma yapildi ve anlamli sonu¢ bulunmadi (p=0,192)

(Tablo 4.19).

Tablo 4.19. Poor responder hastalardaki genotiplemeler ve diger parametreler
arasindaki iliski.

Ser680Asn1 N Minimum Maksimum Mean SD
Yas 11 27 38 31,27 3,875
3.giin FSH 11 6,0 21,0 12,000 4,2426
A/A Tedavi gonadotropin 1 3750 6500 4945,42 832,001
Tedavi siiresi 11 14 17 15,64 0,924
Tedavi sonu E2 11 110 660 418,64 196,673
Yas 21 25 39 33,81 4,020
3.giin FSH 21 5,0 21,0 11,095 3,3302
G/A Tedavi gonadotropin 21 3000 7500 4804,76 1496,822
Tedavi siiresi 21 12 19 15,38 1,987
Tedavi sonu E2 21 27 660 379,57 215,571
Yas 32 25 39 32,94 4,095
3.giin FSH 32 5,0 21,0 11,406 3,6266
AA+AG  Tedavi gonadotropin 32 3000 7500 4853,12 1293,591
Tedavi siiresi 32 12 19 15,47 1,685
Tedavi sonu E2 32 27 660 393,00 206,916
Yas 8 23 39 31,25 4,950
3.giin FSH 8 9,1 27,0 13,513 5,6960
G/G Tedavi gonadotropin 8 2250 5700 3918,75 1300,532
Tedavi siiresi 8 13 20 15,75 2,605
Tedavi sonu E2 8 120 660 459,38 235,014

N=hasta sayisi, SD=standart sapma

Tedavide kullanilan gonadotropin dozlar1 karsilastildiginda, A/A genotipine
sahip hastalarda kullanilan doz 3750 iinite ile 6500 {inite arasinda degistigi
goriilmektedir (ort.: 4945,45+832 iinite) (Tablo 4.19). G/A genotipli hastalarda
kullanilan doz 3000 {inite ile 7500 {inite arasinda (ort.: 4804,76+1496,82 {inite)
degismekte iken G/G genotipli hastalarda degisim araligi 2250 iinite ile 5700 {inite
arasindadir (ort.: 3918,754+1300,532). Tiim polimorfizmli hastalar (A/A+G/A) dikkate
alindiginda kullanilan gonadotropin dozu 3000 iinite ile 7500 {inite arasinda
degismektedir (ort.: 4853,12+1293,591). A/A, G/A ve G/G genotipine sahip poor
responder hastalar1 kullanilan gonadotropin dozu agisinda karsilastirildi ve anlamli bir

sonu¢ bulunamadi (p=0,226). Ayrica homozigot olsun ve heterozigot olsun, tiim
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polimorfizmli hastalar (A/A+G/A) kullanilan gonadotropin dozu agisindan normal
bireylerle (G/G) karsilastirildiginda yine anlamli sonu¢ bulunmadi (p=0,124) (Tablo
4.19).

Tedavi siireleri acisindan hastalar degerlendirildiginde A/A  seklinde
polimorfizme sahip hastalarda tedavi siiresinin 14 ile 17 gilin arasinda siirdigi
goriilmektedir (ort.: 15,6440,924) (Tablo 4.19). G/A genotipli hastalarda bu siire 12 ile
19 giin arasinda degismekte iken (ort.: 15,38+1,987), G/G genotipli hastalarda bu siire
13 ile 20 giin arasinda degismektedir (ort.: 15,75+2,605). A/A ve G/A genotipli hastalar
toplamda dikkate alindiginda siire araligi 12 ile 19 giin arasindadir (ort.: 15,47+1,685).
A/A, G/A ve G/G genotipli hastalar tedavi siireleri agisindan istatistiksel olarak
karsilagtirilmislardir ve anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,841). Ayrica total
polimorfizmli  hastalarla ~ (A/A+G/A), normal genotipli  hastalar  ayrica
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,810) (Tablo
4.19).

Tedavi sonunda elde edilen, BhCG vermeden 6nceki E2 diizeyleri agisindan
degerlendirme yapildiginda, A/A genotipli hastalarin E2 diizeyleri 110 pg/mL ile 660
pg/mL arasinda degistigi gorilmiistiir (ort.: 418,64+196,673) (Tablo 4.19). G/A
genotipli hastalarda E2 diizeyleri 3000 pg/mL ile 7500 pg/mL arasinda degisirken (ort.:
4804,76+1496,822), G/G genotipli hastalarda bu degerler 2250 pg/mL ile 5700 pg/mL
arasindadir (ort.: 3918,75£1300,532). A/A ve G/A genotipli hastalar toplamda
incelendiginde E2 diizeyleri 3000 pg/mL ile 7500 pg/mL arasinda degismektedir (ort.:
4853,12+1293,591). Istatistiksel olarak A/A,G/A ve G/G genotipli hastalar
karsilagtirilmis ve anlamli fark bulunmamistir (p=0,776). Yine diger parametrelerde
yapildig1 gibi A/A+G/A grubu ile G/G grubu ayrica degerlendirilmis ve anlamh fark
saptanmamistir (p=0,488) (Tablo 4.19).

4.4. Gruplar Arasi Karsilastirma Sonuclar
4.4.1. Ala307Thr polimorfizminin gruplar arasindaki karsilastirilmasi

Her iic gruptaki hasta sayilar1 ve oranlar1 tablo 4-20°de gosterilmistir. A/A
polimorfizmine sahip toplam 45 hastanin 12’si poor responder grubundan, 5 tanesi good
responder grubundan, 28 tanesi de kontrol grubundan bulunmustur. Tiim poor responder
grubu hastalarinin %30’u A/A genotipine sahipken, bu oran good responder grubu

hastalarinda %11,9, kontrol grubu hastalarinda ise %28 olarak bulunmustur.
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Tablo 4.20. Ala307Thr polimorfizmi agisindan {i¢ grup arasindaki dagilim.

Grup toplam
PR GR KG
Hasta sayisi 12 5 28 45
A/A Ala307Thr polimorfizmi olanlar i¢inde (%) 26,7 111 62,2 100,0
Tiim gruplar iginde (%) 30,0 11,9 28,0 24,7
Hasta sayisi 20 18 51 89
Ala307Thr G/A Ala307Thr polimorfizmi olanlar iginde (%) 22,5 20,2 57,3 100,0
Tiim gruplar iginde (%) 50,0 42,9 51,0 48,9
Hasta sayisi 8 19 21 48
G/G Ala307Thr polimorfizmi olanlar iginde (%) 16,7 39,6 438 100,0
Tiim gruplar i¢inde (%) 20,0 452 21,0 26,4
Hasta sayisi 32 23 79 134
AA+G/A  Ala307Thr polimorfizmi olanlar iginde (%) 239 17,2 59,0 100
Tiim gruplar iginde (%) 80 54,8 79 73,6
Hasta sayisi 40 42 100
Toplam Ala307Thr polimorfizmi olanlar i¢inde (%) 22,0 23,1 54,9
Tiim gruplar iginde (%) 100,0 100,0 100,0

PR=poor responder, GR=good responder, KG=kontrol grubu

G/A genotipine sahip 89 hastanin 20 tanesi poor responder grubundan, 18 tanesi
good responder grubundan, 51 tanesi de kontrol grubundan elde edilmistir. Poor
responder olan 40 hastanin %50’si G/A genotipine sahipken, 42 good responder hastada
bu oran %42,9 olarak saptanmistir. 100 tane kontrol grubu hasta da bu oran %51,0
olarak bulunmustur.

Herhangi bir polimorfizme ugramayan hasta sayis1 poor responder, good
responder ve kontrol grubu hastalar1 i¢in swrastyla 8, 19 ve 21 olarak saptanmistir. Poor
responder grubu hastalar1 iginde polimorfizme sahip olmayan hasta oran1 %20 iken bu
oran good responder ve kontrol grubu i¢in sirasiyla %452 ve 9%21,90 olarak
saptanmistir.

Toplamda tiim poor responder hastalarmin  %80’ninde polimorfizme
rastlanirken, good responder hastalarm %54,8’inde polimorfizme rastlanilmistir.
Kontrol grubu hastalarmin %79’unda polimorfizme rastlanilmstir.

Polimorfizminin var olup olmamasi ve olusan polimorfizm tipleri (heterozigot-
homozigot) kendi aralarinda karsilastirilmistir. Poor responder ve good responder
grubundaki Ala307Thr bolgesindeki A/A, G/A ve G/G genotipli hastalar
karsilagtirilmistir ve istatistiksel a¢idan anlamli bir fark saptanmistir (p=0,024). Poor

52



responder ve good responder gruplarindaki polimorfizme sahip tiim hastalar (A/A+G/A)
karsilastirildiginda yine anlamli bir fark saptanmistir (p=0,015).

Poor responder grubu ile kontrol grubu arasinda yapilan karsilastirmada anlamli
bir farka rastlanilmamistir (A/A,G/A ve G/G grublar1 arasinda) (p=0,971). Yine toplam
polimorfizmli hasta agisindan poor responder ve kontrol grubu agisindan istatistiksel
analiz yapildiginda anlaml bir farka rastlanilmamistir (p=0,895).

Good responder ile kontrol grubu da ayrica degerlendirilmistir. A/A, G/A ve
G/G genotipleri arasinda yapilan istatistiksel analizlerde anlamli bir fark ortaya
cikmistir (p=0,007). A/A ve G/A genotipne sahip tiim polimorfizli hastalar agisindan
yapilan analizde de yine istatistiksel agidan farklilik saptanmistir (p=0,003).

4.4.1.1. Ala307Thr polimorfizminin gruplar arasindaki demografik ozellikler
acisindan karsilastirilmasi

Gruplarda (poor responder, good responder ve kontrol grubu) bulunan hastalar
sahip olduklar1 polimorfizmlere gore demografik yapilari bakimidan karsilastirildilar.

Poor responder, good responder ve kontrol grubu hastalarinin yas oranlar1 Tablo
4.21°de verilmistir. Poor responder, goor responder ve kontrol grubu hastalarmin yas
ortalamalari sirasiyla 32,6, 30,00 ve 29,25’tir.

Ala307Thr bolgesinde A/A genotipine sahip hastalarin yaglar1 arasinda
istatistiksel inceleme yapilmis ve anlamli fark bulunmamistir (p=0,121) (Tablo 4.22).
Ug grup arasmnda G/A genotipli hastalar arasinda yapilan istatistiksel incelemede
anlaml fark bulunmustur (p=0,008). G/A genotipi agisindan poor responder ve good
responder gruplar1 arasinda da istatistiksel inceleme yapilmig, yine anlamli fark
bulunmustur (p=0,003). Poor responder ve kontrol grubu arasindaki incelemede de
anlaml fark bulunurken (p=0,007), good responder ve kontrol grubu arasinda G/A
genotipinde yaslar agisindan anlamli fark saptanmamistir (p=0,671) (Tablo 4.22).
Ala307Thr bolgesindeki tiim polimorfizmli (A/A+G/A) hastalar yaslar1 agisindan
incelendiginde, {i¢ grup arasindan anlamli fark bulunmustur (p=0,004). Poor responder
ve good responder grubu ile poor responder ve kontrol grubu hastalar1 kendi aralarinda
incelendiginde yine benzer sekilde anlaml farkliliklar saptanmistir (sirasiyla p=0,017,
p=0,001). Ancak good responder ve kontrol grubu arasinda fark saptanmamistir

(p=0,596).
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Tablo 4.21. Hastalarin yas dagilimlar1.

Grup N Minimum | Maksimum | Ortalama SD

PR Yas 40 23 39 32,60 4,266
GR Yas 42 23 39 30,00 4,225
KG Yas 100 23 38 29,25 4,900

N=hasta sayis1, SD=standart sapma, PR=poor responder, GR=good responder, KG=kontrol grubu

Tablo 4.22. Farkli genotipler i¢in yas dagilimlar1.

Ala307Thr Yas ortalamalar
Kontrol grubu AIA 28,32+0,90
G/A 30,35+0,69
GIG 27,81+0,99
Good resonder AA 31,20+1,65
G/A 29,67+0,89
GIG 30,00+1,11
Poor responder AIA 31,33+1,06
G/A 33,90+0,91
GIG 31,25+1,75

Ala307Thr polimorfizmi agisindan incelenen poor responder ve good responder
gruplarmin yas disindaki demografik 6zellikleri Tablo 4.23°de gosterilmistir. Her iki
gruptaki hastalar (poor responder ve good responder) infertilite siireleri agisindan
karsilastirildiginda herhangi bir farklilik istatistiksel agidan saptanmamistir (Tablo
4.23). Her iki grup 3. Giin FSH diizeyleri acisindan karsilastirildiginda hem
polimorfizmli hastalarda hem de normal genotipli hastalarda istatistiksel agidan farklilik
saptanmistir. Benzer sekilde tedavide kullamilan gonadotropin dozlar1 agisindan
karsilastirildiginda tiim genotiplerde istatistiksel farklilik saptanmistir. Ancak
uygulanan tedavi siireleri agisindan incelendiginde polimorfizme ugramis hastalarda
sire agisindan farklihk saptanirken, normal genotipli hastlarda siireler benzer
bulunmustur. Tedavi sonunda olusan follikiil sayilar1 ve tedavi sonunda elde edilen E2
diizeyleri hem polimorfizmli hastalarda hem de normal genotipli hastalarda istatistiksel

acidan anlamli sekilde farkli bulunmustur (Tablo 4.23).
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Tablo 4.23. Ala307Thr polimorfizmli poor ve good responder hastalarin genotipe gore
demografik 6zelliklerinin dagilima.

Ala307Thr II\fert_iIite 3.giin FSH Tedavi goqat_iotrpin Tedavi"si.'lresi Te(_ia.\./i sonu Tedavi sonu E2
siiresi (y1l) (mlU/mL) dozu (iinite) (giin) follikiil sayisi (pg/mL)
PR AIA 7,33£3,33 11,41+4,52* 5145,83+1054,09* 15,83+1,11** 1,17£0,93** 420,33+187,61*
GIA 7,65%5,65 11,40%3,10** 4677,50£1414,35** 15,25%1,94** 1,05+1,05** 376,60%220,73**
A/A+G/A | 7,53+4,85 11,40%3,62** 4853,12+1293,59* 15,47%1,68** 1,09£0,99** 393,00£206,91*
G/G 6,50%2,97 13,51%5,69** 3918,75%£1300,53* 15,75%2,60 1,25£0,88** 459,38%235,01**
GR A/A 6,20%3,63 5,8+1,48* 1425,00+496,23* 12,00+1,00* 5,60+1,14** 2393,40+183,21*
G/A 6,33%3,10 5,5%1,33** 2166,67£799,26** 12,61%1,33** 5,72+1,36** 2326,83+624,84**
AJA+G/A | 6,30%3,14 5,56%1,34** 2005,43£797,65** 12,48%1,27** 5,70%1,29** 2341,30£555,50**
GIG 5,2612,84 5,94%1, 74" 2339,47+923,84* 13,74£2,07 5,58%1,26** 2277,95%732,81**

PR=poor responder, GR=good responder, *=p<0,05, **=p<0,001

4.4.2. Ser680Asn polimorfizminin gruplar arasindaki karsilastirilmasi

Her iic gruptaki hasta sayilar1 ve oranlar1 tablo 4-23’de gosterilmistir. A/A
polimorfizmine sahip toplam 42 hastanin 11°si poor responder grubundan, 5 tanesi good
responder grubundan, 26 tanesi de kontrol grubundan bulunmustur. Tiim poor responder
grubu hastalarinin %27,5’u A/A genotipine sahipken, bu oran good responder grubu
hastalarinda %11,9, kontrol grubu hastalarinda ise %26 olarak bulunmustur.

G/A genotipine sahip 92 hastanin 21 tanesi poor responder grubundan, 18 tanesi
good responder grubundan, 53 tanesi de kontrol grubundan elde edilmistir. Poor
responder olan 40 hastanin %52,5’si G/A genotipine sahipken, 42 good responder
hastada bu oran %42,9 olarak saptanmistir. 100 tane kontrol grubu hasta da bu oran
%353,0 olarak bulunmustur.

Herhangi bir polimorfizme ugramayan hasta sayist poor responder, good
responder ve kontrol grubu hastalar1 i¢in swrasiyla 8, 19 ve 21 olarak saptanmistir
(Ala307Thr grubuna benzer sayilar elde edilmistir). Poor responder grubu hastalar
icinde polimorfizme sahip olmayan hasta oran1 %20 iken bu oran good responder ve
kontrol grubu i¢in sirastyla %45,2 ve %21,9 olarak saptanmistir.

Toplamda tiim poor responder hastalarmin  %80’ninde polimorfizme
rastlanirken, good responder hastalarin %54,8’inde polimorfizme rastlanilmistir.
Kontrol grubu hastalarinin %79’unda polimorfizme rastlanilmistir (Ala307Thr grubuna
benzer sayilar elde edilmistir).

Polimorfizminin var olup olmamasi ve olusan polimorfizm tipleri (heterozigot-
homozigot) kendi aralarinda karsilastirilmistir. Poor responder ve good responder

grubundaki Ser680Asn bolgesindeki A/A, G/A ve G/G genotipli hastalar
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karsilagtirilmistir ve istatistiksel a¢idan anlamli bir fark saptanmistir (p=0,031). Poor

responder ve good responder grublarindaki polimorfizme sahip tiim hastalar (A/A+G/A)

karsilastirildiginda yine anlamli bir fark saptanmistir (p=0,015).

Tablo 4.24. Ser68Asn polimorfizmi agisindan li¢ grup arasindaki dagilim.

Grup
PR GR KG | toplam
Ser680Asn  A/A Hasta sayisi 1 5 26 42
Ser680Asn polimorfizmi olanlar iginde (%) 26,2% | 11,9% | 61,9% 100,0%
Tiim gruplar iginde (%) 275% | 119% | 26,0% 23,1%
G/A Hasta sayisi 21 18 53 92
Ser680Asn polimorfizmi olanlar iginde (%) 228% | 196% | 57,6% | 100,0%
Tiim gruplar iginde (%) 52,5% | 42,9% [ 53,0% 50,5%
G/G Hasta sayisi 8 19 21 48
Ser680Asn polimorfizmi olanlar iginde (%) 16,7% | 39,6% | 43,8% 100,0%
Tiim gruplar iginde (%) 20,0% | 452% | 21,0% 26,4%
AA+AG Hasta sayisi 32 23 79 134
Ser680Asn polimorfizmi olanlar iginde (%) 239 17,2 59,0 100
Tiim gruplar iginde (%) 80 54,8 79 73,6
Toplam Hasta sayisi 40 42 100
Ser680Asn polimorfizmi olanlar iginde (%) 22,0% | 23,1% | 54,9%
Tiim gruplar iginde (%) 100,0% | 100,0% | 100,0%

PR=poor responder, GR=good responder, KG=kontrol grubu

Poor responder grubu ile kontrol grubu arasinda yapilan karsilastirmada anlamli

bir farka rastlanilmamistir (A/A,G/A ve G/G grublar1 arasinda) (p=0,980). Yine toplam

polimorfizmli hasta agisindan poor responder ve kontrol grubu agisindan istatistiksel

analiz yapildiginda anlamli bir farka rastlanilmamistir (p=0,895).

Good responder ile kontrol grubu da ayrica degerlendirilmistir. A/A, G/A ve

G/G genotipleri arasinda yapilan istatistiksel analizlerde anlamli bir fark ortaya

cikmistir (p=0,009). A/A ve G/A genotipine sahip tiim polimorfizli hastalar ac¢isindan

yapilan analizde de yine istatistiksel acidan farklilik saptanmistir (p=0,003).
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4.4.2.1. Ser680Asn polimorfizminin gruplar arasindaki demografik
ozellikler acisindan karsilastirilmasi

Gruplarda (poor responder, good responder ve kontrol grubu) bulunan hastalar
sahip olduklar1 polimorfizmlere gore demografik yapilar1 bakimindan karsilastirildilar.

Ser680Asn bolgesinde A/A genotipine sahip hastalarmm yaslar1 arasinda
istatistiksel inceleme yapilmis ve anlamli fark bulunmamistir (p=0,259) (Tablo 4.25).
Ug grup arasmnda G/A genotipli hastalar arasinda yapilan istatistiksel incelemede
anlaml fark bulunmustur (p=0,004). G/A genotipi agisindan poor responder ve good
responder gruplar1 arasinda da istatistiksel inceleme yapilmis, yine anlamli fark
bulunmustur (p=0,003). Poor responder ve kontrol grubu arasindaki incelemede de
anlaml fark bulunurken (p=0,002), good responder ve kontrol grubu arasinda G/A
genotipinde yaslar agisindan anlamli fark saptanmamistir (p=0,926) (Tablo 4.25).
Ser680Asn bolgesindeki tim polimorfizmli (A/A+G/A) hastalar yaslar1 agisindan
incelendiginde, li¢ grup arasindan anlamli fark bulunmustur (p=0,003). Poor responder
ve good responder grubu ile poor responder ve kontrol grubu hastalar1 kendi aralarinda
incelendiginde yine benzer sekilde anlaml farkliliklar saptanmistir (sirasiyla p=0,017,
p=0,001). Ancak good responder ve kontrol grubu arasinda fark saptanmamistir

(p=0,510).

Tablo 4.25. Farkli genotipler i¢in yas dagilimlar.

Ser680Asn Yas ortalamalar
Kontrol grubu AA 28,96+4,796
G/A 29,79+5,001
GIG 28,2414 805
Good resonder A/A 31,2043,701
G/A 29,67+3,789
G/G 30,00+4,853
Poor responder A/A 31,273,875
G/A 33,81+4,020
GIG 31,25+4,950
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Ser680Asn polimorfizmi agisindan incelenen poor responder ve good responder
gruplarmin yas disindaki demografik 6zellikleri Tablo 4.26°’da gosterilmistir. Her iki
gruptaki hastalar (poor responder ve good responder) infertilite siireleri agisindan
karsilastirildiginda herhangi bir farklilik istatistiksel agidan saptanmamistir (Tablo
4.26). Her iki grup 3. Giin FSH diizeyleri agisindan karsilastirildiginda hem
polimorfizmli hastalarda hem de normal genotpli hastalarda istatistiksel agidan farklilik
saptanmistir. Benzer sekilde tedavide kullanilan gonadotropin dozlar1 agisindan
karsilastirildiginda tiim genotiplerde istatistiksel farklilik saptanmistir. Ancak
uygulanan tedavi siireleri agisindan incelendiginde polimorfizme ugramis hastalarda
siire agisindan farklilik saptanirken, normal genotipli hastalarda siireler benzer
bulunmustur (p=0,062). Tedavi sonunda olusan follikiil sayilar1 ve tedavi sonunda elde
edilen E2 diizeyleri hem polimorfizmli hastalarda hem de normal genotipli hastalarda
istatistiksel acidan anlamli sekilde farkli bulunmustur (Tablo 4.26) (bu sonuglar
Ala307Thr polimorfizmli hastalar i¢inde benzer sekildedir).

Tablo 4.26. Ser680Asn polimorfizmli poor ve good responder hastalarin genotipe gore
demografik 6zelliklerinin dagilima.

e Infertilite 3.giin FSH Tedavi gonadotrpin Tedavi siiresi Tedavi sonu Tedavi sonu E2
siiresi (yil) (mlU/mL) dozu (iinite) (gtin) follikiil sayisi (pg/mL)
PR A/A 7,45%3,47 12,00+4,24* 4945,45+832,00* 15,64+0,92* 1,27+0,90** 418,64+196,67*
G/A 7,57%5,51 11,095£3,33* | 4804,76+1496,82* 15,38%1,98** 1,00+1,04** 379,57+215,57**
A/IA+G/A | 7,53+4,85 11,40%3,62* 4853,12+1293,59* 15,47%1,68** 1,090£0,99** 393,00£206,91*
GI/G 6,50%2,97 13,51%5,69** 3918,75%£1300,53* 15,75%2,60 1,25£0,88** 459,38%235,01**
GR AA 6,20%3,63 5,800+1,48* 1425,00+496,23* 12,00%1,00* 5,60+1,14** 2393,40+183,21*
G/A 6,33%3,10 5,500+1,33* 2166,67£799,26** 12,61%1,33** 5,72+1,36** 2326,83+624,84*
A/A+G/A | 6,30%3,14 5,56%1,34** 2005,43£797,65** 12,48%1,27** 5,70%1,29** 2341,30£555,50**
GIG 5,2612,84 5,94%1, 74" 2339,47+923,84* 13,74£2,07 5,58%1,26** 2277,95%732,81**

PR=poor responder, GR=good responder, *=p<0,05, **=p<0,001
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5. TARTISMA

FSHR’yi1 (follikiil stimulan hormon reseptorii) kodlayan genler kromozom 2’de
bulunmaktadir (115). Burada olusan yapisal degisiklikler, FSH reseptér geninin
dizilimindeki aminoasit siralamasinda degisiklik olusturacak ve dolayisiyla genin
islevinde de degisiklik olusturacaktir. Bu olusan degisikliklerden bazilari reseptdriin
fonksiyonlarmin artmasina neden olurken bazilar1 ise azalmasma neden
olabilmektedir.

Aktive edici mutasyonlar, FSH’nin az seviyelerinde, hatta yoklugunda bile
FSHR aktivasyonuna yol acabilirler. Bu aktive edici mutasyonlar bazen, FHSR’ nin
baska tropik hormonlara da cevap vermesine yol agabilir (TSH gibi). Inaktive edici
mutasyonlar reseptor ligand etkilesimini bozarak etki gosterebildigi gibi, FSH’ye bagl
olusan sinyal iletiminini de bozarak etki gosterebilir. Bu olusan etki derecesi
degiskendir. Total blok ta olusabilir, minimal etki azalmasi da olusabilir.

FSHR inaktive edici mutasyonlar1 primer veya sekonder amenore, infertilite ve
prematiir overyan sendroma (POF) yol acabilmektedir. Tam tersi olarak ta aktive edici
mutasyonlar, eksojen FSH hormonu verilsin veya verilmesin overyan hiperstimiilasyon
sendromuna (OHSS) yol agabilmektedirler.

Nokta mutasyonlarinin yaninda, FSHR gen polimorfizmleri (6zellikle codon
307 ve 680) olustugu zaman eksojen verilen FHS hormonuna yanitta degisiklikler
gozlenebilmektedir (115). Bu durum da yardimc1 tireme teknikleri uygulanirken tedavi
yanitinin degisiklikler géstermesine neden olabilmektedir.

FSHR geni kodlanrrken, iki bdlgesinde (307 ve 680) baglanti dengesizligi
nedeniyle degisik paternlerde baglanma olabilir. Bu, bir niifusun i¢inde 6zel sikliklarla
bulunabilen bu konumlarda ayr1 allelik de§iskenlerini olusturur. Bu degiskenler nadir
gortilselerde, en sik olarak Ala307/Ser680 (AS) ve Thr307 /Asn680 (TN) bolgelerinde
g6zlenir(116). TN allelik degiskeni, en yliksek goriilme sikligina sahiptir (117-119).
Ala307/Asn680 ve Thr307/Ser680 ise ¢cok daha as siklikla goriilen iki alleldir, baz1 etnik
gruplarda nadiren rastlanirlar. Bu allelik degiskenler homozigot (her iki kromozomda)
veya heterozigot (bir kolda varyant degisim, diger kolda homolog kromozom) sekilde
olabilirler. Sonu¢ olarak 9 farkli sekilde goézlenebilirler: TN/TN, TN/AS, AS/AS,
TN/AN, TN/TS, AS/AN, AS/TS, AN/AN, TS/TS). Farkh iklarda farklh goriilme
sikliklar1 izlenebilir. Ornek olarak Japon niifusunu vermek gerekirse TN/TN, TN/AS ve
AS/AS sikliklarinin goriilme oranlar1 sirastyla %41, %46,9 ve %12,1°dir (119). KOH
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uygulanan Kore niifusunun yaklasik %41°1 homozigot Asn680 (TN/TN), %12,51
homozigot Ser680 (AS/AS) ve %45,6’s1 da heterozigot Asn/Ser680 olarak bulunmustur
(120). Homozigot Ser680 olan grupta bazal FSH seviyelerinin yiiksek oldugu birkag
calismada belirtilmistir (117-119). Ayrica bu calismalarda Ser680 homozigot
polimorfizminin diisiik tedavi sonu E2 seviyeleri ve diisiik inhibin A seviyeleri ile
iligkili oldugu saptanmistir. Bu hastalarda ovulasyon indiiksiyonu i¢in daha yiiksek
miktarlarda rFSH kullanmak gerektigi bildirilmistir (118,119). Eger homozigot Asn680
genotipi varsa genel olarak bu hastalarda tedaviye iyi yanit oldugu diisiiniilmektedir
(108). Bu hastalar diistik 3.giin FSH seviyeleri, yiiksek tedavi sonu E2 miktar1 ve daha
az gonadotropin kullanimu ile iligkilidir (115).

Verilen yardimci tireme tekniklerine cevap almamamast durumu genel olarak
poor response olarak tariflenmektedir. Ancak bir¢ok calisma olmasina ragmen bugiine
kadar poor responder hastalarin belirlenmesi adina ortak bir konsensus saglanamamis ve
hangi kriterlere bakilarak hastanin poor responder olarak belirlenebilecegi
kararlastirilimamistir. Surrey ve ark. 2000 yilinda yaptiklar: ¢aligmada, literatiirdeki tiim
poor responder hastalar hakkinda bulunan yaymlar1 taramislar ve bir derleme
hazirlamiglardir (110). Literatiir taramasinda, poor responder hasta tanimlamasinda ¢ok
degisken kriterlerin secildigi goriilmiistiir, ancak ayni kriterleri kullanan 4’ten fazla
calismaya rastlanilmamistir (110). Bazi1 arastirmacilar kriter olarak ultrasound
gortintiisiindeki matiir follikiil sayisinin 5°den az olmasin1 baz alirken (111-120), baz1
arastrmacilar 3.glin FSH seviyelerinin yiiksek olmasmi (6,5 mlIU/mL’den 15
mlU/mL’ye kadar degisen araliklarda) kriter olarak almuslardir (121-127). Tedavi
sonunda elde edilen E2 seviyelerinin diisiik olmas1 kimi arastirmacilara goére hastaya
poor responder denilebilmesi i¢in yeterli goriilmistir (113,117,123,127). Baska iki
arastirmaci da tedavi sonunda elde edilen matiir oosit sayisinin 4’den az olmasini kriter
olarak benimsemislerdir (122,128). Loutradis ve ark. 2006 yilinda yaptiklar1 genis
prospektif calismada, poor responder kriteri olarak, tedavi sonundaki follikiil sayisinin 3
ve daha az olmasi ve elde edilen E2 diizeyinin 660 pg/mL’den az olmasimni
belirlemiglerdir (108). E2 seviyesinin 660 pg/mL olarak kabul edilmesinin nedeni ise
hasta popiilasyonlarinda en diistik E2 seviyesine sahip olan %10’luk hasta grubunun E2
seviyesinin 660 pg/mL’den az olmasidir (108). Benzer sekilde biz de ¢alismamizda
poor responder hasta se¢imi yaparken, tedavi sonunda elde follikiil sayisinin 3 ve daha
az olmasmi ve E2 seviyesinin 660 pg/mL’den az olmasini belirledik (tablo 3-3). Yine

ayni1 ¢alismada, Loutradis ve ark. poor responder grubundan farkli olarak overyan
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disfonsiyonlu bir grup daha olusturmuslar ve bu grubun belirlenme kriteri olarak da
3.gin FSH seviyesinin 10 mlIU/mL’den fazla olmasmi baz almiglardir. Biz
calismamizda poor responder hasta kriteri olarak sadece tedavi sonu follikiil sayis1 ve
tedavi sonu E2 diizeylerini dikkate aldik.

Surrey ve ark. yaptig1 poor responder hasta ve tedavi protokolleri derlemesinde,
hangi tedaviye daha iyi yanit verildigi de arastirilmistir (110). Degisik caligmalarda
farkli tedavi protokolleri uygulandig1 goriilmiistiir. Ortak bir tedavi sekli belirlenememis
ve verilen tedaviler arasinda istatistiksel olarak istiin bir tanesinin belirlenemedigi
goriilmiistiir. Bizim ¢aligmamizda poor responder olarak belirledigimiz tiim hastalarda
rFSH ve hMG kombine olarak verilmistir.

Loutradis ve ark. 2006 yilinda yaptiklar1 calismada FSH reseptoriindeki
Ser680Asn polimorfizmlerini arastirmiglardir (108). Daha 6nce de bahsedildigi gibi 3 ve
daha az tedavi sonu follikiil sayis1 olan ve E2 diizeyi 660 pg/mL’nin altinda olan 35
hastay1 poor responder olarak belirlemislerdir (108). 46 tane de good responder olan
hastayr caligmaya katmuslardir. 3. grup olarak overyan disfonksiyon grubu
olusturmuslar ve 44 tane 3. giin FSH degeri 10 mIU/mL ve iizerinde olan hastay1
calismaya katmislardir. Hasta sayilari olarak bizim ¢alismamizda da benzer rakamlar
s0z konusuydu ancak biz ¢aligmamizda 100 tane kontrol grubu hastayr da calismaya
ekledik. Good responder grup hastalarda long protokol uygulanirken, poor responder ve
overyan disfonksiyonlu hastalarda short protkol uygulanmis. Biz ¢alismamizda 13 good
responder hastaya long protokol uygularken, geri kalan 29 good responder hastaya ve
tiim poor responder olan hastalara tTFSH ve hMG kombine sekilde verdik. Loutradis ve
ark. hastalar1 sadece Ser680Asn polimorfizmi agisindan degerlendirmisler ve Ser/Ser
(G/G), Ser/Asn (G/A), Asn/Asn (A/A) seklinde genotpileri smiflandirmiglardir.
Ser680Asn acisindan biz de benzer sekilde simiflandirma yaptik ancak, ek olarak FSH
reseptoriindeki diger bir polimorfizmi de (Ala307Thr) arastirmamiza dahil ettik.
Arastirma sonucunda tiim genotip gruplarinda 3. giin FSH diizeyi ile verilen
gonadotropin dozlar1 arasinda anlamli paralellik gozlemislerdir. 3. giin FSH diizeyi
arttikca verilen gonadotropin dozunda artis oldugu izlemislerdir (108). Tablo 4.26’da
belirtildigi sekilde bizim ¢alismamizda da Ser680Asn polimorfizmi agisindan 3.giin
FSH ve gonadotropin arasindaki iliski anlamli olarak bulunmustur. Ayrica Ala307Thr
polimorfizmi incelendiginde yine tiim normal ve polimorfizmli hasta gruplarinda 3.giin
FSH miktar1 ve tedavi gonadotropin dozlar1 arasinda anlamli paralellik izlenmistir

(Tablo 4.23). 3.giin FSH diizeyi arttikca hastanin tedaviye cevap vermesi zorlasmakta
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ve daha yiliksek dozlarda gonadotropin almasi gerekmektedir. Calismada, poor
responder grubundaki hastalarda her {i¢ genotip arasinda 3.giin FSH miktarlar1 ve E2
diizeyleri arasinda anlaml fark bulunmazken, good responder grubunda Ser/Asn (G/A)
genotipine sahip hastalarda istatistiksel agidan anlamli bir ytlikseklik saptanmistir. Bizim
calismamizda poor responder ve good responder hastalarda, gruplar kendi iglerinde
genotipler agisindan degerlendirildiginde 3. giin FSH ve E2 diizeyleri agisindan anlamli
farklilik saptanmamistir (poor responder grubu: 3.giin FSH icin p=0,367, E2 ig¢in
p=0,776; good responder grubu: 3.giin FSH i¢in p=0,818, E2 i¢cin p=0,779). Loutradis
ve ark., poor responder grupta her ii¢ genotipin benzer oranlarda dagildigim
gormiislerdir. Ancak good responder grubunda Ser/Asn polimorfizminin daha sik
goriildigi saptanmistir (p=0,005) (108). Bizim ¢alismamizda good responder grubunda
Ala307Thr polimorfizminde homozigot polimorfizm orani istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde daha az goriilmektedir (p=0,013). Ayn1 sekilde good responder grubunda
Ser680Asn polimorfizminde de homozigot genotipin (A/A) istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde daha az oldugu saptadik (p=0,013). Poor responder grubundaki hasta
sayilarmi da istatistiksel acidan karsilastirdik. Poor responder grubumuza Ser680Asn
polimorfizmi agisindan bakildiginda heterozigot polimorfizmin anlamli bir sekilde
yiiksek oldugunu saptadik (p=0,031). Kontrol grubumuzda ise heterozigot
polimorfizmin hem Ser680Asn hem de Ala307Thr polimorfizmli grupta yliksek
oranlarda saptandigin1 bulduk (Ser680Asn G/A polimorfizmi anlamli sekilde (p=0,001)
daha ytiksek, Ala307Thr G/A polimorfizmi anlaml sekilde (p=0,001) daha ytiksek).
Loutradis ve ark. yaptiklar1 calismada good responder grubunda G/A
genotipinde daha yiliksek oranda tedavi sonu E2 diizeyleri saptamislardir. Bizim
calismamizda hem Ser680Asn hem de Ala307Thr i¢in good responder olan tiim
hastalarda genotipler arasinda anlamli farklilik saptanmamistir (p=0,779) (Tablo 4.12).
Tedavi stireleri bu ¢alismada karsilastirilmis ve herhangi farklilik bulunmamistir. Bizim
calismamizda ise tiim polimorfizmli hastalar dikkate alindiginda (A/A+G/A),
polimorfizmi olmayan hastalara gére anlamli sekilde tedavi siirelerinde uzama saptadik

(hem Ala307Thr hem de Ser680Asn i¢in p=0,024).
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Castro ve ark. 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Ser680Asn polimorfizminin
etkilerini arastirmislardir (109). Poor responder hastalarin se¢ilme kriteri olarak sadece
tedavi sonu follikiil sayisinin 4’den az olmasi belirlenmistir ve bu sekilde 19 hasta
secilmistir. Good responder olarakta 83 hasta belirlenmistir. Yaptiklar: genetik analizler
sonucunda, Ser/Ser (G/G) genotipinin poor responder hastalarda daha sik oldugu
gozlemlemislerdir. Bizim yaptigimiz ¢alismada, poor responder grubunda G/G genotipli
hasta sayis1 (hem Ser/Ser i¢cin hem de Ala/Ala i¢in), good responder olan hasta grubuna
gore anlaml sekilde az sayida ¢ikmistir (p=0,024). Ayn1 zamanda biz ¢alismamizda tiim
polimorfizmli hastalar1 (A/A+G/A), normal genotipli hastalarla da karsilastirdik ve
good responder hastalarda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek olan G/G genotipli
(Ser/Ser ve Ala/Ala) hasta sayisi elde ettik (Tablo 4.19 ve 4.23). Ayrica Castro ve ark.
istatistiksel acidan anlamli olmasa da Ser/Ser genotpili hastalarin daha fazla
gonatotropin ile indiikte olabildiklerini sdylemislerdir. Biz kendi ¢alismamizda hem
poor responder grubunda hem de good responder grubunda kullanilan gonadotropin
acisindan genotipler arasinda anlamli fark saptayamadik (poor responder grubu icin
p=0,226, good responder grubu i¢in p=0,057). Loutradis’in ¢alismasina benzer olarak,
Castro ve ark. da poor responder grubunda Ser/Ser genotipini istatistiksel olarak daha
fazla bulmuslardir (p=0,04) (109). Bu calismada da Ser/Ser polimorfizmine sahip
hastalarda indiiksiyon i¢in daha fazla gonadotropin miktarina ihtiya¢ duyulmustur. Daha
once de belirtildigi gibi bizim ¢aligmamizda good responder ve poor responder arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptansa da, gruplarin kendi i¢indeki polimorfizmler
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir (Tablo 4.12)
(p=0,057). Castro ve ark. yas ile genotip arasinda iliski kurmaya c¢alismislar ancak
istaistiksel olarak anlamli fark bulamamislardir. Biz de kontrol grubu da dahil olmak
iizere, her 3 grubun kendi iglerinde polimorfizm-yas arasinda iliski aradik ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (kontrol grubu icin p= 0,447, good
responder grubu i¢in p=0,669, poor responder grubu i¢in p=0,131) (Tablo 4.6, 4.12,
4.18). Sonug olarak Castro ve ark., polimorfizmin yas ve overyan rezerv ile iliskili
olabilecegini sOylemisler ama istatistiksel olarak anlamli sonuglar yakalayamamaislardir

(109).
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Koning ve ark. 2005 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada 38 poor responder hasta ile 50
good responder hastayr Ser680Asn polimorfizmi agisindan karsilastirmislardr (121).
Poor responder hasta secimimde kriter olarak sadece bazal FSH degerinin 10
mlU/mL’nin {izerinde olmasini kriter olarak se¢mislerdir. Polimorfizme ugrayan hasta
sayisinin poor responder grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek
bulmuslardir (p<0,05). Biz de her iki grup arasinda yaptigimiz karsilastirmada hem
Ala307Thr hem de Ser680Asn polimorfizmi acisinda anlamhi fark yakaladik
(polimorfizme ugrayan hasta sayisi poor responder grubunda daha yiiksektir)
(Ala307Thr i¢in p=0,015, Ser680Asn i¢in p=0,031) (Tablo 4.20, 4.24). Yine her iki
grup tedavi siireleri agisinda karsilastirilmis ve bizim calismamiza benzer olarak poor
responder grubunda anlamli olarak daha uzun siireler bulunmustur. Biz ayrica her grup
icinde polimorfizmi olanlar ve olmayanlar arasinda da siireler agisindan karsilastirma
yaptik. Poor responder grubunun tedavi siireleri good responder grubuna gore daha
uzun olsa da, hem poor responder grubunda hem de good responder grubunda kendi
iclerinde polimorfizmi olanlar ve olmayanlar karsilastirildiginda siirelerde farklilik
saptanmamistir (Tablo 4.22, 4.25). Koning ve ark. polimorfizm ve gebelik oranlar1
acisindan fark aramislar ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulamamislardir (p=0,8).
Benzer sekilde Van Montfrans ve ark. (122) 2000 yilinda ve Van Rooji ve ark. (123)
2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarda gebelik ve FSH polimorfizmi agisindan anlamli
farkliliklar yakalayamamiglardir. Sonug¢ olarak Koning ve ark. bizim c¢aligmamiza
benzer sekilde, poor responder hasta grubunda polimorfizmli hasta sayisimin daha
yiiksek oldugunu saptamislardir.

Sudo ve ark. 2002 yilinda Japonya’da yaptiklari ¢alismada, hem Ala307Thr hem
de Ser680Asn polimorfizmlerinin sikligini arastirmislardir (119). Toplamda 522 hastada
genetik analiz yapmislardir. Spontan ovulasyonu olan 258 hasta (ultrasound veya diger
yontemlerle ovulasyon oldugu anlasilmis) seg¢ilmistir. Geri kalan hastalarin ¢esitli
ovulasyon ile ilgili cesitli sikayetleri bulunmaktaydi (primer amenore, sekonder
amenore, hiperprolaktinemi, polikistik over sendromu, prematiir overyan yetmezlik
gibi). Normal ovulasyonu olan grup ile ovulatuar sorunu olan hastalar tiim polimorfizler
acisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmamistir (119).
Sadece polikistik overi olan grupta heterozigot polimorfizm oran1 daha yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Hastalara uygulanan yardimci iireme tedavileri sonunda elde

edilen E2 diizeyleri karsilastirilmis ve polimortfizmli hastalarda daha diisiik bulunmustur
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(p<0,05). Bizim calismamizda poor ve good responder gruplar1 arasi yaptigimiz
karsilagtirmada E2 diizeyleri good responder grubunda daha yiiksek bulunmustur, ancak
polimorfizmler agisindan yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamki bir fark
yakalanmamistir (p>0,05). Sudo ve ark. aym1 zamanda Onceden yapilan birkag
calismanin sonuglari ile kendi sonuglarini karsilastirmislardir. Hasbergen ve ark. (2001)
avrupa toplumundaki polimorfizm dagilim oranlarint G/G, G/A ve A/A genotipleri
acisindan swrastyla %22,3 , %55,5 ve %22,3 seklinde bulurken (124), Mayorga ve ark.
(2000) bu oranlar1 %29 , %45 ve %26 seklinde belirlemislerdir (125). Sudo ve ark. ise
Japon popiilasyonu i¢in bulduklar1 degerler sirasiyla %43.,5 , %43,5 ve %12,1°dir.
Bizim calismamizda Ser680Asn polimorfizmi i¢in bu degerler sirastyla %20 , %52,5 ve
%27,5 seklindedir (Tablo 4.16). Ala307Thr polimorfizmi i¢in ise degerler sirasiyla
%20, %50 ve %30 olarak belirlenmistir (Tablo 4.15). Sudo ve ark.’nin ¢alismasinda
3.glin FSH diizeyleri homozigot polimorfizmi olanlarda, heterozigot polimorfizmi
olanlara gore daha yiiksek bulmuslardir. Diger parametreler arsinda anlamli farklilik
bulamamiglardir. Biz, good responder ve poor responder olan gruplar1 3. giin FSH
diizeyleri ac¢isindan karsilastirdigimizda, poor responder grubunda anlamli bir yiikseklik
saptadik (p<0,05) (Tablo 4.23 ve Tablo 4.25). Ancak gruplar kendi iclerinde
polimorfizmler acisindan karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05)
(Tablo 4.11, 4.12, 4.17 ve 4.18). Caligmalar arasinda farklilar goriilmesinin c¢esitli
nedenlere bagli olabilecegi Sudo ve ark. tarafindan belirtilmistir (119). In vivo olarak
hiicresel ylizeylerde FSH reseptoriiniin farkli oranlarda ekpresyona ugramasmnin veya
FSH sekresyonunu regiile eden inhibin diizeylerinin farkli diizeylerde olmasinin
nedenler arasinda sdylenebilecegi belirtilmistir (119). Tedavi sonunda elde edilen E2
diizeylerini karsilastirdiklarinda ise ovulasyon sorunu olanlar ile olmayanlar arasinda
anlaml fark bulmuslardir. Benzer sekilde biz de good responder ve poor responder
hastalar arasinda tedavi sonu elde edilen E2 diizeyleri agisindan anlamli farklilik
saptadik (p<0,001) (Tablo 4.23, 4.25). Ancak Sudo ve ark. A/A polimorfizmine sahip
grupta daha az E2 diizeyleri saptamiglardir (p<0,05). Bizim ¢alismamizda ise hem poor
responder grubu icin hem de good responder grubu icin polimorfizler kendi gruplari
icinde kiyaslandiginda anlamli farklilik izlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.17, 4.18).

Modi ve ark.’nin 2009 yilinda Hindistan’da yaptiklar1 ¢alismada 50 tane
normogonadotropik infertil hasta belirlemislerdir (126). Ayni zamanda 100 tane fertilite
sorunu olmayan hastay1r da calismaya dahil etmislerdir. Bizim g¢alismamiza benzer

sekilde hem Ala307Thr hem de Ser680Asn polimorfizlerini arastirmiglardir. Hem poor
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responder grubunda hem de good responder grubunda heterizgot polimorfizm oranlarini
%50’den fazla olarak saptamislardir. Benzer sekilde biz de heterozigot polimorfizmi
yiikksek degerlerde saptadik (poor responder: Ala307Thr G/A->%50, Ser680Asn
G/A>%52,5, good responder: Ala307Thr G/A—>%42,9, Ser680Asn G/A—>%42,9).
Calismalarinda Ser680Asn polimorfizmi acgisindan tiim parameterler (bazal FSH,
tedavide kullanilan gonadotropin dozu, tedavi sonu E2 diizeyleri) karsilastirilimis ancak
polimorfizler arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunamamistir (p>0,05).
Benzer sekilde poor responder ve good responder gruplari kendi i¢lerinde polimorfizleri
acisindan karsilastirhidiginda biz de istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulamadik
(p>0,05). Ala307Thr polimorfizmi dikkate alindiginda ise homozigot polimorfizmi olan
hastalarin tedavide daha az gonadotropine ihtiya¢ duyduklari, daha fazla E2 iirettikleri
belirlenmistir. Heterozigot polimorfizmi olanlar ile polimorfizmi olmayan gruplar
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark saptayamamislardir (p>0,05) (126). Bizim
calismamizda, hem homozigot polimorfizlerde hem de diger gruplarda anlaml farklilik
saptanmamistir (homozigot polimorfizmi olan hastalarda kullanilan gonadotropin
dozlar1 ve tedavi sonunda elde edilen E2 diizeyleri, diger genotiplerden istatistiksel
olarak anlamli sekilde farkli degildir).

Simoni ve ark. 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ovulasyonu olan 161 infertil
hastada Ser680Asn polimorfizmini arastrmiglardir (127). Normal genotipli ve
polimorfizmli hastalar arasinda fark aranmistir ancak sadece kullanilan gonadotropin
dozu ve 3.giin FSH diizeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli bulunmustur.
Homozigot polimorfizm olan hastalarda degerler yiiksek bulunmustur. FElde edilen
follikiil sayilarinda ve E2 diizeylerinde herhangi bir fark bulunmamistir (127).

Laven ve ark. 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada normogonadotropik anovulatuar
kadinlarla, normo-ovulatuar  kadinlardaki FSH  reseptdor  polimorfizmlerini
arastirmislardir (128). 30 hasta normo-ovulatuar olarak secilmis ve kontrol grubu olarak
belirlenmistir. 148 hasta ise normogonadotropik anovulatuar kadinlardan secilmistir.
Calismalarinda Ala307Thr polimorfizmi agisindan heterozigot kadmnlarin anovulatuar
gupta daha sik oldugunu saptamislardir. Bizim ¢alismamizda poor responder grubunda
homozigot polimorfizmin istatistiksel olarak anlaml bir sekilde daha yiiksek oldugunu
saptadik (p<0,05). Ser680Asn polimorfizmi agisindan ise homozigot polimorfizmin
anovulatuar kadinlarda daha sik oldugunu saptamislardir. Kontrol grubunda Ala307Thr
homozigot polimorfizmin daha sik oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Bizim ¢alismamizda

ise kontrol grubunda heterozigot polimorfizmin istatistiksel olarak anlamli olmasa da
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diger genotiplere oranla daha sik goriildiiglinii belirledik (Tablo 4.3 ve 4.4). Good
responder grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde homozigot polimorfizmin
daha az gorildigiini saptadik (Tablo 4.9). Ser680Asn homozigot polimorfizminde
bazal FSH degerlerinin ve tedavide kullanilan gonadotropin dozlarmin diger genotiplere
oranla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak tedaviye verilen cevapta (E2 diizeyleri
ve tedavi sonu olusan follikiil sayisi) genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamhi
farklhiliklar ~ saptanmamistir.  Uyumsuz  sonuglarin  kullandiklar1  ovulasyon
indiiksiyonundaki degisik protokollere bagli olabilecegini diisiinmiislerdir. Bizim
calismamizda poor responder grubundaki hastalarin hepsine antagon protokolii
uygulanirken, good responder grbundaki hastalarin 29’una antagon, 13’iine de long

protokolii uygulanmaistir.
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6. SONUCLAR

Calismamiza 100 tane kontrol grubu hasta, 42 tane good responder grubu hasta
ve 40 tane poor responder grubu hasta dahil ettik. Hastalarin vendz kan drneklerinden
genetik analizler yaparak Ala307Thr ve Ser680Asn polimorfizmlerini arastirdik.
Polimorfizmleri heterozigot ve homozigot olarak iki farkli sekilde belirledik.
Heterozigot olanlar G/A seklinde, homozigot olanlar A/A seklinde belirtildi. Herhangi
bir polimorfizme ugramayan hastalar ise G/G seklinde belirtildi. Her grup (kontrol
grubu, poor responder grubu ve good responder grubu) polimorfizmler agisindan
oncelikle kendi i¢inde karsilastirildi. Gruplar arasi karsilastirilmalar hem polimorfizm
tipleri i¢in yapildi, hem de olusan demografik 6zellikler agisindan yapildi.

Kontrol grubunda goriilen hem Ala307Thr polimorfizmi hem de Ser680Asn
polimorfizmi kendi i¢lerinde degerlendirildiginde heterozigot polimorfizmin daha sik
goriildigi belirlendi. Kontrol grubunda Ala307Thr polimorfizmi i¢in G/A genotip
sikligr %51 iken, Ser680Asn polimorfizmi icin bu oran %53 olarak belirlenmistir
(Tablo 4.3, Tablo 4.4). Kontrol grubumuzda heterozigot polimorfizmin hem Ser680Asn
hem de Ala307Thr polimorfizmli grupta yiiksek oranlarda saptandigmni bulduk
[Ser680Asn G/A polimorfizmi anlamli sekilde (p=0,001) daha yiiksek, Ala307Thr G/A
polimorfizmi anlamli sekilde (p=0,001) daha yiiksek].

Calismamizda good responder grubunda Ala307Thr polimorfizminde homozigot
polimorfizm orani istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az goriildiigiinii saptadik
(p=0,013). Aym1 sekilde good responder grubunda Ser680Asn polimorfizminde de
homozigot genotipin (A/A) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az oldugu
saptadik (p=0,013). Poor responder grubundaki hasta sayilarini da istatistiksel agidan
karsilagtirdik. Poor responder grubumuza Ser680Asn polimorfizmi agisindan
bakildiginda heterozigot polimorfizmin anlamli bir sekilde yliksek oldugunu saptadik
(p=0,031).

Kontrol grubu, good responder ve poor responder gruplar1 arasinda
polimorfizmler karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Bu
farkliligin good responder-poor responder arasindaki ve good responder-kontrol grubu
arasindaki farklilik yiliziinden ortaya ¢iktigini1 diislindiik. Cilinkii yapilan istatistiksel
incelemede, poor responder ile kontrol grubu arasmnda polimorfizmler ag¢isindan

farklilik saptanmamaistir. Good responder grubunda hem Ser680Asn hem de Ala307Thr
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polimorfizmleri agisindan homozigot polimorfizmin belirgin az goriildiigiinii saptadik
(p<0,05). Poor responder grubunda goriilen homozigot polimorfizm oraninin yiiksek
olusu ile stimiilasyona verilen overyan cevabin az goriilmesi arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptadik.

Kontrol grubu, good responder ve poor responder gruplarinda polimorfizmler ile
yas arasinda iliski aradik. Her polimorfizm tipi ile gruplar arasinda karsilastirilma
yapildiginda anlamli bir fark saptanmadi. Sadece G/A polimorfizmine sahip hastalarin
yaslarmin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha ileri oldugunu goérdiik (p=0,003).
Yasin ilerlemesiye G/A tipinde polimorfizm olusum siklig1 artmaktadir.

Good responder ve poor responder grubu hastalarinda kendi i¢lerinde ve gruplar
arasinda polimorfizm-demografik 6zellikler karsilastirilmasi yapildi. Good responder
grubunda Ala307Thr polimorfizmi ile demografik 6zellikler karsilastirildiginda, sadece
tedavi siliresinin polimorfizm (A/A+G/A) olan hastalarda daha uzun olduguna dair
istatistiksel anlamli sonu¢ bulduk (p=0,024). Diger 6zellikler agisindan (yas, 3.giin
FSH, tedavide kullanilan gonadotropin dozu, tedavi siiresi, tedavi sonu E2) good
responder grubunda polimorfizmler arasinda farklilik saptanmadi. Ser680Asn
polimorfizmi i¢in de sonuglarin benzer oldugu saptadik. Polimorfizme sahip hastalarin
tedaviye yanit verme siireleri artmaktadir.

Poor responder grubunda hem Ser680Asn hem de ala307Thr polimorfizmleri
demografik 6zellikler karsilastirildiginda, hi¢cbir parametre ile polimorfizm arasinda
anlamli fark saptanmamistir. Good responder grubunda goriilen polimorfizmi olan
hastalarda tedavi siiresinin uzun olmasi, poor responder grubu i¢in istatistiksel acidan
anlamli olacak sekilde daha uzun bulunmamastir.

Poor responder ile good responder gruplar1 birbirleri arasinda da
kiyaslandiginda goriilmiistiir ki poor responder grubunda A/A polimorfizmi daha sik
goriilmektedir (p<0,05). Bu sonu¢ hem Ser680Asn icin hem de Ala307Thr igin
gecerlidir.

Poor responder ve good responder gruplar1 arasinda infertilite siiresi haricinde
diger tiim parameterlerde istatistiksel olarak anlamli farkhiliklar bulunmustur. infertilite
stireleri her iki grup icin de benzer siirelerdedir. Poor responder grubunda 3.giin FSH
miktar1 daha fazla, tedavi gonadotropin dozu daha fazla, tedavi siiresi daha uzun, tedavi
sonu follikiil sayis1 daha az ve tedavi sonu E2 miktar1 daha az bulunmustur. Tiim bu
degerler iki grup arasinda degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bulunsa da

polimorfizm tipleri ile iliskisi istatistiksel agidan anlamli degildir. Ornek olarak tedavi
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sonunda elde edilen E2 diizeyleri ele alinirsa, poor responder ve good responder
arasinda belirgin farklilik olsa da, poor responder grubunda polimorfizmler arasinda
istatistiksel acidan fark yoktur. Her grup icinde A/A, G/A ve G/G genotiplerinde elde
edilen E2 miktarlar1 benzerdir. Bu durum diger parametreler i¢inde gegerlidir.

Sonug olarak, poor responder grubunda hem Ser680Asn hem de Ala307Thr
polimorfizmi agisinda homozigot genotip sikligi istatistiksel olarak anlamli ytiksek
bulunmus olsa da kontrol grubundaki homozigot genotip sikliginin da yiiksek olmasi,
homozigot polimorfizmin FSH reseptor cevap yetersizligi olusturduguna dair genelleme
yapmamizi engellemektedir. Bu konuda daha kesin sonuglara ulasilabilmesi i¢cin daha

fazla hasta sayisi igeren randomize kontrollii prospektif ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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7. OZET

FSHR’yi1 (follikiil stimulan hormon reseptorii) kodlayan genler kromozom 2’de
bulunmaktadir. Burada olusan noktasal degisiklikler, FSH reseptor geninin
dizilimindeki aminoasit siralamasinda degisiklik olusturacak ve dolayisiyla genin
islevinde de degisiklik olusturacaktir. Bu olusan degisikliklerden bazilar1 reseptdriin
fonksiyonlarmin artmasina neden olurken bazilar1 ise azalmasma neden olabilmektedir.

Aktive edici mutasyonlar, FSH’nin az seviyelerinde, hatta yoklugunda bile
FSHR aktivasyonuna yol acabilirler. Bu aktive edici mutasyonlar bazen, FHSR’ nin
baska tropik hormonlara da cevap vermesine yol acabilir (TSH gibi). Inaktive edici
mutasyonlar reseptor ligand etkilesimini bozarak etki gdsterebildigi gibi, FSH’ye baglh
olusan sinyal iletiminini de bozarak etki gosterebilir. Bu olusan etki derecesi
degiskendir. Total blok ta olusabilir, minimal etki azalmasi da olusabilir.

FSHR inaktive edici mutasyonlar1 primer veya sekonder amenore, infertilite ve
prematiir overyan sendroma (POF) yol acabilmektedir. Tam tersi olarak ta aktive edici
mutasyonlar, eksojen FSH hormonu verilsin veya verilmesin overyan hiperstimiilasyon
sendromuna (OHSS) yol agabilmektedirler.

Nokta mutasyonlarinin yaninda, FSHR gen polimorfizmleri (6zellikle codon
307 ve 680) olustugu zaman eksojen verilen FHS hormonuna yanitta degisiklikler
gozlenebilmektedir. Bu durum da yardimci iireme teknikleri uygulanirken tedavi
yanitinin degisiklikler géstermesine neden olabilmektedir.

Biz ¢aligmamizda FSH resptoriinde olusabilen polimorfizm tiplerinin fertiliteye
ve yardimer lireme tekniklerindeki cevaba olan etkisini inceledik. Calismamiz, Mayis
2009 ve Kasim 2010 tarihleri arasnda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalina basvuran hastalarda yapildi.

Kontrol grubuna, daha 6nce herhangi bir KOH protokolii uygulanmadan gebe
kalmis hastalar secildi. Calismaya katilan kontrol grubu hastalarinin hepsinde
korunmasiz iligkiye baslanmasindan en fazla bir yil sonra gebelik olusmustur. Good
responder olarak belirlenen kategoriye alinan hastalarda bir infertilite tedavisi almig
olmak ve bu tedaviye yanit olarak elde edilen oosit sayisinin 3’iin tizerinde olma kriteri
arand1. Ayrica verilen infertilite tedavisi sonucunda yeterli E2 seviyesi olmayan (E2 <
660 pg/mL) hastalar bu gruba dahil edilmedi. Poor responder olarak belirledigimiz

gruba ise dahil olma kriterleri olarak KOH sonrasinda elde edilen oosit sayisinin 3 ve
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daha az olmas1 ve tedavi sonunda ulasilan E2 seviyesinin 660 pg/mL’den az olmasi
seklinde belirlendi. Tiim gruplarda yas araligi1 23 ile 39 arasinda tutuldu.

Olgularin genomik DNA’lar1, periferal kandan modifiye non-enzimatik metod
ile izole edildi. PCR reaksiyonu, Bio-Rad (MyCycler) ve PCR System 9700 (Gene
Amp®) marka PCR cihazlarinda gergeklestirildi. Denatiire edilen PCR firtinleri ABI
3130 dizileme cihazma yiiklenerek sonuglar ABI sequence analysis v3.1 yazilim
programinda degerlendirildi.

Veriler SPSS (version 18.0)( SPSS Inc., Chicago, USA) kullanilarak analiz
edildi. Orneklemi tamimlamak icin frekans dagilimi, ortalama, standart sapma gibi
tanimlayict istatistikler  kullanildi.  Farklihk  bulundugunda farkli  gruplarin
belirlenmesinde Bonferronni diizeltmesi yapilarak Mann-Whitney testi kullanildi.
Demografik ozelliklerine iliskin degerlerin karsilastirilmasinda iki ortalama arasi fark
testi ya da Mann-Whitney U testi kullanildi. Gruplara gore genotiplerin
karsilastirilmasinda Ki-kare testi kullanildi. Analizlerde farkliliklarin belirlenmesi i¢in
% 95 anlamlilik diizeyi (ya da a=0.05 hata pay1) kullanildi.

Kontrol grubunda goriilen hem Ala307Thr polimorfizmi hem de Ser680Asn
polimorfizmi kendi i¢lerinde degerlendirildiginde heterozigot polimorfizmin daha sik
goriildigi belirlendi. Kontrol grubunda Ala307Thr polimorfizmi igin G/A genotip
sikligr %51 iken, Ser680Asn polimorfizmi icin bu oran %53 olarak belirlenmistir
[Ser680Asn G/A polimorfizmi anlaml sekilde (p=0,001) daha yiiksek, Ala307Thr G/A
polimorfizmi anlamli sekilde (p=0,001) daha yiiksek].

Calismamizda good responder grubunda Ala307Thr polimorfizminde homozigot
polimorfizm orani istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az goriildiigiinii saptadik
(p=0,013). Aym1 sekilde good responder grubunda Ser680Asn polimorfizminde de
homozigot genotipin (A/A) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az oldugu
saptadik (p=0,013). Poor responder grubundaki hasta sayilarini da istatistiksel a¢idan
karsilagtirdik. Poor responder grubumuza Ser680Asn polimorfizmi agisindan
bakildiginda heterozigot polimorfizmin anlamli bir sekilde yiliksek oldugunu saptadik
(p=0,031).

Kontrol grubu, good responder ve poor responder gruplar1 arasinda
polimorfizmler karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmustir.
Good responder grubunda hem Ser680Asn hem de Ala307Thr polimorfizmleri
acisindan homozigot polimorfizmin belirgin az goriildiigiinii saptadik (p<0,05). Poor

responder grubunda goriilen homozigot polimorfizm oraninin yiliksek olusu ile
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stimiilasyona verilen overyan cevabin az goriilmesi arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptadik.

Sadece G/A polimorfizmine sahip hastalarin yaslarinin istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha ileri oldugunu gordiikk (p=0,003). Yasm ilerlemesiye G/A
tipinde polimorfizm olusum siklig1 artmaktadir.

Good responder grubunda Ala307Thr genotipinde tedavi siiresinin polimorfizm
(A/A+G/A) olan hastalarda daha uzun olduguna dair istatistiksel anlamli sonu¢ bulduk
(p=0,024). Good responder grubunda goriilen polimorfizmi olan hastalarda tedavi
siiresinin uzun olmasi, poor responder grubu icin istatistiksel agidan anlamli olacak
sekilde daha uzun bulunmamustir.

Poor responder ile good responder gruplar1 birbirleri arasinda da kiyaslandiginda
goriilmiistiir ki poor responder grubunda A/A polimorfizmi daha sik goriilmektedir
(p<0,05).

Sonug olarak, poor responder grubunda hem Ser680Asn hem de Ala307Thr
polimorfizmi agisinda homozigot genotip sikligi istatistiksel olarak anlamli ytiksek
bulunmus olsa da kontrol grubundaki homozigot genotip sikligmin da yiiksek olmasi,
homozigot polimorfizmin FSH reseptor cevap yetersizligi olusturduguna dair genelleme

yapmamizi engellemektedir.

Anahtar Kelimeler: FSH reseptor polimorfizmi, poor responder, good responder, KOH
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8. ABSTRACT

COMPARISON OF FSH RESEPTOR POLYMORPHISMIS
BETWEEN INFERTILE WOMEN (POOR RESPONDERS AND
GOOD RESPONDERS AFTER CONTROLLED OVARIAN
HYPERSTIMULATION) AND FERTILE WOMEN

Genes coding FSHR, are on chromosome 2. Any changes occuring at these
points will cause changes in amino acid arrengement in FSH receptor genes and this, as
a result, will change the function of the gene. While some of these changes will result in
an increase in receptor functions, some others result in a decrease in the same functions.

Activating mutations may result in FSHR activation at low levels of FSH, or
even in the absence of it. Sometimes these activating mutations may result in FSHR
responding to other thropic hormones (e.g. TSH). Inactivating mutations may show
effect by spoiling receptor ligand interaction; at the same time, these may also be
effective by spoiling the signal transmission formed by FSH. The level of this resulting
effect is changeable. A total bloc or a minimum effect may form.

FSHR inactivating mutations may cause primer or seconder amenotrhea,
infertility and premature overian syndrome (POF). On the contrary, activating mutations
may cause overian hyperstimulation syndrome (OHSS), whether exogen FSH hormone
1s given or not.

Besides point mutations, when FSHR gene polymorphisms are formed
(especially codon 307 and 680), changes in response to exogen FSH hormone are
observed. These results in changes in treatment response when artificial reproduction
techniques are applied.

In our study, we investigated the effect of the response in artificial reproduction
techniques and fertility of polymorphism types formed in FSH receptor. The study
involved patients at the department of Gynecology and Obstetrics in Akdeniz University
between May 2009 — November 2010.

Control group involved patients who became pregnant without any controlled
ovarian stimulation treatment (COS) before. In all of the control group patients
pregnancy occured at most one year later after intercourse. In patients taken into the

category as good responder a criterium of having taken an infertility treatment and an
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oocyte count above 3 obtained as a response to this treatment was sought. Besides,
patients without sufficient E2 level (E2 < 660 pg/ml) as a result of infertility treatment
were not included in this group. Criterium for being included in the group defined as
poor responder was determined as oocyte count 3 or less at the end of controlled ovarian
stimulation treatment and E2 levels less than 660 pg/ml after treatment. In all groups
age interval was 23-39.

Genomic DNA’s of the patients was isolated from venous blood by modified
non-enzymatic method. PCR reaction was carried out using Bio-Rad (MyCycler) and
PCR Systems 9700 (Gene Amp) PCR instruments. Denaturated PCR products were
loaded to ABI 3130 serial instrument and the results were evaluated using ABI squence
analysis V3.1 software package.

Data were analyzed using SPSS (version 18.0) (spss Inc., Chicago, USA). To
evaluate the model definitional statistics such as frequency distribution, mean, standard
variation were used. When disfferences were found, Bon ferronni correction was
applied and Mann-Whithney test was used to determine different groups. Related to
demographic features, in comparing the values, difference test between two means or
Mann-Whitney U test was used. In comparing genotypes according to groups Ki-square
test was used. To determine the differences in analysis 95% significance level (or
0=0.05 error level) was used.

When Ala307Thr polymorphism and also the Ser680Asn polymorphism seen in
control groups were evaluated in itself, it was determined that heterozygot
polymorphism was more frequent. Frequency of occurence for G/A genotype in
Ala307Thr polymorphism in the control group was 51%, whereas this value was 53%
for Ser680Asn polymorphism [Ser680Asn G/A polymorphism significantly (p=0.001)
higher, Ala307Thr G/A polymorphism significantly (p=0.001) higher].

In our study, we determined that in good responder group, homozygot
polymorphism ratio in Ala307Thr polymorphism was statistically less frequently seen
in a significant way (p=0.013). It was also determined that in good responder group
homozygot genotype (A/A) in Ser680Asn polymorphism was statistically less
frequently seen in a significant way (p=0.013). Patient numbers in poor responder group
was also statistically compared. In poor responder group heterozygot polymorphism in
Ser680Asn polymorphism was significantly higher (p=0.031).

When polymorphisms between control groups, good responder and poor

responder groups were compared statistically significant differences were found. In
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good responder group in both Ser680Asn and Ala307Thr polymorphisms, homozygot
polymorphism were seen less frequently (p<0.05). Statistically significant difference
were found between high homozygot polymorphism ratio seen in poor responder group
and the low occurence of overian response given to stimulation.

Ages of patients having only G/A polymorphism was seen to be statistically
significant higher (p=0.003). At the older ages occurence of G/A type polymorphism
increases.

In good responder group in Ala307Thr genotype duration of treatment was
statistically significant found to be longer in patients with (A/A+G/A) polymorphism
(p=0.024). Longer treatment duration seen in patients with polymorphism in good
responder group, statistically was not found to be longer in poor responder group in a
significant way.

When poor responder and good responder groups were compared, it was seen
that A/A polymorphism was higher in poor responder group (p<0.05).

As a result, in poor responder group related to both Ser680Asn and Ala307Thr
polymorphism, occurence of homozygot genotype was statistically significant high.
However, the high value of occurence of homozygot genotype in control group prevents
making a generalization about formation of FSH receptor response in sufficiency of

homozygot polymorphism.

Key words: FSH receptor polymorphism, poor responder, good responder, COS
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