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ONSOZ

Biruni Universitesi bilgiyi organize eden bilimin gelecegi ile siirekli sekillenen, yenilenen, yeni
hedefler koyan bir tiniversitedir. Bu hedefler dogrultusunda yeni bilim adamlar1 yetistirmeyi
amag¢ edinmistir. En kapsamli saglik iiniversitesi olan Biruni Universitesi, Saglik Bilimleri
Enstitiisiinlin biinyesinde lisansiistii egitimini genisleterek, yiiksek lisans ve doktora
programlari agmis ve bu programlari tiim saglik bilim dallar1 i¢in tamamlamay1 planlamaktadir.
Akademik calismalarimiz, evrensel diizeyde iistiin bir egitim, hizmet ve arastirma diizeyine
ulagmak, iiniversitemizin diinyanin Oncii, saygin, diizeyi ve marka degeri en yiiksek
tiniversiteleri arasinda yer almasini amaglamaktadir. Bu nedenle iiniversitemizde lisansiistii

egitim klasik kavramindan ayr1 bir siiregtedir.

Tez bir 6grencinin kendi bilim dalina yapacagi katki amaciyla, yapmis oldugu arastirmayla,
ortaya koydugu bir dokiimandir. Tez biiyiik bir arastirma iriiniidiir ve 6grencinin kendi
calismasini temsil eder. Yiiksek lisans ve doktora yapan 6grenci igin bitirme tezi, akademik
yasami i¢in Onemli bir ilk asamadir. Tez adayin bilimsel beceri ve yetenekleri gosterecek bir

firsat saglamasi agisindan iyi degerlendirilmesi gerekir.

Bilimsel katki saglayacak bir tezin, ilk ve en dnemli adimi segilen problemdir. Bilimsel katki
saglayacak olan; sorun olusturan problemin se¢imidir. Problem ¢6ziimiinde dogru bilimsel
yontemin secilmesi, istatistik yontemlerle analizi ve sonuglardan dogru ve katkili yorumlarin

yapilmasi1 beklenir.

Bilimsel yazi dl¢iitlerini standart hale getirmek amaciyla uluslararas yayin ve bilim kuruluslari,
genel anlamda birtakim yazim kurallar1 belirlemislerdir. Bu kurallar, bilimsel yazilarin
giivenilirligini, yazim tekdiizeligini ve alintilarin diizenliligini saglayici 6zellikler icermektedir.
Bilimsel yazilarin hazirlanmasinda tercih edilen bir yazim stili olan APA: Amerikan Psikoloji
Birligi (American Psychological Association); yaygin olarak kullanilmaktadir. Yazim
kilavuzumuz APA stilini benimsemistir. Tez yazimi i¢in gerekli olan bigimsel yap1 ve yazim

kurallar1 detayl bir sekilde agiklanmistir.

Basta translasyonel arastirmalar olmak iizere, temel bilimler, klinik bilimler alanlarinda 6ncii
gelismeler saglayacak basarili ¢aligmalarin yapilmasi dileklerimle, sevgi ve saygilarimi

sunarim.
Dog¢.Dr.Leman SENTURAN

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidirti
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POLIKIiSTIK OVER SENDROMLU (PKOS) HASTALARDA HORMONAL
PARAMETRELERE BAGLI OLARAK EMBRiYO GELISiMiNIN INCELENMESI

TUGBA ELGUN
OZET

Overde folikiil gelisimi hipotalamus-hipofiz-gonadal aksin senkronize ve koordineli ¢alismasi
sonucu gerceklesmektedir. Hipotalamustan pulsatil olarak salinan Gonadotropin-Releasing
Hormon (GnRH), Hipofizi uyarir ve Hipofiz bezinden FSH ve LH salinmas1 gerceklesir. GnRH
titresim sikliginin artisi, GnRH’ye yanit artis1 ve yiiksek strojen diizeylerine neden olmaktadir.
Bu dinamik siiregte cesitli nedenlerle bozulma/aksama, farkli klinik tablolara yol agmaktadir.
Polikistik over sendromu (PKOS) da bu klinik tablolardan birisidir. PKOS, dogurganlik
cagindaki kadinlarda en sik goriilen endokrin bozukluktur. Klinikte ortaya ¢ikis oran1 %6-8
oraninda degiskenlik gostermektedir. PKOS’lu bireylerde serum AMH (Anti-Miillerian
Hormon) diizeyi, testosteron ve LH diizeyi ile orantili olarak artmaktadir. AMH giinliimiizde
yumurtalik cevabini 6ngormede belirteg olarak sik¢a kullanilmaktadir. Farkli serum AMH
konsantrasyonlari, oosit maturasyonu ve kalitesi, embriyo gelisimi ve IVF-ICSI (In-vitro
fertilizasyon-Intrakraniyoplazmik sperm enjeksiyonu) sonuglar1 ile yakindan iligkili oldugu
yapilan caligsmalar ile gosterimistir. Bu calismada 2016 ile 2017 tarihleri arasinda PKOS (31)
tanis1 koyulmus ve kontrol (ac¢iklanamamis infertilite) (115) grubunda, ICSI ile IVF tedavisi
goren 146 kisi calismaya dahil edildi. Kadin ve erkek yasi, VKI, total oosit sayisi, fertilize oosit
sayisl, total embriyo sayisi, hormon parametreleri (FSH, HCG giinii E2, LH, inhibin B, AMH,
LH/FSH), embriyo takibi (GV, Dejenere, MI, MII, erken boliinme), sperm parametreleri ve
gebelik oranlar1 degerlendirildi. Erkek faktoriiniin bulunmadigi PKOS’lu hastalarin kontrol
grubuna gore Viicut Kitle Indeksleri (VKI), AMH, LH/FSH ve Antral Folikiil Sayis1 (AFS)
verileri anlamli diizeyde yiiksek bulunmakla birlikte, Gonadotropin diizeyleri diisiik
bulunmustur. AMH ve LH/FSH diizeyi gebe olan PKOS’lu hastalarda gebe olmayan PKOS’lu
hastalara gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. PKOS ve kontrol grubuna ait embriyo
parametreleri incelendiginde PKOS’lu hastalarda diger gruba gore total oosit sayisi, GV ve

dejenere oosit sayist anlaml diizeyde yiliksek bulunmustur (P<0,05).

Anahtar Kelimeler: Polikistik over sendromu (PKOS), Hormon parametreleri, IVF-ICSI,
Embriyo Takibi

Damsman: Prof.Dr.Tiilay IREZ, Biruni Universitesi, Histoloji ve Embriyoloji AD



INVESTIGATION OF EMBRYO DEVELOPMENT ACCORDING TO HORMONAL
PARAMETERS IN PATIENTS WITH POLYCISTICALLY OVER SYNDROME
(PCOS)

TUGBA ELGUN
ABSTRACT

Overdevelopment of the follicle is the result of synchronized and coordinated operation of the
hypothalamus-pituitary gonadal axis. Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH) released from
the hypothalamus stimulates the pituitary, FSH and LH release from the pituitary gland.
Increased GnRH pulse frequency, increased response to GnRH and high estrogen levels. This
dynamic attenuation leads to impairment / disruption, different clinical tabulations for various
reasons. Polycystic over syndrome (PCOS) is one of these clinical charts. PKOS is the most
common endocrine disorder in women of childbearing age. Prevalence varies by 6-8%. In
individuals with PCOS, serum AMH (Anti-Miillerian Hormone) levels increase in proportion
to testosterone and LH levels. AMH is frequently used as a predictor of ovarian response.
Studies have shown that different serum AMH concentrations are closely related to oocyte
maturation and quality, embryo development and IVF-ICSI (In-vitro fertilization-
Intracranioplasma sperm injection) results. In this study, PCOS (31) and unexplained infertility
(115) were diagnosed between 2016 and 2017, and 146 patients with ICSI and IVF treatment
were included in the study. The number of total embryos, number of total embryos, hormone
parameters (FSH, E2, LH, inhibin B, AMH, LH / FSH on the day of HCG, embryo transfer,
GV, Degenerative, MI, MII , premature division, sperm parameters and pregnancy rates were
evaluated. According to control cases, patients with PCOS who showed no male factor had
significantly higher levels of gonadotropin, although body mass index (BMI), AMH, LH/FSH
and number of antral follicles (AFS) were significantly higher. AMH and LH / FSH levels were
significantly higher in patients with PCOS who were pregnant than patients without PCOS who
were not pregnant. When embryo parameters of PCOS and control (unexplained infertile
patients) group were examined, total oocyte count, GV and degenerative ratio were significantly

higher in patients with PCOS compared to other groups (P <0.05).

Keywords: Polycystic ovary syndrome (PCOS), hormonal parameters, IVF-ICSI, Embryo
Tracking

Advisor: Prof.Dr.Tiilay IREZ, Biruni University, Histology and Embryology
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1. GIRIS VE AMAC

PKOS, dogurganlik ¢agindaki kadinlarda en sik goriilen endokrin bozukluktur. Overian
hiperandrojenemi sendromu olarakta bilinir. Prevalanst %6-8 oraninda degiskenlik
gostermektedir. Kronik anoviilatuar infertilitenin en sik nedeni olan PKOS, tip II Diabetes
Mellitus (DM), dislipidemi, kardiyovaskiiler hastalik ve endometriyal karsinoma gibi saglik
riskleri tasimast nedeniyle son zamanlarda bir halk sagligi problemi olarak 6n plana
cikmaktadir. PKOS genellikle peripubertal donemden itibaren baslayan menstriiel
diizensizlikler (oligo-amenore, vs.), hiperandrojenizm bulgular1 (hirsutizm, akne, ciltte
yaglanma,vs) ve infertilite ile karsimiza ¢ikmaktadir. Obezite birlekteligi de %40-60
diizeylerinde goriilmektedir (Durlinger, A L, 2002).

[k kez 1935 yilinda Stein ve Leventhal tarafindan, yedi hastadan olusan bir seride polikistik
overler ve amenore birlikteligi seklinde rapor edilmistir (Durlinger, A L, 2002). 1958’de
McArthur ve arkadaslar1 benzer belirtiler ile klinige basvuran hasta gruplarinda idrar LH
seviyesinin yliksek oldugunu saptamislar. Yiiksek LH ve testosteron diizeyleri tanida bu
tarihten itibaren kullanilmaya baslanmistir. 1980°li yillarda serum LH/FSH oranmnin yiiksek

bulunmasi ile de bu kriter tanida yerini almistir (Ebner T ve arkadaslari, 2006).

En yaygin kullanilan tani kriterleri, 1990 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik
Enstitiileri (NIH) tarafindan diizenlenmis bir konferansta belirlenmistir (Oktem O ve Oktay K,
2008). Buna gore, PKOS tanis1 i¢in klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular ile
kronik anoviilasyon bulunmasi ve Cushing sendromu, hiperprolaktinemi, klasik olmayan
konjenital adrenal hiperplazi gibi PKOS benzeri klinige yol agabilecek diger nedenlerin
dislanmasi gereklidir. 2003 yilinda diizenlenen bir uzman toplantisinda, 1990 NIH kriterleri
yeniden diizenlenmis ve dncekine benzer sekilde diger etyolojik nedenler dislandiktan sonra
sendrom tanisinin ii¢ kriterden ikisinin birlikteligi ile koyulmasi Onerilmistir (Rotterdam

ESHRE/ASRM, 2004).

PKOS’lu bireylerde serum AMH (Anti-Miillerian Hormon) diizeyi, testosteron ve LH diizeyi
ile orantil1 olarak artmaktadir. AMH giinlimiizde yumurtalik cevabini 6ngérmede/belirlemede

belirtec olarak siklikla kullanilmaktadir.



2017 Haziranda Melado Vidales ve arkadaslar1 “In vitro fertilizasyon (IVF) tedavisi sirasinda
yumurtalik rezervi farkli olan kadinlarda kontrollii ovaryum hiperstimiilasyon  sonug
parametreleri ile anti-Miillerian hormon (AMH) serum seviyeleri arasindaki korelasyonun
degerlendirilmesi” konulu calismasini Minerva Ginecology dergisinde bildirmistir. Yine
Stracquadanio ve arkadaslar tarafindan “PKOS'lu kadinlarda serum AMH ile intrafollikiiler
AMH diizeyleri arasindaki iligki” arastirilmig ve Gynecology Endocrinology dergisinde
bildirilmistir (Rotterdam ESHRE/ASRM, 2004).

Son literatiirlerde kaliteli embriyo eldesi i¢in polikistik over sendromlu hastalarda hormon
takibinin énemli oldugu ve AMH, Inhibin B gibi hormonlarm biyobelirte¢ olarak kullanildig1
bildirilmistir (Pigskinpasa S ve Yildiz O, B, 2005).

Calismamizda Uremeye Yardimer Tekniklerinden ICSI ( Intra-Cytoplasmic Sperm Injection)
uygulanmis, PKOS’lu ve aciklanamayan infertiliteye sahip hastalarin  verileri
degerlendirilmistir. 2016 ile 2017 tarihleri arasinda Ota-Jienemed Hastanesi IVF Merkezi'ne
bagvuran PKOS (31) ve aciklanamamis infertilite (115) tanis1 almis, ICSI ile IVF (yardimci
tireme teknigi) tedavisi goren 146 kisi ¢aligmaya dahil edilmistir. Calismada kontrol grubu
olarak aciklanamayan infertiliteli hastalar kullanilmistir. Bagka herhangi bir sistemik hastaligi
olmayan 20 yas iistiindeki ve 40 yas altindaki ve eslerinde erkek faktorii bulunmayan (normal
semen analizi) kadinlar ¢alismada degerlendirilmistir. Hastalara ait sayisal veriler/bulgular

Independent T Test, Kruskal Wallis Test ve Anova Analizi ile degerlendirilmistir.

Giincel literatiire katki saglamasi amaciyla PKOS’lu hastalarda kadin ve erkek yasi, viicut kitle
indeksi (VKI), total embriyolarin sayisi, fertilize oosit sayisi, total embriyo sayisi, hormon
parametreleri (FSH, HCG giinii E2, LH, inhibin B, AMH, LH/FSH), embriyo takibi (GV,
Dejenere, MI, MII, erken boliinme), sperm parametreleri, gebelik oranlar1 tez projesi
kapsaminda degerlendirilmistir. Calismanin amac1 Uremeye Yardimci Tekniklerde (UYTE),
PKOS’lu hastalara, tedavi yaklagimina hormonal parametrelere bagli olarak embriyo diizeyinde

katki saglanmasidir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. GAMETOGENEZ

Fertilizasyonun (Dodllenme) olabilmesi i¢in erkek ve disi lireme hiicrelerinin olgunlagsmasi
evresidir. Erkek ozellesmis cinsiyet hiicreleri (germ hiicresi) spermiyum; disi 6zellesmis
cinsiyet hiicreleri ovumdur. Erkek bireydeki olgunlasma evresi spermatogenez adini alirken

disiler gametogenez adini alir (Akkus M, 2016).

2.1.1. Spermatogenez

Yaklasik olarak puberte (13-16) ile baslar ve yas ilerlemesi ile birlikte sperm yapim hiz1 giderek
azalir. Yaklasik olarak 9-10 hafta kadar siirer. Germ hiicreleri dnce spermatagonyumlara

farklilasir (Dogantekin E ve Ozcan S. 2016).

Pubertede, hipotalamustan salgilanan Gonadotropin-

HYPOTHALAMUS

Releasing Hormon (GnRH) etkisi ile Hipofiz 6n
lobundan, gonadotropik FSH ve LH hormonlari
salgilanir.

LH, Leydig hiicreleri {izerinden testosteron
sallmmmii uyarir. LH, sertoli hiicrelerini de
etkileyerek spermatogenezi baslatir.
Spermatogenezis’in  siirekliliginde onemli ve v

gereklidir. FSH, sertoli hiicreleri lizerinde testikiiler

TESTICLE
stivi  yapimini, intraseliiler androjen reseptor

| \ A
proteinlerinin (ABP) sentezini gerceklestirir. FSH, /“ -

LEYDIG CELL SEMVIFhHOUb
Spermatogenezis’in baslatilmasinda énemlidir (sekil o

2.1.1.1) (O’shaughnessy P ve arkadaglari, 2010).

SPERM

Sekil 2.1.1.1: Sperm Uretiminin Hormonal Kontrolii

(Dogantekin E ve Ozcan S. 2016).



Sertoli hiicreleri germ hiicreleri ile beraber testiste bulunur ve germ hiicrelerine yapisal,

immiinolojik ve besinsel destegi saglamla gorevlidir. Testosteron testisin esas endokrin

hormonudur ve spermatogeneze etkilerine ek olarak cinsel olgunlasma, sekonder seks

karakterlerinin gelisimi, genital kanallar ve yardimci bezlerin fonksiyonlarinin stirdiiriilmesinde

gorevlidir. Dolasim yoluyla tubuluslara gelen testesteronun ABP ile olusturdugu yapi,

spermatogoniumlart uyararak mitozu baslatmaktadir (O’shaughnessy P ve arkadaslari, 2010).

Spermatagonyumlar mitotik boliinme ile Tip A (kok hiicre) hiicrelerini meydana getirir. Tip A

spermatogonyumlarin bir kismi kisith sayida boliinerek Tip B hiicrelerini  (primer

spermetositleri olusturan) olusturur (Hai Y ve arkadaslari, 2014).
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Mitoz Atz (cogalma), spermatositogenez
N
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z spermiyogenez (farklilagsma)
=4
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Primer spermatosit (2n) Spermatogonyumlarm mitoz ile
J' . Mayoz sayilarint  arttirmast  goniyogenez;
< Spermatogoniyum B’lerin  primer
2 Sekonder spermatosit (2n) . . . .
& spermatosite ve spermatite biiylimesi
.§ Il. Mayoz . .
g spermatositogenez;Spermatogoniumu
2]
§ Spermatit {n) n mayoz boliinme ile DNA yapisinin
Q .. e W e .
@ Spermiyogenes yartya distiigi asama ve spermin
matiir hale geldigi spermiyogenez
ot e Semozas) asamasidir. Saglikli kosullarda bir
§ spermatogonyumdan 64 adet spermatit
D
& elde edilir. Spermatozoalarin disi
g viicudunda yasama siiresi ~2-3 giindiir
(=7
- (Sekil 2.1.1.2) (Vogl A ve arkadaslari,

Sekil 2.1.1.2: Spermatogenez (Akkus M, 2016).

1985).



Sperm Cell Basic Structure of the Human Sperm
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Sekil 2.1.1.3: Spermatozoa (olgun erkek esey hiicresi) (Danton H. O).

2.1.1.1. Semen (Ejakulat)

Testislerde yapimi tamamlanan spermatozoalarin (%10) yanisira epididimis, vas deferens,
genital bezlere (v. seminalis, prostat, bulbouretralis gibi) ait salgilar1 igeren ortamdir.
Spermatozoanin ozellikleri yani vitalite, motilite ve morfoloji ve seminal sivinin igerigi de
sperm fonksiyonu i¢in énemlidir (Bjorndahl L ve Kvist U, 2003). Normal semen degerlerini

iceren tablo ekte verilmistir (Tablo 2.1.1.1).

Tablo 2.1.1.1 : Normal Semen Degerleri (WHO 1994, ESHRE 2010).

Kriter Birim/Deger
Volim 21,5 ml
Viskozite <2cm

PH 7.2

Viabilite 2% 75
Konsantrasyon >15 mil/ml
Total sperm 39 milyon




2.1.2. QOogenez

Ovaryum salgiladigi hormonlarla genital siklusu diizenler. Oogoniumlar, disi cinsiyet hiicresini

olusturan ilk hiicrelerdir. Oogenez sonucunda ovum olusur ve tiim olaylar ovaryum iginde

gergeklesir (Sekil 2.1.2) (Cooper, TG, 2010).
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Sekil 2.1.2: Oogenez (Cooper, TG, 2010).

2.1.3. Folikiilogenez

Follikiil, ovaryumun fonksiyonel olan temel birimidir. Follikiiliin yapisini; oosit, oositi saran

graniiloza ve teka hiicreleri olusturur. Standart ve dinamik bir follikiilogenez esnasinda, her

follikiiliin igerisinde oositin biiylimesi ve olgunlasmasi;

graniiloza ve teka hiicrelerinin

proliferasyon ve gelismeleri son derece uyumlu bir sekilde gergeklesir (Matur I, Solmaz S, 2010).

Bu uyum ile olgunlasan oositin, fertilizasyona ve ardindan embriyonik gelisime hazir olmasi

saglanir (Elvin JA ve Matzuk MM, 1998).



Immatiir oositler bilyiime ve gelismeleri igin graniiloza hiicrelerine; graniiloza hiicreleri de
differensiyasyon, proliferasyon ve fonksiyon gormeleri i¢in oosite ihtiya¢ duyar. Bu dinamik
etkilesim gelisim siiresince devam eder. Gelisimin diizenlenmesinde hiicre-hiicre etkilesimleri,
endokrin-otokrin-parakrin regiilatorler, hiicrelerarasi baglantilar etkin rol oynamaktadir.
Memeli follikiillerinin gelisimini diizenleyen ana faktoriin oosit oldugunu, Eppig ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada, sekonder follikiilden izole ettikleri orta biiyiikliikteki bir oositi
primordial follikiile transfer etmis ve bu transferin follikiiler gelisimi ve somatik hiicre

differensiyasyonu iki kat arttirdigini gostermislerdir (Eppig JJ ve arkadaslari, 2002).

Kadmin tiremeyebilme siiresini belirleyen overlerindeki primordial folikiillerin sayisidir.
Duragan fazda bekleyen primordial folikiiller primer folikiillere doniiserek biiyiimeye baslarlar
ve sirast ile preantral ve antral agsamaya ulasirlar. Antral asamaya ulasan folikiiller
gonadotropinlerin etkisi ile bliylimeye baslar. Dominant folikiil se¢imi ve ovulasyon yaklasik 2
hafta sitirmektedir. Folikiil biliylimesinin antral ve sonrasmna biiylime asamalari
gonadotropinlerin stimulasyonu ile ve endokrin kontrol altinda ger¢ceklesmektedir. Antral evre
oncesi folikiil biiyiimesini yoneten faktorler ile primordial folikiillerin biiyiimeye baslamasinin
nedeni yillarca bilinmezligini korumustur. Son yillarda elde edilen veriler gostermektedir ki
primordial bir folikiilden antral folikiil olusumu tek bir hormon veya sinyal yolagindan ziyade
gonadotropinlerden bagimsiz olarak overde liretilen biiylime faktorlerinin etkisi ile aylar i¢cinde
gerceklesmektedir. Folikiillerin  gonadotropinlere olan yanitlarinin modifikasyonu ve
luteinizasyonun inhibisyonu gibi gérevleri de bu biiyiime faktorleri iistlenmektedirler (Oktem

O, Urman B, 2012).

2.1.3.1. Primordial Germ Hiicreleri

Germ hiicre hatt, ilk olarak yolk kesesi duvarindan farklilasan, gelisimin 4. Haftasi itibariyle
belirginlesen hiicrelerdir. Bu hiicreler aktif olarak ileride erkekte spermatogonia ve diside
oogoniayaya farklanacaklar1 ve gonadlar1 olusturmak iizere embriyonun arka duvarina go¢
etmektedirler. Bu primordial germ hiicreleri (PGH), go¢ ederek vitelliis (yolk) kesesi

duvarindan bagirsak yolu ile genital ¢ikintilara giderler (McNatty KP ve arkadaslari, 2000).

Oositlerin Onciileri (progenitor) ekstraembriyonik ektoderme komsu bone morphogenetic
proteinler (BMP) 4 ve BMP 8b ile BMP2 sinyali ile gelismektedir (Ying, Y ve Zhao, G, 2001).

PGH insanda ilk olarak 3-4. gebelik haftalarinda vitelliis kesesi arka duvarinin endoderminde



belirirler (Oktem O, Urman B, 2012). 7. haftaya kadar gonadin germ hiicreleri ile
kolonizasyonu tamamlanir (Celik O ve Yildirim A, 2010).

Gonada ulagan PGH daha hizli mitozla kisa siirede 6. haftada ~10.000 iken 8. haftada ~600.000,
20. haftada ise ~6.000.000’a ulasir. Bu donemden sonra mitoz azalarak, 28. haftada sona erer.
20. haftadan sonra germ hiicre sayis1 diismeye baslar (atrezi) ve yenidoganda ~1-2.000.000,
piibertede ~300-400.000 kadar1 kalir (Sekil 2.1.3.1). Bu dengedeki bir bozulma, patolojik
sonuclar dogurmaktadir (Oktem O, Urman B, 2012).
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Sekil 2.1.3.1: Germ hiicrelerinin yasa gore sayisal degisimi

(Oktem O, Urman B, 2012).

2.1.3.2. Primordial Germ Hiicrelerin Oosite Doniisiimii

PGH'ler overe ulasinca ismi oogonia olur. Oogonia PGH'e gore daha hizli mitotik aktivite
gosterir. Mayoz boliinm oOncesi ¢ok sayida mitoz boliinme gegirirler. Oogonialarin mitotik
aktivitesi anlasildig1 lizere over rezervinin ne kadar olacagin1 da belirler. Mayoz 6ncesi son
mitoz dongiisiinde tamamlanmamis hiicre boliinmesi ile oogonialar birbirlerine sitoplazmik
kopriilerle baglanarak sinsisyum olustururlar. Mayoza baslama sinyalinin diger oogonialara da
bu yolla aktarildigi diisiiniilmektedir. Mayozun hemen 6ncesinde DNA sentezinin baslamasi ile
oogonial donem sona erer ve oosit donemi baglar. Meydana gelen oositlere primer oositler adi
verilir. Mayoza giris 8 ile 13. haftalar arasinda olmaktadir ve Stra8 geni bu asamada oldukca

onemlidir (Baltus, A E ve arkadaslari, 2006).



2.1.3.3. Primordial Folikiil Olusumu

Insanda primordial folikiil gelisimi ~16. Haftada baslayip ~6. aya kadar siirer. Over rezervini
temsil eden primordial folikiiller tek katl1 yass1 granuloza hiicreleri ile ¢evrili, diploten (Mayoz
I- Profaz) ossit’ten olusur. Promordial folikiillerin granuloza hiicreleri ile g¢evrelenmesi
oogonia’yi atreziden korur. Yenidoganlarda oldugu gibi 28. haftadan sonra mayoza girmemis

oogonia da artik overde gézlenmemektedir (Celik O ve Yildirim A, 2010).
2.1.34. Primordial folikiillerin Primer Folikiile Doniisiimii

Primordial folikiiller dormant fazdan biiyiimenin baslamasi ile primer asamaya gecerler.
Primordial folikiillerin primer foliikiile gegisi esnasinda granuloza hiicrelerinin yass1 formdan
kiibik hale gelmesi, ¢apinin artmasina neden olur (Rankin, T ve arkadaslari, 1996). Bu siiregte
retinoblastoma proteini ve c-kitin rolii oldugu diisiiniilmekte ve ¢alismalar devam etmektedir.
Retinoblastoma proteininin ekspresyonu, biiylime fazindaki preantral follikiilde en fazladir ve
bir tirozin kinaz reseptorii olan C-kit, oositten eksprese edilmektedir. C-kit’in ligand1 olan kdk

hiicre faktorii (SCF) ise graniiloza hiicrelerinden eksprese edilmektedir.

Follikiillogenezde oositin biiylimesi, oositten eksprese edilen kit reseptoriine karsilik graniiloza

hiicrelerinden salinan kit ligand etkilesimiyle diizenlenmektedir (Oktem O ve Oktay K, 2008).

2.1.3.5. Primordial Folikiilden Primer Folikiil Déniisiimii Aktive/inhibe Eden
Faktorler

Gelisen follikiil havuzunda baz follikiillerin gelismesi, bunun

Tablo 1.2.3.5.1: Primordial
Folikilleri Aktive Edici Faktorler

yaninda diger follikiillerin gelisimlerinin durmasi1 anti-

miillerian hormon (AMH) ile iligkilendirilmektedir. Anti-

mullerian hormon (AMH, Mullerian inhibiting substance) Sinyal/Faktor
Transforming Growth Factor-Beta (TGF-8) ailesinin bir *Kit-ligand
tiyesidir (Durlinger, A L ve arkadaslari, 2002). AMH *BMP-4
*BMP-7
bliylimekte olan folikiillerin  granuloza hiicrelerinden *BMP-15
salinmakta olup ilerleyen yas ve azalan over rezervi ile birlikte *FGF-2
*KGF
AMH diizeyleri de diiser. AMH’nin gelisen follikiillerden *GDE-9
tiretildigi ve bu iiretilen AMH nin komsu primordial follikiiller *LIF

tizerindeki negatif parakrin etkisi ile onlarin gelisimini inhibe
ettigi diisiiniilmektedir (24). Primordial folikiillerin aktive olup
biliylimeye baglamasinda rol alan baz1 aktive edici sinyaller de

bulunmaktadir (Tablo 1.2.3.5.1) (Oktem O ve Oktay K, 2008).



Primordial folikiillerin primer folikiillere aktive olmalari, fetal
hayatta baglayip menopoza kadar siirmektedir Primordial
folikiilleri
bulunmaktadir (Tablo 1.2.3.5.2). Inhibitoér molekiillerden biri

duragan fazda tutan bazi inhibitér sinyaller

veya birkaginin fonksiyonunu kaybetmesi ile primordial
folikiiller tekrar aktive olmaktadir (Oktem O ve Oktay K,
2008).

2.1.3.6. Folikiil Biiyiimesi

Granuloza hiicrelerinin mitoz boliinmeler ile ¢ok tabakali hale
gelmesiyle oosit capinda da bir artis gozlenir ve teka hiicreleri,
bazal lamina, zona pellusida olusumu gerceklesir. Graniiloza
ve oosit hiicreleri arasinda glikoprotein yapida zona pellusida
(ZP) matriksi salgilanir (primer follikiil asamasinda). ZP’nin
ZP1, ZP2 ve ZP3 olmak iizere ii¢ glikoproteini bulunur ve
ZP’nin major komponentlerinden olan ZP3 yoklugunda,
farelerde, follikiilogenezin devam ettigi ancak oviile olduktan
sonra oositlerin oviduktlara yapismasi nedeniyle bu farelerin
infertil oldugu gortilmiistiir (Matur I ve Solmaz S, 2010).

Folikiil ¢apinin ~2-3 katina ¢ikmasiyla antral sathaya gecilir.
Bu silirecin  gergeklesmesi insanda aylar siirer ve
gonadotropinlerden bagimsizdir. Primer folikiilden preantral
folikiile gecerken bazi ative edici ve inhibe edici faktorler

bulunmaktadir (Tablo 1.2.3.6) (Oktem O, Urman B, 2012).
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Tablo 1.2.3.5.2: Primordial
Folikiilleri Inhibe Edici Faktorler

Sinyal/Faktor

*PTEN
*Tsc-1/Mtorcl
*Foxo3a
*Foxo2

*P27

*AMH

Tablo 1.2.3.6: Folikiil Bliytimesini
Inhibe ve Aktive Edici Faktorler

Aktive Edici Sinyal/Faktor

-Aktivinler (Ozellikle A)
(Granuloza Hiicrelerinden Salinan)
-TGF-p (p1-2-3)

(Granuloza ve Teka Hiicrelerinden
Salinan)

-BMP-4, BMP-7

(Teka hiicrelerinden salinan)
-GDF-9, BMP15

(Oosit kaynaklr)

Inhibe Edici Sinyal/Faktor

-AMH

(Granuloza Hiicrelerinden Salinan)




Folikiil bliylimesine teka hiicrelerinin katkisi; overde granuloza hiicrelerine dstrojen sentezi i¢in
prekiirsorler saglamalari, BMP-4 ve BMP-7 faktorleri ile folikiilleri primer agamadan itibaren
biiyiitmekte olmalaridir ve bu faktorlerin FSH sinyal yolagini modifiye ederek Ostrojen
sentezini uyarirken progesteron sentezini baskilamalaridir (Oktem O, Urman B, 2012). Teka
hiicrelerinden salinan Hepatocyte Growth Factor (HGF) ve Keratinocyte Growth Factor (KGF)
dogrudan etkisi yaninda granuloza hiicreleri ile etkileserek Kit-ligand (KL) ekspresyonunu

arttirir ve folikiil gelisimini uyarir (Sekil 2.1.3.6.1) (Kezele P ve arkadaslari, 2005).

TGF  Activin
BMP4  GDF-0
BMP-7  BMP-15

-

Antimullerian hormon

Sekil 2.1.3.6.1: Folikiil gelisimi ve gelisimde rol alan faktorler/hormonlar (Oktem O, Urman
B, 2012).

Granuloza hiicreleri vaskiilarize degilken teka hiicereleri vazkiilerize olmasi nedeniyle bazal
lamina kan-folikiil bariyeri gibi calisir. Granuloza hiicreleri ve oosit arasindaki baglanti gap
Jjunction ag1ile saglanir. Connexin proteinleri sayesinde hiicreler arasindaki; metabolik degisim,
sinyal iletimi ve molekiillerin gegis islevleri siirdiiriiliir. Ozellikle Connexin 37 ve 43 proteinleri

folikiil gelisiminde etkin rol oynamaktadir (Sekil 2.1.3.6.2) (Juneja S.C. ve arkadaslari, 1999).
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Sekil 2.1.3.6.2: izole edilmis insan ovariyan folikiil. A. Primordial folikiil, B. Primer folikiil,

C. Tek katmanli biiyiimiis graniiloza hiicreli primer folikiil D. Iki katmanl folikiil E. Preantral
folikiil (3 katmanli) F. Preantral folikiil (4 katmanli) (Oktay K ve arkadaslari, 1997).

2.1.3.7. Folikiil Secimi

FSH folikiil biiyiimesindeki kritik 6nemini antral donemde gosterir. Belirli sayida antral folikiil
FSH etkisi ile daha da biiyiiyerek dominant folikiil se¢ilimine gider (Sekil 2.1.3.7) (38).
Biiylimenin devaminda kritik olan; folikiillerin gonadotropinlere olan yanitlaridir. FSH’ya
duyarliligin arttirllmasiyla dominant folikiil secilimine temel olusturulur. Yapilan ¢aligmalar
folikiil se¢im siirecinin otokrin-parakrin diizeyde lokal olarak salinan faktdrler/hormonlar
(Aktivin, BMP-6, GDF-9 ve BMP-15, BMP-2, BMP-3b, BMP-4, BMP-7 gibi) araciligiyla
oldugunu gostermektedir. Bu faktorlerin etkilesimleri ile folikiil biiylimesi ya da gerilemesi ve
ovulasyon gergeklesmektedir. Aktivin-A (granuloza kaynakli), TGF-B ve BMP-6, BMP-4 ve
BMP-7(teka kaynakli) daha biiytlik preantral ve antral folikiillerden salinir ve kiiciik folikiiller

icin androjen destegini azaltarak biiylimelerini engellerler (Mizunuma H ve arkadaslari, 1999).
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Sekil 2.1.3.7: Yas artisina bagli germ hiicre sayis1 degisimi (Oktem O ve Urman B, 2010).
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2.1.4. Folikiil Biiyiimesine Endokrin Acidan Yaklasim

8. kromozomdan kodlanan bir hormon olan GnRH’nun giiniimiizde; GnRH-I, -II ve III olmak
tizere 3 farkli izoformunun oldugu bilinmektedir. GnRH-I ' in aksine GnRH-II nin FSH ve LH
salinimin1 uyarma etkinliginin ¢ok daha az oldugu caligsmalar ile gdsterilmis. Yani mevcut
sonuglar GnRH-II'nin asil islevinin gonadotropin salimimint  sagladigi  goriisiini

desteklemektedir (Cheung, L W ve Wong, A S, 2008).

Insanda GnRH salinim1 ¢ok karmasik mekanizmalar igerir ve salinim diizeyinde karsilasilan
olumsuzluklar sonucunda FSH ve LH hormon diizeyi, over fonksiyon ve ovulasyon
bozukluklar1 ile karsilasilmaktadir. Hipogonadotropik hipogonadismde puberte gelisiminin

olmamasi 6rnegi verilebilir (Falardeau J ve arkadaslari, 2008).

GnRH, tiim tireme sisteminde fonksiyonel bir dneme sahiptir ve FSH ve LH salinimini uyarir,
FSH ve LH da gonadlarda Ostrojen, testosteron, progesteron ve androstenedion ile inhibin,
aktivin gibi faktorlerin salinimina yol acar. GnRH’1n pulsatil salinmasi ile FSH ve LH salgisini
uyarict yonde etki gosterirken; stirekli salinimi FSH ve LH salgisini durdurucu yonde etki eder
(Sekil 2.1.4.1). GnRH salimimiyla puberte baslamaktadir (Sekil 2.1.4.2) (Hall, J E ve
arkadaslari, 2009).
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Sekil 2.1.4.1: GnRH salimmma bagh olarak FSH ve LH diizeylerinin degisimi

(http://www.gettyimages.com).
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Sekil 2.1.4.2: Menstrual siklus (http://www.gettyimages.com).
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2.14.1. Ovulasyon

Ovulasyon LH seviyesinin maksimuma ulagsmastyla baslar. Ovulasyondan hemen 6nce ya da
ovulasyon sirasinda I. Mayoz boliinme gerceklesir. I.mayoz boliinme sonunda bir sekonder
oosit bir de polar cisimcik meydana gelir. Her ikisi de 23 kromozoma sahiptir ve DNA miktar1
2n’dir. Sekonder oosit II. Mayoz béliinmeye giderek fertilizasyonla siser ve 1dk igerisinde

yirtilir.

Ovulasyonda sekonder oositin atilmasiyla graff folikiiliiniin kalan kisminda teka interna iceriye
dogru girinti yapar ve teka damarlarinin da yirtilmasiyla agiga c¢ikan kan, folikiil igerisine
sizarak dolar. Olusan bu yapiya “corpus luteum hemorojiam” adi1 verilir (Oktem O ve Urman

B, 2010).

Graniiloza ve teka hiicreleri biiyiirken i¢lerine lutein pigmenti ve lipid birikir. Pigmentin rengi
sar1 oldugu i¢in olusan yapiya da corpus luteum (sar1 cisim) adi verilir ve Ostrojen ve
progesteron salgilamakla gorevlidirler. Gebelik yok ise corpus luteum 10 giin kadar varligini

stirdiiriir ve sonra kaybolur (Oktem O ve Urman B, 2010).
2.2. IMPLANTASYON ONCESi EMBRIiYO SURECI

Tuba uterinanin ampulla bolgesinde disi ve erkek gametlerin birlesmesi ile gergeklesir (Sekil
2.2.1). Spermiumlar disi genital yollarinda ~24 saat canliligin1 koruyabilmektedir. Disi genital
sistemine giren spermiumlar dollemme yeteneginde degildir. Déolleyebilme yetegini
kapasitasyon ile kazanmaktadir. Kapasitasyon disi genital yollarinda ilerledik¢e kazanilir ve
yaklasik 7 saat siirer. Akrozom boélgesindeki glikoprotein kilifinin ve seminal plazma
proteinlerinin ortamdan uzaklastirilmas: ile kapasitasyon kazanilir. Akrozom reaksiyonunun
Hyaluronidaz, Tripsin benzeri maddeler, Akrozin enzimlerinin etkisi ile tamamlanmasi
gerceklesir. Zona pellicuda (ZP3)’ya penetrasyon sirasinda spemiyum ve oosit membranlari
kaynasir ve spermium hiicre membranini disarida birakarak sadece bas ve kuyruk kismu ile
birlikte iceri girer. Erkek ve disi pronukleuslar1 kaynasir ve iki pronukleusda DNA replikasyonu
olur (Sekil 2.2.2) (Alberts B ve arkadaslari, 2002).
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Sekil 2.2.1: Akrozom reaksiyonu, Penetrasyon, Membran Fisyonu (Alberts B ve arkadaglari,

2002).
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Sekil 2.2.2: Fertilizasyon ve Proniikleus kaynasmasinin gosterilmesi (Alberts B ve arkadaslari,

2002).

Fertilizasyonun devaminda diploid sayida kromozom, klivaj (yariklanma) olusumu, esey

belirlenmesi gergeklesir. Fertilizasyon normal sartlarda 12-24 saat icinde gergeklesir (Alberts

B ve arkadaslari, 2002).

2.2.1. Fertilizasyon Asamalari

I.Spermium korona radiatadan geger,

Il.Spermium zona pellusidadan geger,

lll.spermium ve oosit hiicre membranlariin birlesir,

IV.Sekonder oosit mayoz II’yi tamamlar ve ardindan disi pronukleus olusur,

V.Erkek pronukleusu olusur,

V1.Disi ve erkek pronukleusunun fizyonu gergeklesir (Alberts B ve arkadaglari, 2002).
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2.2.2. Embriyo Takibi

Fertilizasyon sonucunda olusan hiicre zigottur ve yeni bir insanin baglangicidir. Zigot
yariklanma (klivaj) siirecine girer ve mitotik faz baslar. Her bir hiicreye blastomer denir.
Yariklanma siirecinde zigotun boyutunda degisme gozlenmezken blastomerler kiigiiliir.
Fertilizasyon sonrasi zigot; ~22-30 saatte 2 blastomere; ~2. glinde (30-40 saat) 4 blastomer;
~3. glinde (40-72 saat) 12-16 blastomer (erken morula); ~4. giinde (72-96 saat) 16-32 blastomer
(gec morula) ulasir. Ge¢ morulanin igerisine hiicrelerden sivi salgisi ile merkezinde bir bosluk

(blastosol) olusur ve olusan yapi blastosisttir (ESHRE, 2016).

2.3. POLIKISTiK OVER SENDROMU (PKOS)

Polikistik over sendromu dogurganlik c¢agindaki kadinlarda en sik goriilen endokrin
bozukluktur. Overian hiperandrojenemi sendromu olarakta bilinir. ilk kez 1935 yilinda Stein
ve Leventhal tarafindan, yedi hastadan olusan bir seride polikistik overler ve amenore

birlikteligi seklinde rapor edilmistir (Pigskinpasa S, Yildiz O,B, 2005).

1958’de McArthur ve arkadaslart benzer belirtiler ile gelen hasta gruplarinda idrar LH
seviyesinin yliksek oldugunu saptamislar. Yiksek LH ve testosteron diizeyleri tanida bu
tarihten itibaren kullanilmaya baslanmistir. 1980°li yillarda serum LH/FSH oranmnin yiiksek
bulunmasi ile de bu kriter tanida yerini almistir. 1981°de Saurberi ve Cooperberg tarafindan ilk
kez USG’de polikistik over goriintlisi alinmistir. Daha sonraki g¢alismalar transvajinal
ultrasonografinin (TVUSG) kullanimimin degerlendirmede daha iistiin oldugu gosterimistir

(Hreinsson, J G ve arkadaglar1, 2002).

2.3.1. Tam

En yaygin kullanilan tani kriterleri, 1990 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik
Enstitiiler1 (NIH) tarafindan diizenlenmis bir konferansta belirlenmistir (8). Buna gore, PKOS
tanist i¢in klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular: ile kronik anoviilasyon
bulunmasi ve Cushing sendromu, hiperprolaktinemi, klasik olmayan konjenital adrenal
hiperplazi gibi PKOS benzeri klinige yol agabilecek diger nedenlerin diglanmasi gereklidir.
2003 yilinda diizenlenen bir uzman toplantisinda, 1990 NIH kriterleri yeniden diizenlenmis ve

oncekine benzer sekilde diger etyolojik nedenler dislandiktan onra sendrom tanisinin {i¢
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kriterden ikisinin birlikteligi ile koyulmasi 6nerilmistir Tablo2.3.1)(Rotterdam ESHRE/ASRM,
2003).

Tablo 2.3.1: Polikistik over sendromu tani kriterleri (Rotterdam ESHRE/ASRM, 2003).

1990 NIH Tam Kriterleri 2003 Rotterdam yeniden gozden

gecirilmis tam Kkriterleri*

Kronik anoviilasyon Oligo-anoviilasyon

Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm | Klinik ve/veya biyokimyasal
bulgular1 ve diger etyolojik nedenlerin ekarte | hiperandrojenizm bulgular

edilmesi

Polikistik overler ve diger etyolojik

nedenlerin ekarte edilmesi

* Tant igin ti¢ kriterden ikisinin bulunmas1 gerekmektedir.

Kronik anoviilatuar infertilitenin en sik nedeni olan PKOS, tip II DM, dislipidemi,
kardiyovaskiiler hastalik ve endometriyal karsinoma gibi saglik riskleri tagimasi nedeniyle son
zamanlarda bir halk saglig1 problemi olarak 6n plana ¢ikmaktadir Pigskinpasa S, Yildiz O,B,
2005).

PKOS genellikle peripubertal donemden itibaren baslayan menstriiel diizensizlikler (oligo-
amenore, vs.), hiperandrojenizm bulgular1 (hirsutizm, akne, ciltte yaglanma,vs) ve infertilite ile
karsimiza ¢ikmaktadir. Obezite birlekteligi de %40-60 diizeylerinde goriilmektedir (60).
PKOS’li olgularda menstriiel sikluslar1 siklikla diizensiz olmakla birlikte, %20 siklikta ise
diizenli olabilecegi bildirilmistir (Pigskinpasa S, Yildiz O,B, 2005).

PKOS’da en sik goriilen hiperandrojenizm bulgusu hirsutizmdir. Hirsutizm modifiye Ferriman-
Gallwey metodu ile degerlendirilir. Bu metot ile {ist dudak, ¢ene, gogiis bolgesi, sirtin alt ve
tist kisimlari, alt ve iist abdomen, kol ve bacaklarin iist kistmlar1 olmak iizere toplam dokuz
alanda kil dagilimi1 0-4 arasinda skorlandirilarak toplam Ferriman-Gallwey skoru > 6 hirsutizm
olarak tanimlanir (Hatch R ve arkadaslari, 1981). Klinik bulgularin PKOS diisiindiirdiigii
olgularda biyokimyasal testlerle ve ultrasonografik bulgularla desteklenebilir. Hastalarin

laboratuvar degerlendirmesinde hiperandrojenemi gozlenir. Bu bulgulara ek olarak LH ve
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LH/FSH diizeylerinde artma gozlemlenebilir. %25-60 kadar olguda da insiilin direnci ve

hiperinsiilinemi saptanabilir (Legro RS ve arkadaslari, 1998).

PKOS’lu bireylerde normal overe kiyasla yaklasik 6 kat daha fazla preantral folikiil vardir. Bazi
genlerin expresyonundaki bozukluk oosit kalitesinde bozulmalara neden olmaktadir (Sekil

2.3.1) (Wood JR ve arkadaslari, 2007).

A0S
Lo Ej )
6} N ONe b %
-~
~ P A
\“> £08 s, il
& ;m?\ ~EGF VEGF
Extraovarian ‘/ FSH \1 ::‘: 2‘:::;‘ Int;ao:rarlan
Factors L Insulin \ R ) actors
\\\ﬁdm’ﬂ/ \_TGFp /ﬁ//

PN
— @

R
Poor Embryo (¢ O)
\ of
\ 4

Sekil 2.3.1: PKOS’li bireylerde IVF basarisin1 olumsuz yonde etkileyen faktorler (Qiao
J ve Feng HL,, 2010).
2.4. INFERTILITE
Infertilite, reproduktif cagda olan bir giftin herhangi bir dogum kontrol yéntemi kullanmaksizin,

en az iki y1l diizenli cinsel iligkisine ragmen gebeligin olusmamasi olarak tanimlanir (Kandemir

Deniz, Y, 2013).

2.4.1. Aciklanamayan infertilite

Bir yil korunmasiz cinsel iliski sonrasi gebelik elde edemeyen ciftlerde yapilan temel
degerlendirmede (sperm analizi, ovulasyon testleri, kavite ve tubalarda patoloji olmadigin
gosteren histerosalfingogram) ve ultrasonografik degerlendirmenin temel degerlendirmeye
eklenmesi ile herhangi bir patolojiye rastlanmamasi olarak tanimlanmaktadir (Mutlu M.F ve

arkadaslari, 2013).
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3. MATERYAL-METOD

2016 ile 2017 tarihleri arasinda Ota-Jienemed Hastanesi IVF Merkezi’ne basvuran PKOS (31)
ve acgiklanamamus infertilite (115) tanist almis, ICSI ile IVF (yardimci iireme teknigi) tedavisi
goren 146 kisi calismaya dahil edilmistir. Calismada kontrol grubu olarak agiklanamayan
infertiliteli hastalar kullanilmistir. Bagka herhangi bir sistemik hastaligi olmayan 20 yas
istiindeki ve 40 yas altindaki ve eslerinde erkek faktorii bulunmayan (normal semen analizi)

kadinlar ¢alismada degerlendirilmistir.

Oosit Toplama

Overlerin stimiilasyonu, GnRH analoglar1 yada folikiil stimulan hormonlar (FSH) birlikte
kullanilarak indiiksiyon protokolii gerceklestirildi. Hastanin folikiilleri yeterli biiytikliige (18
mm ve lizeri) ve dstrojen seviyesi istenilen seviyeye ulastiginda HCG enjeksiyonu yapilarak
35-36 saatler arasinda OPU islemi yapildi. islem sonrasi oositler SSM igine alinarak 2 saat
beklemek iizere %6 CO2 ve %5 O2 igeren 37°C inkiibatdre alindi. 2 saat sonunda hyaluronidaz
enzimi yardimi ile mHTF igerisinde oosit kumulus disseksiyonu gerceklestirildi ve M2

fazindaki oositler ayrilarak ICSI islemine kadar kiiltiir mediumuna alindu.

Sperm Hazirhg

Hastalarin eslerinden alinan sperm drneklerinde 3 giinliik cinsel perhiz sonrasi mastiirbasyon
yontemi, makroskobik fiziksel analiz ve mikroskobik olarak Kruger kriterlerine gére morfoloji
degerlendirmesi bulunmaktadir(74). Mikroskobik degerlendirme, Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
laboratuvar kilavuzuna gore; sperm konsantrasyonu, semen voliimii,sperm motilitesi ve
morfolojisi kaydi degerlendirilmistir (74).Sperm hazirlig1 i¢in standart olarak tiim vakalara

Isolate Sperm Speration Medium kullanilarak gradient yontemi uygulanmigtir.

Mikroenjeksiyon Islemi (ICSI)

ICSI islemi Hoffman modiilasyonu olan inverted mikroskob kullanilarak 37°C > de X400
biiyiitme kullanilarak yapildi. ICSI islemi 6nceden hazirlanarak 37°C ° de minimum 30 dakika
bekletilmis ICSI kabr igerisinde Hepes tamponlu HTF mediumu kullanilarak yapilmigtir.
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Fertilizasyon ve Embriyolarin Degerlendirilmesi

Mikroenjeksiyon isleminden sonra birinci giin sabah1 16-18 saatlerde dollenme kontrolleri
yapildi. Embriyolar transfer edilecekleri yada dondurulacaklar giine kadar 4.giin hari¢ diger
giinler kontrol edildiler. Embriyolarin ilk 3 giinliik gelisimlerinden fertilizasyon, 2.giin,3. Giin

ve 5. Giin embriyo degerlendirmeleri sisteme yiiklendi.

Bu ¢alismada yapilan islem verilerinden kadin ve erkek yasi, VKI, hormon parametreleri (FSH,
HCG giinii E2, LH, inhibin B, AMH, LH/FSH), total oosit sayisi, fertilize oosit sayisi, total
embriyo sayisi, embriyo takibi, GV, Dejenere, MI, MII, erken boliinme, sperm parametreleri

ve gebelik oranlar1 degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Istatistik Degerlendirmesi

Calismadaki hastalara ait sayisal veriler/bulgular Independent T Test, Kruskal Wallis Test,

Anova ve ROC analizi ile degerlendirilmistir.

PKOS’lu hastalarda kontrol grubuna gore; hastalarin eslerine ait sperm parametreleri, yaslar

degerlendirildiginde aralarinda anlamli diizeyde bir fark bulunmamistir.

Klinik acidan hastalarin eslerine ait semen degerlendirildiginde de Ol¢iilen parametre degerleri

referans degerleri arasinda yer almaktadir.

Tablo 4.1.1: Sperm Analizi ve Erkegin Yasina Ait Veriler

Degisken Kontrol Grubu PKO Grubu |P Degeri
Erkek Yasi 35,65 +£5,37 3434+ 6,62 |AD
Sperm Konsantrasyonu 61,15+47,12 54,47+ 54,12 |AD
Motilite 30,69 + 15,97 29,65 +£ 14,65 |AD
Morfoloji 3,76 £ 3,55 3,40 + 3,23 AD

Erkek faktoriiniin olmadigi gosterilen PKOS hastalar1 ve kontrol grubunun degerlendirilmesi
yapilmigtir. PKOS’lu hastalarin kontrol grubuna gére Viicut Kitle indeksleri (VKI), AMH,
LH/FSH ve Antral Folikiil Sayis1 (AFS) verileri anlaml diizeyde yiiksek bulunmakla birlikte,

uygulanan Gonadotropin tedavi diizeyleri diisiiktiir (Tablo 4.1.2).

Tablo 4.1.2: Demografik ve Endokrin Verilerin Analiz Sonuglari

Degisken Kontrol Grubu PKO Grubu | P Degeri
Kadin Yasi 32,24 + 4,89 31,42 + 5,93 AD
VKI (BMI) 24,48 + 4,35 28,50 + 5,03 0,013
Toplam Unite 1748,27 +
(Gonadotropin) 2629,13 £1168,51 613,82 0,002
2264,83 +
HCG Giinii E2 1173,43 + 866,85 1794,5 AD
Inhibin B 79,69 + 49,78 74,80 + 47,83 AD
AMH 2,92 +£2,14 5,76 £ 3,02 0,0002
FSH 6,56 + 2,30 5,67+293 AD
LH 2,91+ 1,24 3,76 + 1,07 AD
LH/FSH 0,55 £ 0,24 0,84 +0,22 0,032
AFS 6,98 + 3,55 15,28 + 6,76 0.0001
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AMH ve LH/FSH’1n Gebeligi Ongormesi

o AMH degerinin ortalama 3,25 ng/ml {lizerinde olmasi ile gebelik sansin1 yiikseltmekte

olup, sensitivitesi %76, spesifitesi %69’dur (P=0,006) (Grafik 4.1.1).

AMH
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T e T R TR
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100-Specificity

Grafik 4.1.1: AMH’nun gebelik sansina sensitivitesi ve spesifitesi

LH/FSH oram1 0.68 altinda seyretmesi halinde gebelik sansimi diisiirmekte olup

sensitivitesi %63, spesifitesi %76 dir (P=0,032) (Grafik 4.1.2).
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Grafik 4.1.2: LH/FSH oraninin gebelik olasilig iizerine etkisi
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o AMH ve LH/FSH diizeyi gebe olan PKOS’lu hastalarda gebe olmayan PKOS’lu
hastalara gore anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (Tablo 4.1.3) (Grafik 4.1.3).

Tablo 4.1.3: PKOS Gebelik Verileri

Gebelik Varken PKOS
Hastalarina Ait Gebelik Yokken PKOS (P

Veriler Hastalarina Ait Veriler | Degeri

AMH 5,05+3,40 2,97 +2,76 0,03

LH/FSH | 0,95 + 0,94 0,64 +0,40 0,048

0,06
0,04

0,02

P Degeri

B AMH 5,05 + 3,40 2,97 £ 2,76
M LH/FSH 0,95+ 0,94 0,64 + 0,40

Grafik 4.1.3: PKOS Gebelik Oranlarinin Gosterilmesi
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PKOS hastalar1 ve kontrol grubuna ait embriyo parametreleri incelendiginde PKOS’li
hastalarda diger gruba gore total oosit sayiisi, GV ve dejenere oran1 anlamli diizeyde (P<0,05)
yiikksek bulunmustur. Ancak iki grup arasinda total embriyo, Mayoz 1 (MI), MII, Klivaj

olusumu, PN skoru, boliinmeler ve gebelik oranlar1 anlamli bulunmamustir.

Tablo 4.1.4: Embriyo Takip Verileri

Degisken Kontrol Grubu PKO Grubu P Degeri
Total Oosit 7,97 +4,27 11,22 + 6,78 0,01
Graniillii Oosit 4,27 +£2,76 4,03 +3,24 AD
Total Fertilize Oosit 439+29 5+3,17 AD
Total Embriyo 4,47 + 2,80 4,93 + 3,37 AD
Total Grade 1 2,70 £ 1,77 2,73 +1,93 AD
Total Grade 2 2,03 +1,34 2,45 +£1,26 AD
GV 1,054 + 1,422 2,263 + 2,88 0,011
Dejenere 0,608 + 0,962 1,31 £2,08 0,032
MI 0,123 +£ 0,406 0,105+ 0,315 AD
MII 6,13 £3,55 7,63 £ 4,42 AD
Erken Klivaj 1,72 £ 0,44 1,75+ 0,43 AD
2. Giin 4 Hiicre 3,16 £2.2 3,25+2,21 AD
3. Giin 8 Hiicre 2,79 £ 1,65 2,66 + 1,68 AD
PN Skorl 4,27 +2,88 5,17 £ 3,08 AD
Niikleolus Z1 Skoru 2,87 £2,84 2,95+231 AD
Niikleolus Z2 Skoru 2,34+ 1,55 2,65+1,33 AD
Gebelik Orani (12 hafta)(%) |22 23,4 AD
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S. TARTISMA

Bu calismada Polikistikover sendromlu hastalarda hormon parametrelerindeki degisimin
embriyo kalitesine ve gebelik oranlarina etki gosterip gostermedigine, etkisi var ise ne diizeyde
etki gosterdigini anlamaya yonelik retrospektif nitelikte bir ¢calisma amaglanmistir. Polikistik
over sendromu reprodiiktif endokrinoloji alaninda yaklasik olarak kadinlarda %6 civarinda
ortaya ¢ikan bir problemdir. Reprodiiktif hormonlarin dengesinde goriilen anormallikler
anovulasyon, hiperandrojenizm, ve ultrasonografide polikistik over goriinimii ile
sonug¢lanmaktadir. Gliniimiizde Polikistikover sendromlu hastalarda hormonal parametrelerin
degerlendirildigi oldukca fazla literatiir bilgisi bulunmaktadir. Ancak embriyo takibinde
demografik verilerin ve hormon parametrelerinin birlikteligine yonelik az literatiire
rastlanmaktadir. PKOS’lu hastalarin oosit ve embriyo kalitesini arttirmaya ve saglikli gebelikle

sonlandirilmasina yonelik ¢alismalara katki saglanmasi amacglanmaistir.

Bilindigi tizere PKOS’lu hasta grubunda oositin biiyiimesi, geslismesi olduk¢ca Onem
tasimaktadir. Bir¢ok faktoriin etkisi ile maturasyonu, embriyo gelisimi vs. kontrol edilmektedir.
Bu faktorlerden birisi de C-kit reseptdrii ve ligandi arasindaki etkilesimdir. Follikiilogenezde
oositin biiyiimesi, oositten eksprese edilen kit reseptoriine karsilik graniiloza hiicrelerinden
salinan kit ligand sinyalizasyonu ile diizenlenmektedir. Son yillarda transjenik fareler tizerinde
yapilan ¢aligsmalar; over i¢cindeki (oosit, granuloza ve teka hiicreleri, stroma) sinyallerin otokrin-
parakrin etkilesimleri ile primordial folikiillerin primer basamaga ulastiklarin1 gostermektedir
(Oktem, O ve Oktay, 2008). C-kit ve ligandinin etkilesimi ile uyarilan yolagin eksikligi
durumunda, fare oositleri primordial agsamadan ileri gelisim gosterememistir. Bu nedenle, c-

kit’in, primer follikiil gelisimde rolii oldugu diistiniilmektedir (Lange U C ve arkadaslari, 2003).

AMH’nin primordial folikiilden primer folikiile gecisi inhibe ettigi giiniimiizde yapilan
caligmalar ile artik bilinmektedir. AMH geni olmayan farelerde primordial folikiillerden primer
folikiil gelisiminin hizli oldugu gosterilmistir (Durlinger, A L ve arkadaslari, 2002). AMH son
zamanlarda over rezervinin bir belirteci olarak ortaya ¢ikmistir. Siklus i¢i ve siklusdan siklusa
diizeyleri az degiskenlik gostermesi 6zelligi onu over rezervinin iyi bir belirteci yapmaktadir
(Ebner, T ve arkadaglari, 2002). Antimiillerian hormon seviyesinin PKOS olgularinda normal
olgulara gore 2-3 kez daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Wiweko B ve arkadaslari, 2014).
Bizim ¢alismamizda da bu sekilde sonug elde edilmistir ( Tablo 4.1.2).
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Yiiksek AMH diizeylerinin FSH salgisi1 lizerine baskilayici etki yaptigi ve folikiiler biiyliimeyi,
FSH ve LH reseptor ekspresyonlarint baskiladigi gosterilmistir (Skatba P ve arkadasalari,
2011). Yapmis oldugumuz ¢alismada da yine PKOS’lu hastalarda AMH diizeyi agiklanamayan
infertiliteli hastalara oranla yiiksek bulunmustur. Yani PKOS’lu hastalarda primordial
folikiilden primer folikiile ge¢is asamasinda bir inhibisyonun oldugunu elde ettigimiz folikiil
sayist ve AMH diizeylerine bakarak mevcut literatiirleri destekleyerek sdyleyebiliriz (Tablo
4.1.2) (Sahmay S ve arkadaglari, 2013). PKOS’lu hastalarda folikiillerin dominant hale
gelmesini Onleyen bir bariyer oldugu diisiiniilmektedir. Cok diisiik FSH diizeylerine ek olarak
yiiksek AMH seviyesi folikiillerin FSH ‘ya duyarliligini azaltmaktadir.Bu da sonucta
Folikiillerin dominant agamaya gelmesini engellemekte ve kiiciik antral folikiillerin birikimine

yol agmaktadir (Linda Sundvall, 2015).

PKOS’lu bireylerde serum ve follikiiler stvida AMH diizeyi testosteron ve LH diizeyi ile
orantili olarak artmaktadir. PKOS'lu hastalarda serum ve 6zellikle de folikiiler sividaki artmis
AMH’nin oosit maturasyonunu, gelisimini ve embriyo kalitesini bozabilecegi bildirilmistir
(Qiao J ve Feng HL,, 2010). Elde ettigimiz veriler dogrultusunda PKOS’lu hastalarda total oosit
sayist anlamli oranda (P<0,05) yiiksek bulunmasina ragmen yiiksek GV ve Dejenere embriyo

bulgularinin da olmas1 (P<0,05) s6z konusu literatiirii destekler niteliktedir (Tablo 4.1.4).

In vitro fertilizasyon (IVF) tedavisi sirasinda yumurtalik rezervi farkli olan kadinlarda kontrollii
ovaryum hiperstimiilasyon sonug¢ parametreleri ile anti-Miillerian hormon (AMH) serum
seviyeleri arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi yapilmis ve AMH'nin follikiilogenez ve
baskin folikiil se¢imi silirecinde oynadigi 6nemli rolii vurgulamigtir. Serum AMH seviyeleri,
IVF i¢in GnRH antagonist protokolii sirasinda kademeli olarak diigmektedir (Melado Vidales L
ve arkadaslari, 2017).

PKOS’da hipotalamus-hipofiz-over aksinin fonksiyonunda bozukluklar tanimlanmistir. LH
pulslarimin amplitiidii ve frekansi ile ortalama serum LH konsantrasyonu artmis olarak tespit
edilmektedir. Bu degisikliklere GnRH pulse sikliginin artisi, GnRH’ye yanit artis1 ve yiiksek
Ostrojen diizeylerinin neden oldugu diistiniilmektedir (Franks S, 1989). Calismamizdaki hasta
verilerine bakildiginda agiklanamayan infertiliteli gruba oranla PKOS’li hastlarda LH diizeyleri
oransal olarak yiiksek ama anlamlilik diizeyinde yiliksek bulunmamistir (P>0,05). Ancak
LH/FSH orani anlaml diizeyde yiiksek bulunmustur (P<0,05) (Tablo 4.1.2).
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Orneklemin biiyiitiilmesi ile daha anlamli sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. S.Chun
tarafindan 2014 te yapilan bir ¢alismada PKOS olgularinda serum LH/FSH degerlerinin Total
folikiil sayis1 ve ovaryum voliimii ile istatistiki olarak pozitif korelasyon gosterdigi bildirildi.
Bizim calismamizda ise LH/FSH degerinin gebeligi 6ngérmede kullanilabilen bir parametre
olabilecegi ortaya c¢ikmustir (Tablo 4.1.3) (Jayasena CN ve Franks S, 2014). Ayrica
calismamizda PKOS olgularinda gebe olan grupta LH/FSH oraninin daha yiiksek oldugu
anlasilmistir (Tablo 4.1.3).

Calismamizda PKOS olgularinda embriyo gelisim parametrelerinde anlamhi bir farklilik
gbzlenmedi Tablo 4.1.4). Bu sonu¢ Linda Sundwall ve ark. 2015 de yaptiklar1 ¢aligma ile
benzerlik tasimaktadir (Sundvall L, 2015).

Zhang F. ve ekibi Polikistik Over Sendromu (PKOS) hastalarinin yumurtalik cevabini
ongdrmede serum anti-mulleran hormon (AMH) ve inhibin B (INHB) 'nin klinik degerini
aragtirmiglar ve PKOS hastalarinin ovaryen yanitini 6ngdérmede serum AMH ve INHB
diizeylerinin yiiksek klinik degeri oldugu one siirmiislerdir (p<0,05). Yapmis oldugumuz
calismada PKOS ve Aciklanamayan infertiliteli hastalar arasindaki degerlendirmede inhibin B
diizeyi anlamli degilken; serum AMH diizeyi anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,05)
(Zhang F ve arkadaslari, 2017). Arastirmacilar tarafindan AMH diizeylerinin, ¢esitli yolaklar
kullanabilen baz1 intraovaryan otokrin veya parakrin mekanizmalari tarafindan kontrol edildigi
diisiiniilmetedir. Folikiiler fazda AMH diizenlemesini aydinlatmak i¢in daha ileri aragtirmalarin

yapilmasi gerekliligi agiktir.

VKI normal sinirlarda olanlara gore PKOS hastalarinda VKI yiiksek olan veya obez PKOS
hastalarinda daha yiiksek LH seviyeleri kaydedilmistir. AMH ve LH diizeyleri arasinda pozitif
korelasyon oldugunu gosterilmislerdir (Panidis D., 2005). Obez kadinlarda diisik LH
konsantrasyonlarinin  periferik yag dokusundaki androjenlere Ostrojenlere  artmis
aromatizasyonun bir sonucu oldugu ve LH baskilanmasina yol a¢tig1 ileri siiriilmiistiir (Katsikis
I ve arkadaslari, 2011). Obezitenin AMH katabolizmasini etkileyebilecegini, obezitenin
yumurtalik potansiyelini azaltabilecegini veya obezitenin yumurtalik fonksiyon bozuklugu ile
iligkili olabilecegini gostermislerdir (Karkanaki A ve arkadaslari, 2011). Yapmis oldugumuz
calismada agiklanamayan infertiliteli hastalarda PKOS’li hastalara oranla otalamada LH diizeyi
daha yiiksek ¢ikmistir (Tablo 4.1.2). Ancak VKI, literatiir ile uyumlu olarak PKOS’li hastalarda
daha yiiksek ortalamaya sahiptir.
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PKOS'lu kadinlarda serum AMH ile intrafollikiiler AMH diizeyleri arasindaki iliski
arastirtlmis. AMH ekspresyonunun, PKOS graniilosa hiicrelerinde asir1 eksprese edilmesinden
dolayt AMH’nin follikiilogenez regiilatorii olarak gorev aldigi bildirmistir. AMH’ nin FSH
tizerine olumsuz etkisi ile PKOS'un karakteristik folikiiler tutuklanmasinda rol oynadigini ve
IVF i¢in kontrollii bir over stimiilasyonuna baglamadan 6nce degerlendirilmesi Onerilmistir

(Stracquadanio M ve arkadaglari, 2017).

Farkli serum AMH konsantrasyonlari, oosit maturasyonu ve kalitesi, embriyo gelisimi ve IVF-
ICSI (In-vitro fertilizasyon-intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) sonugclari ile yakindan iliskili

oldugu yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (Stracquadanio M ve arkadaglari, 2017).

PKOS'lu hastalardan olgunlagmamis oositlerin izole edilmesinden 6nce rekombinant FSH ile
muamele edilmesi, oositlerin olgunlasma potansiyelini ve boliinmiis embriyolarin
implantasyon oranini artirabilecegi gosterilmistir (Mikkelsen AL ve arkadaslari, 2001).

Calismada embriyo kalitesinin arttiritlmasinda tedavinin 6nemi vurgulanmaistir.
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OZ DEGERLENDIRME

PKOS'un tam fizyopatolojisi ve baslangici heniiz aydinlatilamamistir. Yapmis oldugumuz
calisma PKOS’lu hastalar1 endokrin yonden degerlendirilmesinde yardimci olmasi ve

embriyolarinin dogru takibi i¢in iyi bir 6n ¢aligma niteligindedir.

Caligmamizda LH/FSH degerinin gebeligi ongérmede kullanilabilen bir parametre olabilecegi
ortaya ¢cikmustir (Tablo 4.1.3). Ayrica calismamizda PKOS olgularinda gebe olan grupta
LH/FSH oranmin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. AMH parametresi ile birlikte LH/FSH
oraninin; tani, tedavi ve embriyo takibinde kullanilmasinin 6nemi bu c¢alisma ile

vurgulanmaktadir.

Elde ettigimiz veriler 1518inda PKOS’lu hastalarda total oosit sayist anlamli oranda (P<0,05)
yiiksek bulunmasina ragmen yiiksek GV ve dejenere embriyo bulgulart da calisma ile

gosterilmistir (Tablo 4.1.4).

Omeklem sayisiin arttirilarak yapilacak daha genis kapsamli ¢alismalar ile daha anlamli

veriler elde edilmesi Onerilmektedir.

PKOS'a eslik eden biyokimyasal anormalliklerin IVF’te dikkate alinmasi ve PKOS'lu
kadinlarda 6zellikle androjenlerin ve AMH'nin olasi roliinii belirlemek i¢in uzunlamasina takip

ile daha genis kohort ¢alismalarin yapilmasi gerekliligi aciktir.
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