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OZET

AMAC : IVF tedavisi alan kadinlarda folikiil sivisindaki follistatin ve aktivin
diizeylerinin oosit morfolojisi lizerine etkilerini arastirmak.

METOD : Calismamiza uzun protokol IVF tedavisi alan 50 kadin alinmstir.
Oosit toplama sirasinda en biiylik ¢aptaki folikiilden alinan sividaki follistatin ve
aktivin diizeyleri 6l¢iildii. Bu folikiillerden toplanan oosit morfolojisi degerlendirildi.
Oosit morfolojisi 4 gruba ayrildi. Folikiil sivisi ortalama follistatin ve aktivin
seviyelerinin oosit morfolojisi tizerine etkileri degerlendirildi.

BULGULAR: Follikiiler sividaki follistatin ve aktivin seviyeleri oosit
morfolojisi iyi olan grupta yiiksek bulunmus, morfolojinin daha koti oldugu
gruplarda folikiiler sividaki follistatin ve aktivin seviyeleri de anlamli olarak
diismiistiir.

SONUC: Folikiil sivilarindaki follistatin ve aktivin seviyeleri iyi morfolojiye
sahip oositlerin saptanmasinda bir belirte¢ olabilir.

ANAHTAR KELIMELER: follistatin ; aktivin ; oosit morfoloji; uzun protokol;
IVF.
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ABSTRACT

OBJECTIVE : The effects of levels of follistatin and activin in folicular fluids
on oocyte morphology, during IVF treatment.

METHODS : We study 50 patients who are treated with long protocols in IVF.
We measured the levels of follistatin and activin in the biggest follicles. Oocyte
morphologies are divided into 4 groups. The effects of intrafollicular mean follistatin
and activin levels on oocyte morphologies are searched.

RESULTS: Follistatin and activin levels in follicle fluids were measured in
higher concentrations in good quality oocyte groups, in poor quality oocyte groups
follistatin and activin leves were in lower concetrations.

CONCLUSION: Follistatin and activin levels in follicle fluid can be a sign of
good quality oocytes.

KEY WORDS: Follistatin ; activin ; oocyte morphology; long protocol; IVF.

il



KISALTMALAR:

IVF: : In vitro fertilizasyon

GnRH : Gonadotropin uyarict hormon
FSH : Folikiil uyarict hormon

LH : Luteinize edici hormon

E2 : Ostradiol

PCOS : Polikistik over sendromu
PCO : Polikistik over

OPU : Oosit toplama

Gl (Grade 1) : Sitoplazmasi berrak olan ve homojen, az graniilasyon gdsteren
oositler.

G2 (Grade 2) : Dejenere kutup cisimcigi (yada fragmantasyonlu) ve genis
perivitellin aralikli oositler.

G3 (Grade 3) : Cok sitoplazmik graniilarite i¢eren oositler ; oosit koyu renkli
olup graniilerite homojen veya oositin merkezinde etrafi parlak
renkli bir zon ile ¢evrilmis olabilir.

G4 (Grade 4) : Endositik orijinli sitoplazmik vakiil, yogun graniil ve lipit
materyali iceren 10 micromilimetre boyutlu refrakter cisimcik veya
proniikleer yapt goriinimii veren yumusak endoplazmik retikulum

( SER)keseciklerinden olusan yapi.

SPSS : Statistical Package for Social Science
MI : Metafaz |
MII : Metafaz II
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1. GIRIS VE AMAC

Infertilite 1 y1l korunmasiz iliskiye ragmen spontan gebe kalmamama durumu
olarak aciklanmaktadir (1). Saglikli ¢iftlerin 1 yillik korunmasiz iliski ile gebe kalma
olasiliklar1 % 85- % 90’ dir. Dolayisiyla ¢iftlerin % 10- %15’ 1 infertildir (1). 2007’
de yapilmis bir arastirmada diinya populasyonunda 72.4 milyon kiginin infertil
oldugu saptanmistir (2).

Infertiliteyi etkileyen en énemli faktdrlerin basinda yas faktorii gelebilmektedir.
Bilindigi iizere kadin fizyolojisinde overdeki oosit sayist menapoz yasina dogru
ilerledik¢e azalmaktadir. Eshre Capri Workshop grup tarafindan 6zellikle 30 yasin
iizerindeki kadinlarda fekiinditinin azaldig1 belirtilmistir (3). Yas, over rezervinde
onemli oldugu kadar infertiliteyi etkileyen diger faktdr olan oosit kalitesini de
etkilemektedir. Chuang ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢aligmada yasin gebelik
potansiyelini gosterdigi ortaya konulmustur (4). Bukman ve arkadaglar1 tarafindan
yasin hem oosit kalitesini hem de over rezervini belirledigi gosterilmistir (5).
Infertiliteyi etkileyen diger faktorler ise oosit kalitesi ve embriyo kalitesidir. Embriyo
kalitesi hem oosit kalitesi hem de sperm kalitesi ile baglantilidir. Glinlimiize kadar
yapilmis arastirmalar yasin oosit kalitesini etkiledigini gostermekte olup oosit
kalitesini etkileyen diger faktorler halen arastirilmaktadir. Oosit kalitesi serum ve
folikiiler sividaki hormonal denge ile iligkilidir. En ¢ok bilinen hormonlar estradiol,
folikiil uyarici hormon (FSH), luteinize edici hormon (LH), androjenler olarak
siniflandirilabilirler. Yapilan ¢aligmalarda bazal Ostrojen seviyesinin 40 yas {sti
hastalarda stimiilasyon parametresi olarak kullanilabilecegi (6), bazal antral folikiil
sayisinin sikliis iptalini veya zayif ovaryen cevabi gosterebilecegi (7), bazal FSH
seviyesinin ise over rezervinin bir bulgusu olabilecegi (8) bulunmustur. Bunlarin ise
oosit kalitesi lizerine etkileri bulunmamistir (6, 7, 8). Oosit maturasyonunu etkileyen
faktorleri anlayabilmek igin oosit gelisim prosesi olan folikiilogenezi iyi
degerlendirmek gerekmektedir.

Folikiilogenezin erken sathalarinda folikiiler biiyiime FSH’ unundan bagimsiz
olarak gercgeklesir (9) Ciinkii graniiloza hiicrelerinde preantral evreye kadar FSH
reseptOrii saptanmamigtir (10). Preantral evreye gelen folikiil FSH reseptorlerine

sahip olur . Calismalarda primer folikiilde FSH reseptorlerin bulunmasiyla primer



folikiiliin biiytimesi FSH bagiml1 biiyiime oldugu (11), Kallmann’ s sendromu olan
hastalarda sadece bir ka¢ folikiiliin primordial faz1 gectigi gozlenmistir (12). FSH
reseptoriine sahip folikiil GnRH pulsatilite frekansindaki artis ile pitiiiterden FSH ve
LH dretimini artirmakta (13, 14), FSH kan seviyelerinin artmasi graniiloza
hiicrelerindeki aromatizasyonu saglamaktadir (10). LH ise folikiiler teka hiicrelerini
uyararak androjen iiretimini saglar ve androjen graniiloza hiicresi tarafindan Ostrojen
sentezinde kullanmilir (15). LH diisiik seviyelerde graniiloza hiicrelerinde
aromatizasyonu artirirken yiiksek seviyelerde graniiloza hiicrelerinde 5o~ rediiktaz
enzimini artirarak androjenin daha potent adrojene donilismesini saglamaktadir (10).
Bu androjenik ortam ise folikiiliin atreziye gitmesine neden olur (10). FSH’ daki
artis folikiiliin apoptoza gitmesini Onleyerek folikiiliin biiylimesini saglamaktadir
(16). Her 10 folikiilden bir tanesi preovulatuvar evreye gelebilmektedir. Bu
preovulatuvar evreye gelebilen folikiil ise daha fazla miktarda Gstrojen ve inhibin
iireterek androjenik ortamin gelismesini folikiiliin apoptoza gitmesini dnlemektedir
(17, 18). Sadece dominant folikiil FSH seviyesi diisse bile biiyiimeye devam
edebilmektedir (19). Dominant folikiiliin diisiik seviyedeki FSH diizeyine cevap
vermesi yuksek diizeydeki FSH reseptorlerine veya intrafolikiiler  biiylime
hormonlarina baglanabilmektedir (18). Dominant folikiiliin gelisiminin FSH’ undan
baska otokrin ve parakrin etkye sahip bazi intrafolikiiler peptidlerin etkilerine bagl
oldugu in vitro kosullarda yapilan arastirmada graniiloza hiicre veya folikiil hiicre
kiiltiirlerine FSH verilmesine ile FSH’ unun hiicre bliylimesine etkisi az olarak
saptanmasi ile gosterilebilmektedir (20). Bilindigi lizere dominant folikiil dstrojen
konsantrasyonu yiiksek olan, FSH reseptiirii fazla olan ve diisiik seviyedeki FSH
diizeyine cevap verebilen folikiile denilmektedir. Dolayisiyla Ostrojenik ortamin
artirllmasini saglayan aromataz enzimini indiikleyen faktorler folikiiliin dominant
folikiil sathasina ge¢cmesini saglamaktadir. Aktivinin aromataz enzimini indiikledigi
yapilmig bir ¢cok calismada gosterilmistir (10, 18). Aktivin baglayici protein olan
follistatinin de aktivini inaktive ettigi i¢in bu iki pepditin serum diizeylerinden ¢ok
oosit gelisimi lizerindeki etkileri folikiil sivisindaki otokrin ve parakrin etkiye
baglhdir (21).

Aktivin ‘transforming growth factor’ (TGF-B) ailesinden oldugu  i¢in

‘transforming growth factor’ 6zelligi olan hiicre proliferasyonu ve diferansiyasyonu



etkilerine sahip olup folikiil gelisimi {izerinde ‘dual’ ( proliferasyon ve
diferansiyasyon ) etkiye sahiptir (22). Aktivin folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin
cogalmasini, FSH reseptorlerinin artmasini, LH ile indiiklenen androjen {iretiminin
azalmasin ve hipofizden salgilanan FSH sekresyonunun artmasini saglayarak folikiil
gelisimini pozitif yonde etkilemektedir (23, 24, 25). Immatiir fareler iizerinde yapilan
calismada direkt intraovaryen inhibin ve aktivin aplikasyonunun folikiilogenezi
regiile ettigi ve gonadotropinlerin fonksiyonunu modiile ettigi saptanmistir (26).
Aktivin graniiloza hiicreleri icin sadece mitojenik etkiye sahip degildir. Bunun
yaninda graniiloza hiicrelerinin  diferansiyasyonunda ve ovaryen folikiil
morfogenezinde rol almaktadir (27). Primordial folikiil mayoz bdliinmenin profaz
evresinde duraklamis oosit ve tek sira skuamoz hiicre igerir. Folikiilogenez ile bu tek
sirali skuamoz hiicreler graniiloza ve teka hiicrelerine déniisiirler. Insan teka hiicre
kiiltiirtine rekombinant aktivin A eklenmesi LH ve insiilin - benzer biiyiime faktorii -
1 (IGF - 1) ile indiiklenen androjen iiretimini inhibe etmistir (28). In vitro kosullarda
farelerde aktivinin graniiloza hiicre tizerine etkisi FSH ile indiiklenen aromataz
aktiviteyi artirmasi ile gosterilmistir (29, 30). Aktivin overyan folikiil gelisimini teka
hiicrelerinden androjen iiretimini azaltip , hipofizden FSH salinimini artirdigr gibi
pankreatik B-hiicre insiilin sekresyonunu da artirarak saglar (31). Polikistik over
sendromu (PKOS) olgularinda ise aktivinin aktivitesinin (follistatinin aktivin
baglamasi nedeniyle) azaldigi ve PKOS ’ da gozlenen androjenik ortamin arttigi
gozlenmistir (33).

Follistatinin aktivin baglayici protein oldugu ve fonksiyonununu inhibe ettigi
kanitlanmistir (34-36). Dolayisiyla follistatin intraovaryen bir aktivin regiilatorii
olarak caligmakta ve folikiil biiylimesinde 6nemli rol oynamaktadir (36-38).
Follistatinin birden fazla ¢esidi mevcuttur. Aktivin baglayici protein olarak aktivinin
aktivitesini notiirleyen (39, 41) ve oOzellikle de 39-kDa monomerik glikoprotein
yapida olan follistatinin biyokimyasal ve fizyolojik etkisi iizerinde durulmaktadir (41,
43). Follistatinle ilgi yapilmis az sayida ¢aligma mevcuttur. Memelilerde follistatin
iki farkli ‘spliced messenger riboniikleotid asit (mMRNA)’ dan tretilebilmektedir. Bu
iki farklh follistatin protein dizilimini kodlayan exon 5 ile ayrilabilmektedir (44).
32kDa ana protein igeren kii¢lik olan follistatin (FS 288) (45) , 35kDa ana protein
iceren biiyiik olan follistatin ise (FS 315) olarak siniflanmustir (43, 45). Farkli protein



yapisindaki follistatinlerin aktiviteleri de ayni degildir. Fare pitiiiterinde rekombinant
FS 315 ’ in rekombinant FS 288’den 10 kat daha az aktiviteye sahip oldugu
saptanmistir (43, 45). Follistatin diizeyi yiiksek olan hayvanlarda infertilite
gorlilmekle birlikte primer ve sekonder folikiil arasinda arest saptanmistir (46).
Fareler iizerinde yapilan in vitro calismada follistatinin ortadan kaldirilmasinin
folikiilogenezde duraklamaya ve infertiliteye neden oldugu saptanmustir (47). Normal
siklusa sahip hastalarda mid - siklus follistatin artis1 izlenirken polikistik over
hastalarinda bu artis izlenmemistir (48). In vitro ¢alismalarda follistatinin sadece
aktivin baglayici protein olarak caligmadigi ayni zamanda 6n hipofizden hormon
sekresyonunu regiile ettigi (49, 52) ve dolasimdaki aktivinin kleransini sagladigi
gorilmiistiir (53, 54).

Infertiliteyi etkileyen faktdr olan oosit kalitesinin belirlenmesinde énemli role
sahip olan aktivinin ve aktivini baglayici fonksiyonu olan follistatinin oosit
morfolojisi lizerindeki etkilerini IVF tedavisi altinda arastirmayi diisiindiik. Yapilmis
bir calismada GnRH ile pitiiiter © down regiilasyonu’ sonrasinda rFSH ile tedaviye
alman kadinlarda sirkiilasyonda aktivin A’ nin konsantrasyonunun degismedigi
saptanmustir (55). Fakat graniiloza hiicre kiiltlirlerinde ise aktivin A seviyesinin rFSH
ile arttigi saptanmustir (56). Bu aktivin A’ nin graniiloza hiicrelerinden salindigi,
aktivinin ve follistatinin otokrin ve parakrin etkiye sahip olduklarini gostermektedir.
Aktivin etkisini sadece aromatizasyonu artirarak degil folikiillerin dominant folikiil
haline gelebilmesi i¢in gerekli FSH reseptorlerini artirarak folikiiliin preantral
evreden antral, yani gonadotropin dominant, evreye ge¢mesini saglayarak da
gosterebilmektedir. Yapilmis ¢aligmalarda undiferansiye fare graniiloza hiicrelerinde
serbest aktivin A seviyesinin gelismis folikiillerden daha yiiksek oranda bulunmustur
(57, 58). Dolayistyla ayn1 mekanizma PKOS hastalarinda bulunan folikiiler fazdaki
diisiik serum aktivin A seviyelerinin folikiil arestinin nedeni olarak diigiiniilmektedir
(59). IVF tedavisi almis insan kumulus hiicre kiiltiirlerinde ise aktivin A sekresyonu
iyi kalitedeki oositlerde fazla miktarda bulunmustur (60). Bu ¢aligma aktivinin oosit
maturasyonunu sagladigin1  gostermektedir. Yapilmis calismalar 1s18inda IVF
tedavisinde aktivinin oosit morfolojisini etkileyebilecegini ve follistatinin de
aktivinin inhibe ettigi i¢in oosit morfolojisinin belirlemede rol alabilecegini

diisiinmekteyiz.



Bizim calismamizin amact; IVF tedavisinde uzun protokol uygulanan infertil
kadinlarda oosit toplanmasi sirasinda aspire edilen follikiiler sividaki follistatin ve

aktivin seviylerinin oosit morfolojisi iizerine etkilerini arastirmak.



2. GENEL BILGILER

2.1. OVER EMBRYOLOJiSI VE GELISiMi

2.1.1. insan Overi

Over 3 ana yapidan olusur. Bu yapilar kortex , medulla ve rete ovari (hilum)
olarak isimlendirilmektedir. Hilum overin mezoovariye baglandig1 yerdir. Sinir ,
damar yapist

Folikiiller korteksin daha i¢ kisminda stromaya gdmiilmiis olarak bulunurlar.
Overin stroma dokusu konnektif doku ve intertisyel hiicreler igerir. Bu intertisyel
hiicreler mezenkimal hiicrelerden olusur. LH ve insan koryonik gonadotropin (HCG)

ile uyarilarak androjen iiretimini saglamaktadirlar (61).

2.1.2. Oosit Formasyonu

Ovaryen diferansiyasyonunun ilk bulgusu germ hiicrelerinin hizli mitotik
boliinmesi olup bu hizli boliinme ile 16. ve 20. haftalar arasinda 6 - 7 milyon
oogonia elde edilmektedir (62- 65). Bu say1r gonadin igerdigi maximum oogonia
sayisidir. Bu oogonia’ lar 1. mayoz boliinmenin profaz evresine kadar ilerler ve
duraklarlar. 1. mayozun profaz evresinde duraklayan oogoniler artik oosit olarak
adlandirilirlar (66). 1. mayoz bdliinme ovulasyondan dnce 2. mayoz boliinme ise
sperm penetrasyonu ile ger¢eklesmektedir (61). Fazla genetik materyal ise her mayoz
boliinmede “polar body” olarak ayrilmaktadir.

Mayoz béliinme ve oosit maturasyonu gonadotropinlarin etkisi ile oositi
cevreleyen kumulus hiicrelerinin salgiladig: steroller ile saglanmaktadir (67, 68).
FSH, oosit ve kumulus hiicreleri arasinda iletisimi saglayarak mayoz bdliinmeyi
indiiklemektedir (61).

Mitoz boliinme, mayoz boliinme ve folikiil yapimi esnasinda bir ¢cok germ hiicre
kaybedilmektedir. En biiyiik kayip ise gebeligin ikinci yarisinda olur. Oogonilerin bir
kismi1 ise mayoz bdliinme esnasinda graniiloza hiicresi tarafindan ¢evrelenmedikleri

icin dejenere olurken oositler folikiil ile ¢evrelendikten sonra da atreziye gidebilirler

(61).



Meiosis |

Meiosis 11

Sekil 1b — Oositin gegirdigi mayoz I ve mayoz II” yi anlatmaktadir. (Leon Speroff,
Marc A. Fritz : Infertility. Clinical Gynecologic Endocrinology and Infertility. 2005:
103).



2.1.3. Folikiil Formasyonu

18.-20. haftalarda over medulladan orijin alan vaskiiler yapilar kortekse dogru
ilerlerler. Bu ilerleme folikiil yapiminin basladiginin bir gdstergesidir (69). Kortekse
yerlesen perivaskiiler hiicreler mayoz faz I’ i tamamlamis oositleri ¢evrelerler. Buna
primordial folikiil denir (61). Primordial folikiil mayoz béliinmenin profaz evresinde
duraklamis oosit ve bunu saran tek sirali pregraniiloza hiicresi ve bazment
membranden olusur. Graniiloza hiicrelerinin orijini tam olarak bilinmemekle birlikte
epitel veya mezenkimal orijinli oldugu diisiiniilmektedir (61). Primordial folikiiliin
gelisimi oosit diploten faza gecene kadar devam etmektedir. Bu gelisim esnasinda
skuamo6z yapidaki pregraniiloza hiicreleri kiiboidal yapiya doniiserek graniiloza
hiicresi olarak adlandirilmaktadir (61).

Preantral folikiil, prolifere olmus graniiloza hiicresi, “cal-exney” yapis1 ve teka
tabakasindan olusmaktadir (61). Preantral folikiiliin antral folikiile doniismesi teka
tabakasinin tamamlanmasi ile olur. Antral folikiil diger bir adi ile graafian folikiil i¢

kisminda s1vi igermektedir (65).

2.1.4. Folikiiler Biiyiime

Folikiiler biiyiime 6ncelikle oositin biiylimesi ve graniiloza hiicrelerinin sayisinin
artmastyla baslar, teka interna, zona pellucida yapimi ile devam eder (61). Primer
folikiilden ovulasyona kadar gecgen siire yaklagik 85 giindiir (70, 71). Antrum
graniiloza hiicrelerinin sekresyonundan oldugu tahmin edilmekle birlikte 1875
yilinda Emma Call & Seigmen Exner in Henna tarafindan bulunmustur (61, 72). ilk
onceleri hiicre artiklariyla olusan sonra i¢inde sivi birikmesiyle karakterize olan bu
bosluk teka hiicrelerinde bulunan vaskiiler yapilardan graniiloza hiicrelerine
diffiizyon yolu ile hiicrelerin oksijenizasyonunun saglanmasinda 6nemli role sahiptir
(61). Graniiloza hiicreleri avaskiiler yapilar olup oositin gelisimi ve ovulasyonu i¢in
gerekli sinyalleri 6zel baglantilarla saglamaktadir (61). Graniiloza hiicrelerindeki LH
reseptorlerinin konsantresi oosite yakin graniiloza hiicrelerinde daha az olup bazment

membrana yakin olanlarda daha ¢ok konsantrasyonda bulunmaktadir (73).



Folikiilin gelisim evreleri esnasinda oosit ya ovule olur veya atreziye gider.
Atrezi bir apoptotik proses olup Ozellikle graniiloza hiicrelerinde goézlenen

degisikliktir.

2.1.5. Gonadotropinin folikiil iizerine etkisi

Insan overinde folikiil maturasyonunda endojen hormonlarin ve otokrin/parakrin
peptidlerin etkileri mevcuttur. Folikiiler biiylime primordial folikiilden preantral
folikiile kadar gonadotropinden bagimsiz iken preantral folikiilden itibaren
gonadotropinlere bagimli hale gelebilmektedir (10). Cilinkii graniiloza hiicrelerinde
preantral evreye kadar FSH reseptorii yoktur. Preantral evreye gelen folikiil FSH
reseptoriine sahip olur ve FSH’ unun etkisi ile aromatizasyonu saglar (10) Boylece
androjen aromataz enzimi ile Ostrojene cevrilerek androjenik ortamin Ostrojenik
ortama doniismesi saglanmis olur. FSH olusan 6strojen hormonu ile sinerjistik etki
gostererek graniiloza hiicresi iizerindeki FSH reseptor sayisini artirir ve folikiil
dominant folikiil haline gelir. LH ise diisiik seviyelerde aromatizasyonu artirirken
yiksek seviyelerde androjenin So-rediiktaz enzimi ile daha potent androjen
olusmasini saglar. Eger LH seviyesi FSH’ dan yiiksek ise folikiil atreziye gider (10).
Atretik folikiiller yiiksek kosantrasyonda androjen igerirken diisiik seviyelerde
ostradiol icermektedir (74, 75, 76). Dominant folikiiller ise daha ¢ok sayida FSH
reseptoriine sahip oldugu icin diisiik FSH diizeylerine cevap verebilmekte ve artmis
aromataz enzimi ile teka hiicrelerinden gelen androjenin Ostrodiole doniismesini
indiikler. 1940’ dan beri dominant folikiilerin artmis Ostrojenik ortam ile karakterize

oldugu bilinmektedir (77, 78, 79, 80, 81, 82).

2.1.6. Over Rezervi

Bazal Ostrojen, FSH seviyeleri ve yasin over rezervini gosterdigi bilinmektedir
(8). Yas ile bazal FSH birlikte kullanilirsa fonksiyonel over indeksini yani over
yasini gosterebilmektedir (4). Fakat IVF de gebelik potansiyelini gdsteren ise yastir
(4). Cinkii yas hem over rezervini hem de oosit kalitesini belirler (5). Reuss ve

arkadaslari tarafindan antral folikiil sayisinin ise over rezervini gosterdigi (83), diger



bir calismada ise antral folikiil sayisinin siklus iptalini gosterebilecegi
savunulmustur (7) Bazal Ostrojen seviyesi ise 40 yas {stliindeki kadinlarda
stimiilasyon parametresi olarak kullanilabilecegi oosit kalitesini gosteremedigi

bildirilmistir (6).
2.1.7. Ovulasyon

Ovulasyon antrumun genislemesiyle graniiloza hiicreleri ilizerine antral sivi
kompresyon uygulamaktadir. Bu basing nedeniyle graniiloza hiicreleri arasindaki
iletisim zayiflayarak kesilir ve folikiiliin riiptiirii ile ovulasyon gergeklesir (61).

Preantral Antral Atretic

Primary follicle follicle follicle

follicles

Primordial  gyoma
follicles

fff—“
Hilum l/@ ﬁ .::‘“ =

h
albicans \
Cerminal

epithelium

Preovulatory

%\ follicle

M

corpus luteum

Early
corpus luteum

Owvulation

Sekil 3 — Ovulasyon prosesini gostermektedir. (Leon Speroff, Marc A. Fritz :
Infertility. Clinical Gynecologic Endocrinology and Infertility. 2005: 108).
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2.2. HORMON BIYOSENTEZi VE MEKANIZMASI

2.2.1. iki Hiicre Teoremi

FSH uyarisi ile graniiloza hiicreleri lizerindeki FSH reseptorleri artarak graniiloza
hiicre proliferasyonu da tetiklenmektedir. Teka hiicrelerinde ise LH reseptorleri
mevcuttur. LH reseptorleri ise baslangicta graniiloza hiicrelerinde bulunmamaktadir.
Teka hiicreleri steroidogenezden sorumlu olup LH ile uyarilinca androjen {iretimini
saglar. Adrojenin Ostrojene doniisiimiinii aromatizasyon yolu ile FSH ’nin
indiikledigi graniiloza hiicrelerinde gerceklesir. Sonug¢ olarak teka hiicrelerinde
iiretilen adnrojen graniiloza hiicrelerine aktarilarak Ostrodiol iiretimi saglanir (61).
Inhibin ve aktivin FSH ile uyarilan graniiloza hiicresinde iiretilir ve iiretilen aktivinin
otokrin etki ile FSH reseptorlerini graniiloza hiicresinde artirarak FSH ’nin etkisini
indiiklemektedir (61). Inhibin ise teka hiicrelerinde LH stimiilasyonunu artirarak
androjen sentezini ve dolayli yoldan artmig aromatizasyon ile Ostrodiol {iiretimini
artirmaktadir. Bu inhibin ve aktivinin androjen iiretimini yapan teka hiicreleri
iizerindeki parakrin etkileri steroidogenezde onemli yer tutan P450c17 enzimi ile

saglanmaktadir (84).
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CAMP i A ramiati zation

FSH
—
S

Estrone Estradiol

Sekil 4 — Iki hiicre teoremini gdstermektedir. (Leon Speroff, Marc A. Fritz :

Infertility. Clinical Gynecologic Endocrinology and Infertility. 2005: 44).

Preovulatuar dénemde graniiloza hiicreleri iizerinde olusan reseptorler sayesinde
ovulasyondan sonra graniiloza hiicreleri LH stimiilasyonu ile dstrojen ve progesteron
iiretebilmektedirler (61). Graniiloza hiicrelerinde P450c17 enzimi olmadigi i¢in bu
hiicrelerdeki aromatizasyon teka hiicrelerinde {iretilen androjen substratina

bagimlidir (61).
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2.2.2. Aktivin

Folikiiler sivida ve sirkiilasyonda tespit edilen pitiiiter FSH salinimini uyaran ve
FSH- subunit mRNA expresyonunu saglayan bir proteindir (85, 86). Menstrual
siklusta total aktivin seviyelerinin midsiklusda ve luteal fazdan folikiiler faza gecis
safhasinda sirkiilasyonda yiiksek seviyelerde saptanmistir (87). Liiteo- folikiiler fazda
aktivinin yiiksek kan seviyeleri FSH’ unun erken folikiiler fazda yiikselmesinde
onemli rol oynadigini gosterebilmektedir (88). Farelerde ve koyunlarda yapilan
calismada Aktivinin hipofiz hiicreleri {izerine direkt etki ederek FSH sekresyonunu

artirdigi bulunmustur (85, 86, 89).

2.2.3. Follistatin

Follistatin anterior hipofiz hiicre kiiltiirlerinde iiretilen ve hipofizden FSH
salmimini inhibe ettigi bilinen folikiil sivisinda bulunan sisteinden zengin aktivin
yapisina benzemeyen bir molekiildiir (90, 91, 92). Follistatin iizerine yapilmis
caligsmalarda aktivine yiiksek afinite ile baglandigi bulunmustur (93). Menstrual
siklusta sirkiilasyondaki follistatin seviyelerine bakildigi zaman sadece tek bir
calismada luteal fazda follistatin seviyesinin diistiigli (94) diger ¢alismalarda ise
menstrual siklus boyunca serum diizeyinin degismedigi bulunmustur (95, 96, 97, 98).
Follistatinin hipofiz {izerindeki inhibitdr etkisi aktivinin inaktive edilmesi ile

saglanmaktadir (99).
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Sekil 1. Aktivin ve Follistatinin Pitiiiter iizerine etkisini gostermektedir.
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3. ARASTIRMA BASAMAKLARI

3.1. GEREC VE YONTEM

Infertilite nedeniyle IVF tedavisi amaciyla Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
(MUTF) Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Tiip Bebek Merkez’ine
yonlendirilmis tiim kadinlardan kontrollii ovulasyon indiiksiyonu Oncesinde bazal
FSH, LH, ostradiol (E2) diizeyleri 0l¢iildii. Calismaya 52 kadin hasta alindi. 2 hasta
“coasting” nedeniyle ¢alismadan cikarildi. Calismaya alinan  kadinlara MUTF
hastanesinde uygulanan uzun protokol adetin 21. giinii lucrin (leuprolid asetat,
Abott, Istanbul) 1 mg IM baslandi ve hasta adetini gdrene kadar devam edildi.
Adet goren hastanin lucrin dozu 0.5 mg ’a disildii ve adetinin 3. giinii
rekombinant FSH (gonal-f, Serono, Istanbul, Tiirkiye) baslandi. Rekombinat FSH
doz aralig1 200 - 300 IU olarak belirlendi.

Folikiilometre esnasinda ikiden fazla 16.5 mm ve stiinde folikiil tespit
edildiginde rekombinant Human Koryonik Gonadotropin (HCG) 10.000 {inite
uygulandi. HCG yapildiktan 34 saat sonra oosit toplama islemi yapildi.

Herbir folikiilden elde edilen sivilar - 20 derecede saklandi. Saklanan
stvilarda follistatin ve aktivin seviyelerine eliza yontemi ile bakildi.

Folikiil sivisindaki follistatin seviyelerine Human Follistatin ELISA Kit (
Albio kimyevi maddeler Ith. ve Tic.A.S.,Ankara, Tiirkiye ) ve Eliza okuyucusu
(Microplate reader, Ahato, Cin ) ile bakild1.

Follikiil sivisindaki aktivin seviyelerine Activin-A Elisa Assay Kit ( Albio
kimyevi maddeler Ith. ve Tic.A.S.,Ankara, Tiirkiye ) ve Eliza okuyucusu (Microplate
reader, Ahato, Cin ) ile bakildi.

3.1.1. Oosit Mofolojisinin Derecelendirmesi
Calisma esnasinda her bir folikiilden ¢ikan oositler Germinal vesikiil (GV) ,
metafaz [ (MI) , metafaz I (MII) olarak siniflandirildi. 2 - 4 saat maturasyon siiresi

icerisinde MII olan oositler i¢in ileri oosit morfolojisi gradleme sistemi

uygulandi (100). Tiim oositler, tek bir embriyolog tarafindan skorlanmustir.
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fleri Oosit Morfolojisi Gradelemesi:

Grade 1 . Sitoplazmasi homojen (berrak) , az yada hi¢ graniilasyon ve
sitoplazmik aktivasyon gosteren oositler.

Grade 2 : Dejenere yada fragmantasyonlu kutup cisimcigi ve/veya genis
perivitellin araligi bulunan oositler.

Grade 3 : Sitoplazmik graniilasyon igeren, nispeten biiyiik refraktil cisimcikli
oositler ve/veya koyu renkli sitoplazmali olup oositin merkezi etrafinda parlak
renkli bir zon ile ¢evrilmis oositler.

Grade 4 : Endositik orijinli sitoplazmik vakuol , yogun graniil ve biiyiik
boyutlu refrakter cisimcik veya proniikleer yapi goriiniimii veren yumugak

endoplazmik retikulum keseciklerinden olusan dejeneratif oositler.

3.1.2. Arastirmaya Alinma Kriterleri

Infertilite nedeniyle IVF tedavisi amaciyla Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Tiip Bebek Merkez’ine
bagvuran;

e 25-35yasve yas grubundaki kadinlar

e Male faktor , aciklanamayan ve tubal faktor infertil kadinlar

e BMI=25 ve veya kiiclik olan kadinlar

e Long protokol uygulanan kadinlar

e Antral folikiil say1s1 3 den fazla olan kadinlar (101)

e Normal ovarian cevabi olan kadinlar: IVF tedavisi esnasinda 3’den

fazla 16 mm in Ustlinde folikiil gelistiren kadinlar ¢aligmaya alindi (101).

3.1.3. Arastirmadan Cikarilma Kriterleri
Infertilite nedeniyle IVF tedavisi amaciyla Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali Tip Bebek Merkez’ine

bagvuran;

e 35 yasindan biiyiik olan kadinlar
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e Endometirosiz faktor infertil kadinlar
e PCO ve PCOS olan kadinlar
e BMI 25 den biiyiik olan olan kadinlar
e Zayif ovaryen cevabi olan kadinlar : IVF tedavisi esnasinda 3
ve/veya daha az 16 mm istiinde folikiil gelistiren kadinlar
calismaya alinmadi (101).
HCG yapildigi zamanki Ostrodiol diizeyi ¢alisma kriteri olarak degerlendirilmedi.

3.1.4. Arastirmada Kullanilabilecek Mevcut Olanaklar

M.U. Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim dalinda kullanilan
arag- gerecler ;
® 3.75-MHz transvajinal prop (Logic 500 machine,GE, General Electric, Istanbul,
Turkiye)
M.U. Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Béliimii Tiip Bebek Laboratuvarinda
kullanilan arag- geregler ;
® Laminar flow ( K sistem)
® Etiv
® Inkiibator (Heraus BBD 6220, Almanya)
® Invert mikroskop (Olympus, Japan)
® Stereo mikroskop ( Olympus, Japan)
Immiinoloji-Hematoloji Anabilim dalinda kullanilan arag-geregler ;
® Microplate reader (eliza okuyucusu,ahato, Cin)
Immiinoloji-Hematoloji Anabilim dalinda kullanilan kodlar ;
® 100018 Hematoloji-immunoloji labratuvar kullanimi
® 100019 Eliza okuyucusu kullanimi
® 100022 Is1 dongii cihazi kullanimi
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4. BULGULAR

Calismaya uzun protokol IVF tedavisi alan 52 kadin alindi. 2 kadin coasting
nedeniyle tedaviden c¢ikarildi. Her kadindan en iyi bir oosit alindi. Toplam 50 tane
oosit toplandi. Ileri oosit morfolojisi gradleme sistemine gore ¢aligmaya alinan
kadinlar 4 gruba ayrildi. Grup a: oosit morfolojisi grade 1 olan grup , grup b: oosit
morfolojisi grade 2 olan grup. Grup c: oosit morfolojisi grade 3 olan grup ve grup d:
oosit morfolojisi grade 4 olan grup. Grup a’ da toplamda 18 oosit, grup b’ de toplam
12 oosit, grup ¢’ de toplam 10 oosit ve grup d’ de toplam 10 oosit degerlendirmeye
alinmistir.

Grup a’ daki kadinlarin yas ortalamalarn 27,39 + 1,54, grup b’ de yas
ortalamalar1 28,92 + 1,51, grup ¢’ de yas ortalamalar1 30,9 = 2,51, ve grup d’deki
hastalarin yas ortalamalar1 33,7 + 2,26 olarak saptanmustir. Grup a’ daki kadinlar,
grup c ve grup d’ deki kadinlara gore daha geng idi (p= 0,0001, Mann-Whitney U
test). Grup b’ deki kadinlar grup d’ deki kadinlardan daha geng idi ( p= 0,0001,
Mann-Whitney U test).

Calismaya alinan kadinlarin infertilite siireleri karsilastirildi. Grup a’ daki
kadinlarin ortalama infertilite siireleri 4,44 + 0,98 yil; grup b’ de ortalama infertilite
stireleri 6,92 + 1,68 yil; grup ¢’ de ortalama infertilite stireleri 7,6 = 2,12 y1l; ve grup
d’ de ortalama infertilite siireleri 9,4 + 1, 26 yil olarak bulundu. Grup a’ daki
kadinlarin ortalama infertilite siireleri diger 3 gruptaki kadinlara goére istatiksel
olarak daha kisa idi (p= 0,0001, Mann-Whitney U test).

Calismamizdaki kadinlarin gonadotropin tedavi siireleri karsilastirildiginda grup
a ¢ daki kadinlarin ortalama tedavi siireleri 8,39 + 1,04 giin; grup b’ deki kadinlarin
ortalama tedavi siireleri 9,17 £ 1,19 giin; grup ¢’ deki kadinlarin ortalama tedavi
stiresi 10,2 + 1,55 giin;ve grup d’ deki kadinlarin ortalama tedavi siiresi 10,5 + 1,27
glin olarak saptanmistir. Grup a’da ortalama stimulasyon siiresi grup d’dekinden
kisa idi (p= 0,0001, Mann-Whitney U test).

IVF tedavisine baglamadan 6nce bakilan antral folikiil sayilarina goére gruplar
degerlendirildi. Grup a’ daki kadinlarin ortalama antral folikiil sayis1 10,22 + 2,62 ;
grup b’ deki kadinlarin ortalama antral folikiil sayis1 10,75 + 2,86; grup ¢’ deki

kadinlarin ortalama antral folikiil sayis1 9,4 + 2,98; grup d’ deki kadinlarin ortalama
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antral folikiil sayis1 11,3 £ 3,6 olarak saptandi. Gruplar arasinda istatiksel anlaml
fark saptanmamuistir.

IVF tedavisine baslamadan once kadmlarin siklusun 3.giinii FSH diizeyleri
Olciilmiistiir. Grup a’ daki kadinlarin ortalama baslangic FSH diizeyi 4,88 + 1,99
IU/L; grup b’ de 3,8 £ 1,58 IU/L; grup ¢’ de 4,13 = 2,13 TU/L; ve grup d’ de 5,62 +
1,85 TU/L olarak hesaplandi. Gruplar arasinda istatiksel anlamli fark saptanmadi.

Siklusun 3.giinii serum Ostradiol diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildi. Grup
a’ daki kadinlarin ortalama baslangi¢ serum ostradiol diizeyi 40,78 + 18,75 ng/ml;
grup b’ de 53,88 + 18,94 ng/ml; grup ¢’ de 38 + 13,99 ng/ml ;ve grup d’ de 44,44 +
16,4 ng/ml olarak hesaplanmistir. Gruplar arasinda istatiksel anlamli fark
saptanmamistir.

IVF tedavisi esnasinda HCG uygulama giinii serum 0stradiol seviyeleri gruplar
arasinda karsilastirildi. Grup a’ daki kadinlarin maksimum ortalama serum 6stradiol
diizeyi 2316,44 + 649,71 ng/ml; grup b’ de 2302,25 + 1025,64 ng/ml; grup c’ de
2410,1 £ 155,54 ng/ml; grup d’ de 2027,9 + 559,44 ng/ml olarak hesaplandi. Gruplar
arasinda istatiksel anlamli fark saptanmamaistir.

IVF tedavisi siiresince kullanilan toplam rekombinant FSH dozu gruplar
arasinda karsilastirildiginda grup a’ da kullanilan ortalama total rFSH miktar1 1637,5
+ 265,44 1U; grup b’ de 1906,25 £ 451,78 TU; grup ¢’ de 2315 £ 533,36 1U; grup d’
de 3065 £+ 363,66 IU olarak hesaplandi. Grup a’da kullanilan toplam rFSH dozu ,
grup c ve grup d’ de kullanilanlardan az idi (p= 0.0001, Mann-Whitney U test). grup
b’de grup d’dekinden ( p=0,0001, Mann-Whitney U test), grup ¢’de grup d’dekinden
daha az dozda rFSH kullanild1 (p= 0,001, Mann-Whitney U test).
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Tablo1. Calisma grubunun 6zellikleri (tiim veriler ortalama ve standart deviyasyonda

gosterilmistir. ) *

Grup a(n=18)

Ortalama yas 27.39+1.54 %
(y)

Siklus 3. giinii 4.88+1.99
FSH (IU)

Siklus 3. giiniin 40.78+18.75
estradiol (pg/ml)

Antral folikiil 10.22 +£2.62
sayisi (AFS)

Stimiilasyon 8.39 £1.04°

siiresi (giin)

Toplam 1637.5+265.44¢
gonadotropin
dozu (IU)

HCG giinii
ortalama E2
degeri (pg/ml)
Ortalama
infertilite siiresi

(yi)

2316.44+649.71

4.44+0.98¢

* Mann-Whitney U test, Bonferroni diizeltmesi p<0.0083 (0.05/6 = 0.0083)

a,b,c,d,e,g p: 0’000 1
"p=0.001

Grup b(n=12)

28.92+1.51°

3.8+1.58

53.88+18.94

10.75+2.86

9.17£.19

1906.25+451.78 ¢

2302.25+1025.64

6.92+1.68¢

Grup ¢(n=10)

30.9+£2.51%

4.13+£2.13

38+13.99

9.4+2.98

10.2+1.55

2315+533.36%f

2410.1£155.54

7.6+2.128

Grup d(n=10)

33.7+2.26*°

5.62+1.85

44.44+16.4

11.3+£3.6

10.5£1.27°¢

3065+363.66%%

2027.9+£559.44

9.4+1.26¢
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Oosit toplama giinii folikiil sivilarinda follistatin ve aktivin seviyelerine bakildi.
Grup a’ daki kadinlarda bakilan folikiil sivisindaki ortalama follistatin seviyesi
4902,77 + 439,13 pg/ml ; grup b’ de ortalama follistatin seviyesi 4024.1667 £ 1017
pg/ml; grup ¢’ de ortalama follistatin seviyesi 3853 + 924.60 pg/ml; grup d’ de
ortalama follistatin seviyesi 3278 + 928,76 pg/ml olarak hesaplanmistir. Grup a’daki
seviye diger gruplardakinden yiiksek bulunmustur. Grup a ile grup b arasinda
(P=0.033, Mann-Whitney U test); grup a ile grup c¢ arasinda (p=0.012, Mann-
Whitney U test); grup a ile grup d arasinda (p= 0.0001, Mann-Whitney U test)
istatiksel anlamli fark saptanmustir.

Folikiil sivisinda bakilan aktivin seviyeleri gruplar arasinda karsilastirilmistir.
Grup a’ daki kadinlarda bakilan folikiil sivisindaki ortalama aktivin seviyesi 32,69 +
11,94 ng/ml; grup b’ de 9.22 + 3.15 ng/ml; grup ¢’ de 5.26 £+ 1.85 ng/ml; grup d’ de
2.32 £ 0.79 ng/ml olarak hesaplanmistir. Grup a’daki ortalama aktivin degeri, diger
gruptakilerdeki degerlerden anlamli derecede yiiksektir. Grup a ile grup b arasinda
(p=0.0001, Mann-Whitney U test); grup a ile grup c arasinda (p=0.0001, Mann-
Whitney U test); grup a ile grup d arasinda (p= 0.0001, Mann-Whitney U test)

istatiksel anlamli fark bulunmustur.
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Tablo 2. Folistatin ve activin sonuglar1 (Veriler ortalama ve standart deviyasyonda

gosterilmistir. ) *

Grup a(n=18) Grup b(n=12) Grup ¢(n=10) Grup d(n=10)

Folistatin (pg/ml) 4902.77+439.13 4024.1667+1017 3853+ 924.60 3278+928.76

Aktivin (ng/ml) 32.69+11.94 9.22+3.15 5.26 +1.85 2.32+0.79

* Mann-Whitney U test, p< 0.05

Folistatin i¢in; grup a ile grup b; P=0.033; grup a ile grup c; p=0.012; grup a ile
grup d; p=0.0001

Aktivin i¢in; grup a ile grup b; P=0.0001; grup a ile grup ¢; p=0.0001; grup a ile
grup d; p=0.0001
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Aktivin ve folistatin degerlerinin dagilimlar1 grafik 1 ve 2’de gdsterilmistir.

akctivinnes

20

Grafik 1. Aktivin degerlerinin boksor torbas: grafigi
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Grafik 2.Follistatin de@erlerinin boksor grafigi
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Yas arttikca aktivin seviyelerinde diisiis izlenmistir (grafik 3).
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Grafik 3. Aktivin ile yas arasindaki korelasyonu gostermektedir.

Yas arttikca follistatin seviyesinde diisiis izlenmektedir (grafik 4).
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Grafik 4. Yas ile Follistatin arasindaki korelasyonu gostermektedir.
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HCG giinii ortalama intrafolikiiler aktivin diizeyleri HCG giinii maksimum serum

estradiol diizeyleri arttik¢a artmaktadir (grafik 5).
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Grafik 5.Aktivin ile HCG giinii serum ostradiol diizeylerinin karsilastirilmasi
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HCG giinii ortalama intrafolikiiler follistatin diizeyleri HCG giinii maksimum serum

estradiol diizeyleri arttik¢a artmaktadir (grafik 6).
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Grafik 6.Follistatin konsantrasyonu ile serum &stradiol diizeyi arasindaki iliskiyi
gostermektedir.
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HCG giinii ortalama intrafolikiiler follistatin seviyesi arttik¢a aktivin konsantrasyonu

da artmustir. (Grafik 7).
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Grafik 7. Aktivin ile follistatin konsantrasyonlar: arasindaki iliskiyi gostermektedir.
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TARTISMA

Ideal kosullarda ovulasyon sonucunda olusan, matiir ve fertilizasyon kapasitesi
olan oosit gelisimi icin, folikiilogenez esnasinda endokrin ve otokrin-parakrin
faktorlerin harmonik olarak diizenlenmesi gerekir. Oositler graniiloza hiicrelerinin
yoklugunda maturasyonlarini tamamlayamazlar ve oositlerin yoklugunda folikiiler
gelisim olamaz (102). Folikiiller ve oosit matiirasyon siireci karmasik bir sekilde
birbirine baglanmis trofik degisiklikler kompleksidir. Graniiloza hiicrelerinden oosit
biliylimesini ve matiirasyonunu saglayan faktorlerin {iretimi, insan folikiiler sivisi
incelenerek folikiiler maturasyon ve graniiloza hiicrelerinin islevi agiklanabilir. In
vitro ¢alismalar oosit niiklear maturasyonu ve kumulus-oosit kompleksinin
gelisiminde aktivin ve folistatinin etkisini gostermistir (103, 104).

Aktivin graniiloza hiicreleri iizerinde differansiyasyon ve folikiiler biiyiime
acisindan 6nemli role sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda aktivinin graniiloza hiicrelerinin
reagregasyonunu sagladigi gosterilmistir. (27, 105, 106). Aktivin bu etkiyi FSH ile
indiiklenen aromataz aktiviteyi artirarak, graniiloza hiicresindeki FSH reseptor
sayisini artirarak ve direkt olarak aktivin reseptorlerine baglanarak yapmaktadir (107,
27). Dolayisiyla aktivin FSH ile birlikte steroidogenezi indiikleyerek Ostojen ve
progesteron yapimini artirir, folikiil gelisimini ve oosit maturasyonunu saglar (27).
Aktivinin folikiil tizerindeki etkisi graniiloza hiicresinde aktivin reseptorleri ile
saglanirken oosit iizerine etkisi oositteki aktivin tip 2 reseptoril ile saglanmaktadir
(27, 108). Sonugta aktivin folikiilogenezdeki olumlu etkisini intrafolikiiler
steroidogenezi artirarak ve aktivin ile FSH reseptorlerini uyararak yapmaktadir
(27,108). Calismalarda aktivinin oosit maturasyonu lizerinde olumlu etkiye sahip
oldugu bulunmustur. Fakat oosit morfolojisi iizerindeki etki mekanizmasi tam
bilinmemektedir. Lau ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis bir ¢alismada oosit kumulus
hiicrelerinde kumulus hiicreleri ile aktivin arasinda pozitif etkilesimin bulunmasi bize
muhtemelen aktivinin oosit morfolojisine ve gelecekte bu oosit iizerinden gelisecek
olan embriyoya olumlu etkisi olabilecegini diisliindiirmektedir (60).

Toshihiro ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada overyan stimiilasyon tedavisi
alan hastalarda bakilan intrafolikiiler sivida follistatin seviyesi MI ve MII iceren

oositlerde yiiksek seviyede bulunmustur (109). Dolayisiyla follistatinin 6zellikle
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oosit kalitesini etkiledigi oosit maturasyonu i¢in gerekli oldugu diisiiniilmiistiir.
Bizim ¢alismamizda grade 1 oosit toplanan folikiil stvisindaki follistatin diizeyi 2-4.
kalite oosit gruplarindakinden yiiksek bulunmus; bu farklilik grade 1, grade 2, grade
3 ve grade 4 oosit gruplart arasinda istatistiksel anlamliliga ulasmistir. Bagka bir
calismada folikiiler sivida folistatin ve aktivinin m-RNA seviyelerinin oosit
matiirasyonu, fertilizasyon kapasitesi ve embriyo kalitesi incelenmistir (110). Sonug
olarak folistatin ve aktivin seviyelerinin iyi oosit ve embriyo gelisimine direkt etkisi
oldugu gosterilmistir. Fareler iizerinde yapilan in vitro bir calisma follistatinin
ortadan kaldirilmas1 ile folikiilogenezde duraklama ve infertilite oldugunu
gostermistir (47).

Follistatin bir aktivin baglayici protein oldugu i¢in aktivinin etkisini notiirledigi
bilinmektedir (111). Lau ve ark. kumulus oosit kompleksinin kiiltiir medyumunda
yaptiklar1 calismada iyi kalite oositlerin kiiltir medyumunda aktivin A seviyesini
yliksek bulunmuslardir (112). Bizim ¢alismamizda grade 1 oosit toplanan folikiil
stvisindaki folistatin diizeyi 2., 3. ve 4. kalite oosit gruplarindakinden yiiksek
bulunmus; bu farklilik grade 1 ile diger gruplar arasinda istatistiksel anlamliliga
ulasmistir. Calismamizda iyi kalitedeki oositlerin alindig1 tersiyer (graffian) folikiil
stvisindaki aktivin A seviyesinin yiiksek seviyede bulunmasi, kumulus oosit
komplekslerindeki aktivin A seviyesinin kumulus hiicrelerinden salgilanmasindan
dolay1 yiikselebilecegini diisiindiirmektedir.

Farkli yas gruplar1 arasinda folikiiler fazda sirkiilasyonda bulunan follistatin
seviyeleri karsilagtirnldiginda gen¢ yastaki ( yas ortalamasi 23) kadinlarin serum
follistatin seviyeleri perimenopozdaki ( yas ortalamasi 49 ) kadinlardan daha yiiksek
olarak bulunmustur (113). Calismamizda ise rFSH kullanan kadinlarda folikiil
stvilarindaki follistatin ve aktivin seviyelerine bakilmistir. Yas arttik¢a follistatin ve
aktivin seviyelerinde azalma izlenmektedir.

Hipofiz overyan aksta folistatin ve aktivin onemli bir rol istlenmektedir.
Hipotalamusdan sentezlenen GnRH hipofizi uyarmakta ve bodylece FSH
salimmaktadir. FSH overleri uyararak folikiil gelisimizi indiikler. Overlerden salinan
follistatin ve aktivin de hipofizden salgilanan FSH’ unun kontroliinde 6nemli bir rol
iistlenir. Folikiillerde bulunan aktivinin hipofizdeki FSH iiretimine endokrin etkisi

bulunmaktadir (111). 1990 larda ¢esitli tiirlerde yapilan bir ¢alismada hipofiz
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hiicrelerinde inhibin aktivin ve folistatinin varlig1 gdsterilmistir. (114, 115, 116, 117)
Aktivinin biiyiik bir kismin1 olusturan aktivin A dolasimda bulunurken aktivin B ise
hipofizde  iiretilmektedir. = Hipofiz-ovaryan  akstaki FSH  sekresyonunun
regiilasyonununu aktivin B otokrin/parakrin olarak, aktivin A ise endokrin olarak
kontroliinde rol iistlenmektedir (111).

IVF’ de oosit kalitesini etkileyen faktorler ile ilgili yapilan ¢alismalarda bazal
FSH, o6stradiol ve antral folikiil sayilariin oosit kalitesini gostermedigi bulunmustur
(118,119,120,121). Bazal 6stradiol seviyesinin diisiik ve yliksek seviyeleri IVF’ da
siklus iptalini artirdig1 gozlenmistir (118). Bazal FSH seviyesinin overyan rezervi
gosterdigi, artmis FSH’ unda overyan rezervin azaldigi, IVF tedavisine cevabin
azaldig, sikliis iptalinin arttig1 gosterilmistir (119). Bazal antral folikiil sayis1 4 ve
daha az olan kadinlarda overyan cevabin anlamli derecede diistiigii, siklus iptalinin
arttig1, gebelik oranlarinin azaldigi izlenmistir (120). Toner ve arkadaglar1 tarafindan
yapilan aragtirmada 35 yas altinda FSH/ E2 oran1 yiiksek olan kadinlarin gebelik
oranlar1 40 yas ve iistinde FSH/E2 oranlar1 normal olan kadinlardaki gebelik
oranlarindan daha fazla bulunmustur. Dolayisiyla IVF basarisinin FSH seviyesi ile
direkt yoldan ilgkili olmadig1 kadin yasina bagli oldugu saptanmistir (121). Bizim
calisgmamizda kadin yasi arttik¢a oosit gradenin kétiilestigi, kullanilan rFSH dozunun
ve dolayisiyla tedavi siiresinin arttigi gozlenmektedir. Buna ragmen bazal FSH,
Ostradiol, antral folikiil sayis1 ve HCG giinii ortalama 06stradiol seviyeleri arasinda
fark izlenmemistir. Cilinkii bu veriler bize oosit rezervi hakkinda bilgi verir fakat
oosit kalitesi hakkinda bilgi vermemektedir (4, 6, 8, 83). Calismamizda da gorildigi
tizere yas oosit kalitesini belirleyen 6nemli bir faktordiir.

Calismamizda kadin yasi arttiginda, oosit morfolojisinde kétiilesme oldugu ve
follistatin ve aktivin seviyelerinin diismekte oldugu saptanmistir. Calismalarda IVF
tedavisi alan hastalarda intrafolikiiler follistatin seviyelerinini MI ve MII oosit iceren
follikiillerde yiiksek oldugu (109) ve rFSH alan hastalarda iyi kalitede oosit
kiiltiirlerinde aktivin A seviyesinin yiiksek oldugu saptanmustir (112). Calismamizda
da oosit kalitesi iyi olan folikiillerde follistatin ve aktivin degerleri yiiksek, oosit
kalitesi kotli olan folikiillerde follistatin ve aktivin seviyeleri diisiik olarak

bulunmustur. Yasin artmasiyla follistatin ve aktivinde diislis izlenmektedir.
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Dolayistyla ¢aligmamizda intrafolikiiler follistatin ve aktivin seviyelerinin yasa
bagimli olarak diigmesinin oosit morfolojisini kotii etkiledigi gdzlenmistir.

Calismamizda infertilite siiresi ile oosit morfolojisi degerlendirildiginde
infertilite siiresinin daha uzun oldugu kadinlarda oosit morfolojisinin kotiiye gittigi
izlenmektedir.

Calismamizda HCG giinii maksimum serum estradiol degerlerinin gruplarimiz
arasinda benzer olmasina karsin iyi morfoloji olan grupta ortalama kullanilan
gonodotropin —tFSH- dozu daha azdir. Aym sekilde tedavi siiresinin de uzamasi
oosit morfolojisinin daha kotii olacagini diigiindlirmektedir. Bu bulgulara paralel
olarak folikiil sivilarindaki folistatin ve aktivin A seviyesi, kalitesi kotli olan
oositlerde diisiik bulunmustur.

Sonug olarak uzun protokol overyan stimiilasyon tedavisi almig IVF hastalarin
>18mm tiizerinde alinan folikiil sivilarimin follistatin, aktivin A seviyeleri ile oosit
morfolojileri karsilastirildiginda follistatin ve aktivin A seviyesinin iyi oosit
morfolojisine sahip folikiillerde yiiksek diizeyde oldugu; kotii oosit morfolojisine
sahip folikiillerde diisiik diizeyde oldugu saptanmistir. Literatiirde aktivinin oosit
morfolojisi lizerine etkisini agiklayabilecek ¢alisma bulamadik. Sadece bir ¢alismada
Lau ve arkadaslar1 iyi kalitedeki oosit kumulus hiicre kiiltiirlerinde aktivin A
seviyesinin yiiksek bulmustur. Bizim ¢alismamizda da iyi oosit morfolojisine sahip
folikiil sivilarinda aktivinin yiiksek ¢ikmasi, muhetemelen follistatin ve aktivin A
seviyesinin kumulus hiicreleri {izerinden oosit morfolojisini etkileyebilecegini
diisiindiirmektedir (60). Aktivinin oosit morfolojisi {izerindeki etki mekanizmasi
bilinmemekle birlikte biz bu mekanizmanin aktivinin graniiloza hiicrelerindeki FSH
reseptorlerinin artmasini ve hipofizden salgilanan FSH sekresyonunun artmasini
saglayarak(23, 24, 25), FSH ile indiiklenen aromataz aktiviteyi artirarak (29, 30),
graniiloza hiicresinde aktivin reseptdrlerine ve oosit iizerindeki aktivin tip 2
reseptorlerine baglanarak sagladigini diisiinmekteyiz (27, 108). 50 hastadan en iyi
bir oositlerini aldik. Dolayisiyla her hastadan tek bir follistatin ve aktivin sonucu elde
ettik. Yapilacak calismalarda bir hastadan birden fazla sayida oosit toplanarak bu
folikiillerin follistatin ve aktivin seviyelerine bakilmasinin uygun olacagini
diisiinmekteyiz. Aktivin seviyelerinin dominant folikiil se¢iminde rol aldiginm

diisiintirsek mid-siklusta kan aktivin seviyelerinin Ol¢lilmesi ve oosit morfolojisi
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arasindaki ilgkiye bakilmasi, oosit toplama giinii hem kanda hem de folikiiler sivida
aktivin seviyelerine bakilip oosit morfolojisi ile degerlendirilmesini amaglayan genis
vaka sayilar1 olan calismalarin yararli olacagini diistinmekteyiz. Midsiklus serum
aktivin, oosit toplama giinli serum aktivin, folikiiler sividaki aktivin seviyeleri ile
oosit morfolojisi arasinda iligskinin bulunmasi ile oosit kalitesini belirleyen marker

olarak aktivinin yararliliginin ortaya konulabilecegini diistinmekteyiz.
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