ix ) \i
N
T.C. SAGL;IM(MEAKANLIGI
SAGLIK BILIMLERI UNIVERSITESI
ISTANBUL ZEYNEP KAMIL

KADIN VE COCUK HASTALIKLARI
SAGLIK UYGULAMA VE ARASTIRMA MERKEZi
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM KLIiNiGi

GRANULOZA HUCRE DNA HASAR DUZEYININ
YARDIMCI UREME TEKNIK BASARISINDAKI
ONGORU DEGERI

Dr. Erman Ciftci

Bu tez Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2022/138

proje numarasi ile desteklenmistir.

TIPTA UZMANLIK TEZI

ISTANBUL/2023



L

T.C. SAGLIK BAKANLIGI
ISTANBUL
IL SAGLIK MUDURLUGU

Saghk Bilimleri Univ

T.C.
SAGLIK BiLIMLERI UNIVERSITESI
ISTANBUL ZEYNEP KAMIL
KADIN VE COCUK HASTALIKLARI
SAGLIK UYGULAMA VE ARASTIRMA MERKEZi
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM KLINIGi

GRANULOZA HUCRE DNA HASAR DUZEYININ
YARDIMCI UREME TEKNIK BASARISINDAKI
ONGORU DEGERI

Dr. Erman Ciftci

Tez Danismani: Doc. Dr. ilhan Sanverdi

Bu tez Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2022/138

proje numarasi ile desteklenmistir.

TIPTA UZMANLIK TEZI

ISTANBUL/2023



TESEKKUR

Asistan egitimim siirecindeki emeklerinden dolayi, hastane bagshekimimiz ve
tez danismanim Dog. Dr. Ilhan Sanverdi’ye,

Asistanlik siirecinde her zaman destegini hissettigim, egitim sorumlumuz Prof.
Dr. Pmar Kumru’ya, uzmanlik tez stirecinde bilgi ve tecriibelerini paylagsan yardimci
tez danismanim Prof. Dr. Enis Ozkaya’ya ve Prof. Dr. Sadik Sahin’e ve tez siirecinde
destegini esirgemeyen Embriyoloji boliimiinden Uzm. Dr. Goksen Derya Reis
Kose’ye, Uzm. Dr. Ziibeyde Caligskan’a, tez siirecimin basindan itibaren yanimda
olan Op. Dr. Ozgiir Uzun’a, bu siirecte Tiip Bebek Kliniginde yardimlarini
esirgemeyen Dog. Dr. Belgin Devranoglu’na,

Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde
aldigim uzmanlik egitimim siiresince, sabirla deneyimlerini bizlere aktaran ve dort
yillik egitimim boyunca beni yetistirmek i¢in higbir fedakarliktan kaginmayan,
oncelikle canim abim Dog. Dr. Resul Karakus’a, Dog. Dr. Cetin Kilig¢1’ya, Dog. Dr.
Erbil Cakar’a, canim ablam Op. Dr. Sultan Seren Karakus ve Op. Dr. Miiserref Banu
Yilmaz’a olmak iizere tiim Kadin Hastaliklari ve Dogum Klinigi uzman kadrosuna,

Asistanlik donemim boyunca akademik anlamda bana vizyon katan ve
yardimlarini esirgemeyen Op. Dr. Sami Acar’a, tez silirecinde destegini esirgemeyen
Op. Dr. Aylin Cakiroglu’na,

Asistanlik donemi boyunca ilk giinden beri her an birlikte giildiigiim, birlikte
zorluklarla miicadele ettigim Dr. Sare Merve Yilmaz ve Dr. Mehmet Can
Keyfoglu’na, her sabah giine keyifle baglamami saglayan ve hastaneyi ikinci evim
olarak hissettiren tiim ameliyathane ekibine, ekip ruhu icinde caligmaktan biiyiik
keyif aldigim asistan arkadaglarima ve tiim hastane ¢alisanlarina,

Her zaman kendimi gelistirmem i¢in arkamda olan, sonsuz ve kosulsuz
sevgileri ve fedakarliklariyla her zaman bana inanglari tam olan canim annem Nurcan
Ciftci’ye, canim babam Vedat Cift¢i’ye, biricik kardesim Av. Simay Cift¢i’ye, canim
teyzem Dr. Giilcan Sahin’e ve canim enistem Dr. Ali Ekber Sahin’e,

Her zaman o6rnek aldigim rol model aldigim, kadin dogum bransiyla beni

tanistirdig1 ve destekleri i¢in Op. Dr. Resat Bahat’a en igten tesekkiirlerimle,

Dr. Erman Ciftci
Istanbul-2023



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt i
KISALTMALAR DIZINT .....oiiiiiiiiieeeneriece et iv
TABLOLAR DIZINI.....cooiiiiiiiiniiieiieneiecieceesie et vi
SEKILLER DIZINT ..o vii
OZET oottt iX
ABSTRACT .ttt sttt sttt st bt et st e bt eae xi
1. GIRIS VE AMAC ... 1
2. GENEL BILGILER .......oiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.1. Yardimei Ureme TeKnolojileri..........ooovuiuiuiiiiieeeeeeeeeceee s 3
2.1.1. In Vitro FErtiliZaSyon ...........ocooeveveeeueeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeseesessseenns 3
2.1.2. Intrasitoplazmik Sperm Injeksiyonu.............ccccovveveveveereierireeennnns 3
2.1.3 Kontriillii Ovaryan Hiperstimiilasyon (KOH) ............ccccceeviieennenn. 4
2.1.4. Oosit Derecelendirilmest .......c.ceeeveerieiieeiieniienieeeeee e 5
2.1.5. Embriyo Derecelendirilmesi...........ccecueeriieiiienieniiienieeieeiieeieeiens 6
2.2. Infertil Hastaya Yaklasim ve Infertilite nedenleri..............cccoovvvevruenennne. 8
2.2.1. Tubal FaKtOT ...cc..eiiiiiiieiieeeee et 8
2.2.2. Ovulatuar Disfonksiyon ve Anovulasyon...........cccccceeeveveeenieeennneene 9
2.2.3. ENAOMEIIIOZIS ..c..eeuveenieeiieieeieeieesitee ettt 9
2.2.4. Erkek FaKtOTii .....cooveeiiiiiiiiiiiieecceeee e 10
2.2.5 DStk OVer REZEIVI .....veiiieiiiiiieiieee e 10
2.2.6 Agiklanamayan Infertilite............cococoeveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 12
2.2.7 Uterin ve Servikal FaKtorler ..........ocovieniininiiniiiiiicnceecieiee 12
2.2.8. Genetik FaKtOr .....ccueeiiiiiiiiiiieeceee e 13
2.3. Fertiliteyi Etkileyen Cevresel Faktorler..........ccovvvvieeiiieeiiiieieeeieeie e, 14
2.4. Ovaryum ve DNA Cift Zincir Kiriklart ........ccoooeeiieeiiiieiiieeiieeeeee e 16
2.4.1. Kumulus Ooforus Hiicreleri (KH) .......ccccooviiiiiiiiiiiecieeeee e, 16
2.4.2. DNA Cift Zincir Kirig1 Belirteci Olarak y-H2AX..........ccccccoinnnes 17
3. GEREC VE YONTEM........cooiiiioieeieeeeeeeeeeeeee e, 19
4. BULGULAR ...ttt ettt ettt ettt enne e e 22
S.TARTISMA L.ttt ettt et 39

i



6. SONUCLAR

7. KAYNAKLAR ..o e

111



AFS
Al
AMH
ET
DNA
DOR
DSB
DSO
ESHRE
FSH
GERMI1
GIFT
GnRH
GWAS

HAS2
HMG
HSG
ICMART

icsi

iHM
iVF
iui

KOH
KOK
LH
MFI

KISALTMALAR

: Antral Folikiil Sayis1

: Aciklanamayan Infertilite

: Anti-Miillerian Hormon

: Embriyo Transferi

: Deoksiriboniikleik Asit

: Diisiik Over Rezervi

: DNA double stranded break (DNA c¢ift zincir kirigi)

: Diinya Saglik Orgiitii

: European Society of Human Reproduction and Embryology

: Folikiil Stimulan Hormon

: Gremlin 1

: Gamet Intrafollapian Transferi

: Gonadotropin Releasing Hormon

: Genome-Wide Association Studies (Genom Capinda Iliskilendirme

Caligsmasi)

: Hyaluronan sentaz 2

: Human Menopozal Gonadotropin

: Histerosalpingografi

: The International Committee for Monitoring. Assisted
Reproductive Technology

: Intracytoplasmic Sperm Injection (intrasitoplazmik Sperm
Injeksiyonu)

: I¢ Hiicre Matriksi

: In Vitro Fertilizasyon

: (Intrauterin inseminasyon)

: Kumulus ooforus hiicresi

: Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon

: Kumulus-Oosit Kompleksi

: Luteinize edici Hormon

: Mean Flourescence Intensity (Ortalama Floran Yogunlugu)

v



MRG
oD
OS
OHSS
OPU
PB
PIKK

PKOS
PVB
RKC
SGH
SNP
TE
UV
VKi
YUT
ZIFT
7P

: Manyetik Rezonans Goriintiileme

: Odds Ratio

: Ovaryan Stimulasyon

: Ovarian Hiperstimiilasyon Sendromu

: Oosit Pick-up

: Polar Body (Polar cisimcik)

: phosphatidyl-inositol-3-kinase-related kinases (fosfatidil-inozitol-3-
kinaz iligkili kinazlar)

: Polikistik Over Sendromu

: Perivitellin Bosluk

: Randomize Kontrollii Calisma

: Sonohisterografi

: Single-Nucleotide Polymorphism — Tek niikleotid polimofizm
: Trofoektoderm

: Ultraviyole

: Viicut Kitle Indeksi

: Yardime1 Ureme Teknikleri

: Zigot Intrafallopian Transferi

: Zona Pellucida



TABLOLAR

Tablo 1: Aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplarinin

biyokimyasal ve sosyodemografik parametrelerinin karsilagtirilmasi....23
Tablo 2: A¢iklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplarinin

emriyoloji laboratuvar takibi degerlendirmeleri karsilagtirilmasi........... 24
Tablo 3: Aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplar1 arasinda

fertilizasyon, gebelik ve fertilizasyon basarisizliginin karsilagtirilmasi .25
Tablo 4: A¢iklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplarinin

protein parametrelerinin karsilastirtlmast ........cccceecveeeciiieniie e, 26
Tablo 5: Ac¢iklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplarinda gebelik

durumuna gore p- H2ZAX/H2AX MFI degerinin karsilagtirilmasit.......... 32
Tablo 6: Aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplarinda gebelik

durumuna gore p- H2ZAX/H2AX % degerinin karsilastirilmasi.............. 38

vi



SEKILLER

Sekil 1: Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX MFI ile

maturasyon orani arasindaki iligki ..........ccceveriiniininiini

Sekil 2: Diisiik over rezervi grubunda p- H2ZAX/H2AX MFI ile maturasyon

orani arasindaki 11Kl .........c.coooiiiiiiiiiii e

Sekil 3: Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX MFI ile

fertilizasyon orani arasindaki 1ligki ........cccoeverieniiiiniinniinie

Sekil 4: Diislik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX MFlI ile fertilizasyon

orani arasindaki 11iSKi ........cc..oooiiiiiiiiiiiiii e

Sekil 5: Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX MFTI ile 3. Giin

embriyo orani arasindaki 1liSKi.........ccoevveerieniiiniiiniieiiee e,

Sekil 6: Diislik over rezervi grubunda p- H2ZAX/H2AX MFI ile 3. Giin embriyo

orani arasindaki 111Kl .........cc.oooiiiiiiiiiiii e

Sekil 7: Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX MFI ile 5. Giin

embriyo orani arasindaki 1liSKi.........ccoeeeieeiiiiniiiiiinieiieec e,

Sekil 8: Diisiik over rezervi grubunda p- H2ZAX/H2AX MFl ile 5. Giin embriyo

orani arasindaki 11Kl ........cc.coooiiiiiiiiic e

Sekil 9: Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile maturasyon

orant arasindaki 1liSKi ..........ccovviiiiiiiiiiie e

Sekil 10: Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX % ile maturasyon

orani arasindaki 11Kl ........cc.cooooiiiiiiii e

Sekil 11: Ac¢iklanamayan infertilite grubunda p- H2AX/H2AX % ile

fertilizasyon orani arasindaki 1ligki ........ccceveeiieniininiiniiniiniecs

Sekil 12: Diisiik over rezervi grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile fertilizasyon

orani arasindaki 11iSKI ...........coooiiiiiiiii e

Sekil 13: Ac¢iklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile 3. Giin

embriyo orani arasindaki 1liSKi ........ccoeeeeiieniiiiiiiiniiiiee e,

Sekil 14: Diisiik over rezervi grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile 3. Glin embriyo

orani arasindaki 11Kl ........cc.coooiiiiiiiiiie e

Sekil 15: Ac¢iklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile 5. Giin

vil



embriyo orani arasindaki iligki
Sekil 16: Diisiik over rezervi grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile 5. Glin embriyo

orani arasindaki 11iSKi .........ccccoooviiiiiiiiii e

viil



OZET

Amag: Caligmamizda, agiklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi hasta
gruplarinda tanimlayici, biyokimyasal ve embriyoloji takibi degerlendirilmerine ek
olarak iki gruptan alinan folikiiler sivida, DNA ¢ift zincir kirig1 belirteci olarak p-
H2AX MFI, H2AX MFT, p- H2AX / H2AX MFI, p- H2AX %, H2AX % ve p- H2AX
/ H2AX % parametrelerini inceleyerek gebelik sonuglarina olan etkisini arastirmay1

planladik.

Gerec¢ ve Yontem: Bu prospektif ¢alisma Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi IVF klinigine 20.06.2022- 20.06.2023
tarihleri arasinda bagvuran ve gerekli kriterleri karsilayan 42 aciklanamayan infertil,
49 diisiik over rezervi hasta olmak {izere toplam 91 hasta ile yapilmistir. Her iki
gruptaki hastalara ICSI uygulanmistir. OPU islemi esnasinda oosit ve graniiloza
hiicreleri toplanarak uygun medyuma transfer edildikten sonra folikiiler sivi 15 m1’lik
konik tiiplerde toplandi. Toplanan folikiiler sivi, proje ortagi olan Yeditepe
Universitesi Doku Tipleme Laboratuvarma teslim edildi. Laboratuvarda, sivinin
santrifiij ve siispansiyonunu takiben fiksasyon ve permeabilizasyon sonrasi hiicrelere
CD45- hiicre popiilasyonu {izerinden kapilama yapildi ve Histon H2A.X ile fosforile

formu Gamma H2A.X protein seviyeleri belirlendi.

Bulgular: Calismamizda, aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi
hasta gruplar1 arasinda, folikiiler sivida, p- H2AX MFI, H2AX MFI, p- H2AX /
H2AX MFI, p- H2AX %, H2AX % ve p- H2AX / H2AX % parametreleri agisindan
anlaml bir farklilik bulunmamistir. Bu bilgiye ek olarak diisiik over rezervi hasta
grubunda p- H2AX/H2AX % degeri arttikca 5. Giin kaliteli embriyo oran1 azaldigi
goriilmiistiir fakat gebelik sonuglariyla anlamli olarak farklilagsmadigi tespit
edilmistir. A¢iklanamayan infertilite hasta grubu ac¢isindan H2AX/H2AX MFI degeri
arttikca 3. Giin kaliteli embriyo orani azaldigi goriilmiis fakat p- H2ZAX/H2AX MFI
ve p- H2AX/H2AX % degerlerinin gebelik sonuglariyla anlamli olarak iliskisi tespit

edilememistir.
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Sonug¢: Calismamizda, agiklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi hasta
gruplarinda folikiiler sivida bakilan DNA hasar belirte¢ oranlar1 ve embriyoloyi
takipleri arasinda anlamli farklar olsa da gebelik sonuglariyla kiyaslandiginda
anlamli sonu¢ bulunamamistir. Calismamiz bu iki infertil hasta alt grubu arasinda
DNA hasarin1 IVF basarist agisindan kiyaslayan literatiirdeki tek calisma 6zelligini
tasimaktadir. Gelecekte folikiiler sivida yapilacak olan ¢alismalarin agiklanamayan

infertilite ve diisiik over rezervi etiyolojisini belirleyebilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Granuloza hiicresi, agiklanamayan infertilite, diisiik

over rezervi, H2AX protein, Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu



ABSTRACT

Objective: In our study, beyond the comprehensive assessment of
descriptive, biochemical and embryological parameters in patients with unexplained
infertility and diminished ovarian reserve, we aimed to investigate the impact on
pregnancy outcomes by analyzing parameters such as p- H2AX Mean Flourescence
Intensity (MFI), H2AX MFI, p- H2AX / H2AX MFI, p- H2AX %, H2AX % ve p-
H2AX / H2AX % in the follicular fluid samples collected from both groups, which

serve as indicators of DNA double-strand breaks.

Materials and Methods: This prospective study was conducted at the IVF
Clinic of Zeynep Kamil Maternity and Children’s Training and Research Hospital
between June 2022 and June 2023. It involved a total of 91 participants, including 42
patients diagnosed with unexplained infertility and 49 with diminished ovarian
reserve, all of whom met the established inclusion criteria. Intracytoplasmic sperm
injection (ICSI) was performed in both groups. The follicular fluid was then collected
in 15 ml conical tubes. The gathered follicular fluid was subsequently delivered to
the Yeditepe University Tissue Typing Laboratory, a collaborative partner in the
Project. In the laboratory, following the centrifugation and suspension of the fluid,
cells underwent fixation and permeabilization. Subsequently, capture was performed
on the CD45- cell population, and the levels of Histon H2A.X and its phosphorylated

form, Gamma H2A.X protein were determined.

Results: In our study, no significant statistical difference was found
between the groups of patients with unexplained infertility and diminished ovarian
reserve in terms of the parameters p- H2AX MFI, H2AX MFI, p- H2AX / H2AX
MFI, p- H2AX %, H2AX % and p- H2AX / H2AX % in the follicular fluid.
Furthermore, within the cohort exhibiting diminished ovarian reserve, it has been
observed that an increase in the p- H2AX / H2AX % value corresponded to a decline
in the proportion of the 5th day high-quality embryos. However, it was determined
that this did not significantly statistically differ in relation to pregnancy outcomes.

For the group diagnosed with unexplained infertility, it was observed as the p- H2AX
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/ H2AX MFI value increased, there was a decline in the proportion of the 3rd day
high-quality embryos. However, no statisticaly significant correlation was identified
between p- H2AX/H2AX MFI ve p- H2AX/H2AX % values and subsequent

pregnancy outcomes.

Conclusion: In the context of our study, despite evident differences observed
in thequantification of DNA damage markers within the follicular fluid and the
associated embryological assessments among cohorts presenting with unexplained
infertility and diminished ovarian reserve, these differences did not Show statistically
significant outcomes when compared with pregnancy results. To the best of our
knowledge, this study is the only research in the literatiire that compares DNA
damage double-strand break between these two subgroups of infertile patients
regarding IVF success. We believe that studies on follicular fluid may determine the

etiology of unexplained infertility and diminished ovarian reserve in the future.

Keywords: Granulosa cells, Unexplained infertility, Diminished ovarian

reserve, H2AX protein, Intracytoplasmic sperm injections
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1. GIRIS VE AMAC

Yardimei iireme teknolojileri (YUT), infertil ciftlerin tedavisi i¢in yaygin
kabul goren yontemler haline gelmistir. 1978 yilindan bu yana YUT tedavileri ile
yaklagik olarak 5 milyon bebek diinyaya gelmistir. Bu rakam, iilkeler arasi
degiskenlik gostermekle beraber tiim dogumlarin %11 ile %4 {inii olusturmaktadir
[1-3]. YUT tedavilerinden olan in-vitro fertilizasyon’nun (IVF) uygulandig
infertilite etiyolojileri arasinda tubal faktor, erkek faktorli, diisiikk over rezervi,
ovulatuvar disfonksiyon ve etiyolojisi belirsiz aciklanamayan infertilite durumlari
bulunmaktadir [4].

Aciklanamayan infertilite, genellikle oviilasyon testleri, tiibiiler gecirgenlik
testleri ve semen analizi gibi standart infertilite incelemelerinin tiimiiniin normal
oldugu ciftlerde yapilan bir taniy1 (veya tanmi eksikligini) ifade eder [5].
Aciklanamayan infertilitenin prevalansi, tanis1 i¢in gerekli 6zel bir testin olmamasi
ve/veya yanlis tant koyulmasi nedeniyle hala tartigmalidir. Ortak bir protokoliin
kullanildigr Kanada merkezli 11 merkezi kapsayan bir ¢alismada, agiklanamayan
infertilite oran1 %8 ile %37 arasinda degisiklik gostermektedir [6]. Agiklanamayan
infertilite tedavisinde YUT uygulamas1 &ncesi bekle ve gor yaklasimi dnerilse de,
hastanin yasi, infertilite siiresi, gebelik ge¢misi gibi durumlar g6z Oniinde
tutulmalidir [7].

Diisiik over rezervi (DOR), oositlerin sayr ve kalitesinde azalmayi
tanimlamaktadir [8]. Menapoz veya prematiir over yetmezliginden fakli olarak,
genellikle diizenli dongiileri bulunan iireme c¢agindaki kadinlarda, benzer yas
grubundaki kadinlara gore uyarilma yaniti veya fekunditesi azalmis olan hasta
gruplarini  tanimlamak igin kullanilir [9]. Yardimct Ureme Teknolojileri
Cemiyeti’nin (SART — Society for Assisted Reproductive Technology), diisiik over
yanitin1 6ngoérme adina 181.536 siklusun degerlendirildigi bir raporda, Devine ve
arkadaslar1 2004°ten 2011°e kadar gegen siiregte DOR prevalansinin %19’dan %36
ya ulastigini belirtmistir [10].

Infertilite durumlarinin  yaklastk %37’sini  kadmma baglh faktorler
olusturmaktadir [11]. YUT tedavisi ile gebelik elde edilmesi veya canli doguma

ulagabilmek icin kaliteli gametlere, embriyolara ve implantasyonu destekleyecek



maternal hazirliga ihtiya¢ duyulmaktadir [12]. Tiim bu kosullarin karsilanabilmesi
adina, ilag tedavisi ve cerrahi miidahalelerde 6nemli gelismeler elde edilmistir. Fakat,
basar1 olarak artis goriilse de, gebelik oranlar1 heniiz beklenen seviyelerde degildir
[13]. Oositin intrafolikiiler ortamindaki fiziksel ve kimyasal sartlar, reprodiiktif
biyolojide merkezi bir 6neme sahiptir. Oositin ¢evresini saran kumulus hiicreleri,
oosit maturasyon siirecini destekleyici bir fonksiyon gosterirken, ayni zamanda
advers cevresel faktorlere karsi bir bariyer olusturmaktadir. Giincel literatiir, oosit ile
komsu folikiiler somatik hiicreler arasindaki intrinsik etkilesimi vurgulayarak,
kumulus ve granuloza hiicrelerinin, oositin reprodiiktif kapasitesine katkida
bulundugunu belirtmektedir [14].

Bu go6zlemler, maternal yaslanma ve eksternal risk faktorlerine baglh
DSB'lerde bir artisin, YUT protokollerinin sonucunu tahmin etmek icin ikna edici
gostergeler olarak kullanilabilecegi hipotezini olusturmamiza neden olmustur.

Bu ¢alismada, oosit mikrogevre elemanlarinin (kumulus ooforus hiicreleri,
granuloza hiicreleri) DNA hasar oranlar1 ile YUT tedavi sonuglar1 arasindaki iliskinin
arastirilmasi amagladik.

Calismamizda, agiklanamayan infertilite ve diisilk over rezervi hasta
gruplarinda tanimlayici, biyokimyasal ve embriyoloji takibi degerlendirilmerine ek
olarak iki gruptan alinan folikiiler sivida, DNA c¢ift zincir kirig belirteci olarak p-
H2AX MFI, H2AX MFI, p- H2AX /H2AX MFI, p- H2AX %, H2AX % ve p- H2AX
/ H2AX % parametreleri incelenerek gebelik sonuglarina olan etkisini arastirmay1

planladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. YARDIMCI UREME TEKNOLOJILERI (YUT)

Yardimer Ureme Teknolojileri (YUT), reprodiiktif amagli hem oositlerin
hemde spermin veya embriyolarin in vitro manipiilasyonunu i¢eren tiim prosediirleri
kapsamaktadir. Bu tanim in vitro fertilizasyon (IVF) ve embriyo transferine (ET) ek
olarak intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI), embriyo biopsisi,
preimplantasyon genetik tan1 (PGT), asiste zona hatching, gamet intrafallopian
transferi (GIFT), zigot intrafollapian transferi (ZIFT), gamet ve embriyo
kriyoprezervasyonu, sperm, oosit ve embriyo donasyonu ve gestasyonel tasiyici
siikluslarini1 kapsamaktadir. Bu cercevede, YUT, bir kadinin partnerinden veya bir
sperm donériinden sperm  kullanilarak yapilan yardimcr inseminasyonu
icermemektedir [15].

Insanlarda gergeklestirilen ilk basaril1 in vitro fertilizasyon (IVF) uygulamasi
1978 yilinda Ingiltere’de uygulanmustir. Bu prosediirde, ovulasyon indiiksiyonu
uygulanmamis bir hastadan laparoskopik yontemle tek bir oosit ekstrakte edilmistir.
Elde edilen oosit in vitro ortamda fertilizasyonu saglanmis ve ardindan embriyo
transferi gerceklestirilmistir [16].

Belirtilen donemden itibaren, YUT prosediirleri klinik ve embriyolojik yonden
onemli gelismeler gostermistir ve bu teknolojinin global erisim ve uygulama

kapasitesi artmigtir [17].

2.1.1. in Vitro Fertilizasyon (IVF)

IVF, laboratuvar ortaminda gametlerin fertilizasyon siirecini igeren bir dizi
prosediirii  kapsamaktadir. IVF uygulamasi, kadinda iiretimi igin ovarian
stimiilasyonu, oositlerin toplanmasini, in vitro fertilizasyon iglemi ve sonrasinda elde

edilen embriyolarin uterin kaviteye transferini icermektedir [15].

2.1.2. intrasitoplazmik Sperm Injeksiyonu (iCSI)
ICSI, baslangicta erkek faktdriine dayali infertilite vakari igin gelistirilmis
bir IVF yontemi olsa da giiniimiizde bu yontemin kullanimi yalnizca erkek faktdriine

6zgili durumlarla smirl degildir [18]. ICSI islemi tek bir spermatozoonun oosit



sitoplazmasina enjekte edilmesini ve laboratuvar ortaminda fertilizasyonun
saglanmasini igerir [15]. Hem IVF hemde ICSI yontemi fertilizasyonu desteklemek
icin uygulansa da bu iki yontem bu amaca ulasma siirecinde farkl1 yollar izler. IVF
sirasinda, oosit bir sperm konsantrasyonuna maruz kalir ve spermin dogal yollarla
secilmesine olanak saglar. Ote yandan, ICSI dogal secilim siirecini gz ard1 ederek,
laboratuvar ortaminda bir oosite tek bir sperm dogrudan enjekte etmektedir [19].
YUT tedavilerinin artan popiileritesi ve diinya genelinde her yil gergeklestirilen ¢ok
sayida IVF/ICSI prosediirii géz 6niine alindiginda, IVF ve genel olarak 1VF/ICSI,
ovaryan hiperstimiilasyon sendromu, c¢ogul gebelik ve konjenital anomaliler

(hipospadias dahil) riskinde bir artis ile iligskilendirildigi unutulmamalidir [20].

2.1.3. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon (KOH)

Ovarian hiperstimulasyon, yardimci tireme tekniklerinin ayrilmaz bir
parcasidir. Kontrollii ovarian hiperstimiilasyondaki amag, c¢oklu dominant
folikiillerin stirekli gelisiminitesvik etmek ve birgok oositin olgunlasmasini
destkelemektir. Bu siire¢, in vivo veya in vitro gebelik olasiligini1 arttirmayi
amaclamaktadir. Bu iglem, oositlerin fertilizasyon kapasitesini maksimize edereki
basarili konsepsiyon ve sonrasinda saglikli bir gebelik olasiligin1 yilikseltmeye
yoneliktir [21, 22].

Kontrollii ovarian hiperstimiilasyonun (KOH) iki esas bileseni bulunmaktadir.
Birincisi, folikiillerin folikiil uyaric1 hormone (FSH) ya da human menapozal
gonadotropinler (HMG) ile uyarilmasidir. Digeri ise, genellikle gonadotropin
salgilayict hormone (GnRH) agonistleri veya antagonistleri kullanilarak erken
ovulasyonun engellenmesidir. HMG, FSH ve luteinize edici hormon (LH)
icermektedir. FSH uygulanmasindaki amag¢ ¢ok sayida folikiiliin biiylimesi ve
gelismesidir. FSH’in dozu ve uygulama siiresi, yas, ovarian rezerv ve gecmis
stimiilasyon dogiilerine verilen yanit gibi hastanin ozelliklerine bagli olarak
ayarlanabilmektedir [23]. GnRH analoglari, LH’1in erken salinimini baskilayarak,
fertilizasyon i¢in optimal olan folikiil gelisimini ve olgunlasmasini destekler. Agonist
ve antagonist olarak her iki tiirii de siklikla YUT protokollerinde kullanilmakta ve
basar1 oranlarini artirmada kritik bir role sahiptirler [24]. GnRH agonist analoglari,

hipofiz bezindeki GnRH reseptorlerini kaplayarak duyarsizlagmaya neden olur.



Baslangicta, graniillerde {iretilen ve depolanan FSH salinimini desteklerken,
devaminda hipofiz bezi hormonlarinin (FSH ve LH) iiretimini engeller. Ik asamal1
hipofiz engeli ila¢ kullanimina basladiktan 3 ile 4 hafta sonra olusur ve etkisi uzun
siirelidir, kullaniminin kesilmesinden bir ka¢ hafta sonra bile etkisi siirebilir [25]. Bu
kullanim, LH’nin erken salimimini Onler ve uyarmin daha iyi kontrol edilmesine
olanak saglar [26]. Bununla beraber, antagonistler, verilen doza bagh bir etki ile
hipofiz bezinde GnRH reseptorlerinde kompetetif blokaj saglar ve gonadotropin
salgilanmasinin Oniine geger. Sonug olarak hipofiz hormonlarinin, 6zellikle LH
saliniminin1 engellemis olur. Etki baslangici hemen gerceklesir ve etki siiresi
yaklagik 34 saat siirer [24, 27, 28].

Giincel c¢alismalar, iki indiiksiyon protokoliiniin elde edilen oositler,
dollenmis embriyolar, gebelik ve dogum oranlar1 agisindan esdeger oldugu
yoniindedir. Ancak, antagonist protokoliin, ovarian hiperstimiilasyon sendromu
(OHSS) olusumunun daha diisiik olmasi nedeniyle daha giivenli goriilsede, literatiir
agonist protokoliiyle daha fazla gonadotropin kullanim ihtiyact oldugunu
gostermistir. Bununla beraber hastalar i¢in daha yiiksek maliyet olusturdugunu ve

OHSS riskinde artis oldugu goriilmiistiir.[24, 28-32].

2.1.4. Oosit Derecelendirilmesi
Oosit derecelendirilmesi, morfolojik niteliklere dayanarak, oosit kalitesinin
Oznel bir analizini gergeklestirir ve en yliksek gelisim potansiyeline sahip oositleri
belirleyip se¢cmeyi hedeflemektedir. Bu yaklasim ile basarili fertilizasyonun ve

sonrasinda embriyo gelisimi maksimize edilmis olur.

Oosit Puanlamasi icin Morfolojik Kriterler
Oosit kalitesinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan yontemleri oositin her bir
hiicresel boliimiinii ve ¢evresini esas alarak, morfolojik analiz ve siniflandirmaya
dayanmaktadir. Konvansiyonel mikroskop kullanilarak kumulus hiicreler, zona
pellucida (ZP), polar cismin (Polar Body, PB) varligi, perivitellin boslugu (PVB) ve
sitoplazma incelenir [33].
1. Kumulus-Oosit Kompleksi (KOK), oositi ve onu ¢evreleyen tiim hiicreleri

igerir. Kompleks igerisindeki kan pihtilarinin varligi, oosit kalitesi, fertilite



oranlari, boliinme oranlar1 ve blastokist olusumu ile iliskili azalmis oldugu
goriilmistiir. Genislemis, kabarik kumulus hiicreleri ve genislemis korona
hiicreleri, daha yiiksek dollenme oranlar1 ve gebelik ile iliskilendirilmektedir
[34].

2. Polar Cisim (PB), oositin olgunlagma siireci sirasinda atilan ve 23 kromozom
iceren kiiciik bir hiicredir. Yapilan bir¢ok ¢alismada, PB’nin biitlinliigii, sekil
veya biitiinlligiiniin oosit kalitesini degerlendirmek i¢in kullanilabilecegini ve
hatta ovulasyon sonrasinda yaslanma durumunun tahmin edilebilecegini
gdstermistir [33, 35]. Intakt bir PB’ye sahip oositler daha yiiksek fertilizasyon
oranlar1 gosterirken, biiylik, diizensiz veya pargalanmis bir polar cisime sahip
oositler daha diisiik fertilizasyon oran1 vermektedir [35-37].

3. Zona Pellucida (ZP), oositin ¢evresini saran ekstraselliiler maktrikstir. Pre-
antral folikiil agsamasinda oosit I tarafindan salgilanir ve corona radiata’nin
peri-oosit hiicreleri tarafindan olusturulur. Kalin bir ZP veya ZP’nin kalin i¢
tabakasi, daha iyi oosit gelisimi ve embriyo kalitesi ile iliskili bulunmustur
[34]. Aksine, daha ince yapidaki ZP, sperm penetrasyonunun kolaylastirimasi
ile iligkilendirilerek daha iyi bir fertilizasyon oran1 sagladigi belirtilmistir [34,
36]. Sonug olarak, ZP’nin tek basina incelenmesi, oosit kalitesinin dogru bir
sekilde degerlendirilmesi agisindan yeterli olmamaktadir.

4. Perivitellin Bosluk (PVB), polar globiilii iceren ve ZP ile oosit II membrani
arasindaki alan1 kapsamaktadir. PVB ideal olarak diiz ve net olmalidir [34,
38].

5. Sitoplazma, ideal kosullar altinda, homojen ve yari-opak bir yapiya sahip
olmalidir. Koyu ve graniiler olmasii vakuoller veya kirilgan cisimcikler gibi
anomaliler, oositin gelisimsel kapasitesini olumsuz yonde etkileyebilme

potanisyeline sahiptir [39].

2.1.5. Embriyo Derecelendirilmesi

Embriyo kalitesinin degerlendirilmesi, gebelikle sonuglanacak embriyolari
secme noktasinda, YUT uygulamalar1 agisindan kritik éneme sahiptir. Embriyo
derecelendirme sisteminin kullanilmasi, transfer oncesi embriyolarin dogru bir

sekilde secimi, cogul gebelik riskinin azaltilmasi, farkli eki yerlerinin



degerlendirilmesi ve sikluslar arasinda embriyo kalite karsilagtirilmasi agisindan

birgok potansiyel fayda sunmaktadir [40].

Zigot Derecelendirmesi (1. Giin)

Fertilizasyonun degerlendirilmesi, fertilize bir oositte iki proniikleus ve iki
PB goriiniimii ile dogrudan yapilmaktadir. Derecelendirmenin morfolojik
parametreleri arasinda polarizasyon, sitoplazmik halo varligi, proniikleus sayisi ve

proniikleus goriintimii bulunmaktadir [41].

Boliinme Asamasi1 Embriyo Derecelendirmesi (2. Ve 3. Giin)

Fertilizasyonun ardindan 2. Veya 3. Giinlerde incelenen béliinme evresinde
embriyolar, hiicre sayisi/blastomer, parcalanma seviyesi ve blastomerlerin
simetrisine gore siralanir. Kaliteli bir boliinme evresindeki embriyo, az miktarda
parcalanma (<%10) gosterir ve genellikle 2. Giinde 4 hiicre ve 3. Giiniinde 8 hiicre
icerir. Embriyolar, ¢esitli siniflandirma yontemleri kullanilarak, sinif 1’den en

yiiksek kaliteye, sinif 4’e kadar en diistik kaliteye gore kategorize edilir [41].

Blastokist Embriyo Derecelendirmesi (4-6. Giin)

Fertilizasyonu takiben 4. glinden itibaren incelenen blastokistler, genisleme
seviyeleri ve oositten ¢ikma durumlarina, i¢ hiicre maktriksi (IHM) morfolojisine ve
trofoektoderm (TE) yapisina gore derecelendirilir [42]. Bir embriyonun genislemeye
basladiginda (3-6 araligindaki blastokist degerlendirmesi, tam blastokist ve devamini
belirtmektedir), IHM ve TE igin bagimsiz derecelendirme yapmak miimkiindiir. Bir
sonraki asamada, ters 11k mikroskop kullanilarak A, B ve C dereceleri
kullanilmaktadir. THM igin; A derecesi, bir¢ok hiicre iceren yogun bir yapiy; B smufi,
daha gevsek ve bir¢ok hiicre igeren bir yapiy1; C sinifi ise az sayida hiicre igeren bir
yapiy1 ifade eder. TE i¢in; A sinifi, birgok hiicre barindiran kohezif bir epitel yapisini;
B simifi, az sayida hiicre igeren gevsek bir epitel yapisini; C sinifi ise en az hiicre

iceren epitel yapisini temsil etmektedir [41].



2.2. INFERTIL HASTAYA YAKLASIM VE INFERTILITE

NEDENLERI

Genel perspektifte, infertilite, korunmasiz cinsel birliktelik sonrasinda bir yil
veya daha uzun siire gebelik elde edememe durumu olarak tanimlanir. Kadinlarda
fertilite kapasitesinin yas ile dogru orantili bir sekilde azaldig: bilimsel bir gergek
olarak kabul edildiginden, 35 yas ve lizeri kadinlar i¢in bu siire alt1 ay olarak
belirtilmistir[43].

Fertilite degerlendirilmesi, oligomenore veya amenore olan kadinlar i¢in de
onerilmektedir. Bilinen veya siipheli uterin, tubal veya peritoneal hastalig1 olan (III
veya IV evre endometriozis dahil) ve bilinen veya siiphelenilen erkek faktorii
durumunda erkek partnerler i¢in de bu degerlendirme 6nerilmektedir [44]. Infertilite
durumu, infertil ¢iftlerin %85’ inde normal fizyolojik siirecte tanimlanabilen
anormallikler veya altta yatan patolojiler tarafindan meydana gelmektedir.
Infertilitenin en yaygin sebepleri ovulasyon disfonksiyonu, erkek faktdrii infertilitesi
ve tubal hastaliklardir. Infertil ¢iftlerin geri kalan %15 i ise agiklanamayan

infertiliteye sahiptirler [45].

2.2.1. Tubal Faktor

Tubal infertilite, fallop tliplerinin tikanmas1 veya pelvik adezyonlar nedeniyle
tiiplere overlerden oositin gecememesi olarak tanimlanir ve infertilite tanilarinin %11
ile %67’si arasinda bir orana sahiptir [11, 46]. Cinsel yolla bulasan enfeksiyon
gecmisi olan kadinlarda (tubal hastalifin en yaygin sebebi), servikal displazi, intra-
abdominal cerrahi veya daha Once intra-abdominal enfeksiyon (6rnegin, perfore
apendisit) oykiisii olan kadinlarda siiphelenilmelidir [47].

Tubal infertilite i¢in birinci sira tani aract olan Histerosalpingografi (HSG),
radyoopak maddenin (yag veya suda ¢oziiniir) uterin serviks lizerinden uterin bosluga
ve ardindan fallop tiiplerine floroskop esliginde goriintiilendigi bir yontemdir. Bu
yontemin duyarliligi %65 ve 6zgiilliigii %83 tiir [48].

Giincel bir calismada, bilateral tubal gecirgenligi mevcut olan infertile
kadmnlar iletek tarafli proksimal tubal blokaji olan hastalar kiyaslandiginda KOH

sonrasi intrauterine inseminasyon (IUI) sonras1 gebelik oranlar1 benzer bulunmustu



[49]. Ancak, bilateral tubal obstriiksiyon sdz konusu oldugunda, tubal gecirgenligi
geri kazandirmak i¢in cerrahi veya IVF

yaklagimi 6n planda tutulmalidir. Tubal cerrahi veya IVF secimi, erkek partnerin
yasl, infertilite siiresi ve diger tanilarin varlig1 (6rnegin erkek faktorii), onceki gebelik
basaris1 ve istenen gebelik sayisi, tubal patolojinin yayginligi ve finansal kaynaklara

dayanmaktadir [50].

2.2.2. Ovulatuar Disfonksiyon ve Anovulasyon

Diinya Saglik Orgiitii’ne (DSO) gore, ovulatuar disfonksiyon, infertilite
tanilarinin %25’ ini olusturmaktadir [11]. Menstriiel sikluslarin diizensizlik
durumunda, 21 gilinden kisa veya 35 giinden uzun dongiilerde olmasi, hasta anormal
uterin kanama veya amenore tariflediginde anoviilasyondan siiphelenilmelidir [51].

Anoviilasyonun en yaygin nedeni polikistik over sendromu (PKOS)’dur, bu
durum anoviilasyon yasayan kadmlarin %70’ini etkilemektedir [52]. Ozellikle
obezite, PKOS’dan ayr1 olarak kendi basina anoviilasyonla iliskilendirilmektedir.
Viicut kitle indeksi (VKI) 27 nin iizerinde olan kadinlarin, normal aralikta VKI'ne
sahip kadinlara kiyasla anoviilatuar infertilite riski daha yiiksek bulunmustur [53].
Diger nedenler arasinda tiroid hastaligi (%2-3), hipofizer hastalik (6rnegin,
prolaktinoma, %13), adrenal hiperplazi veya adrenal tiimdrden kaynaklanan
yiikselmis androjenler(%?2), idiopatik kronik anoviilasyon (%7-8) ve fonksiyonel
hipotalamik amenore (6rnegin, diisiik kilo, yeme bozukluklar1 ve asir1 egzersiz)
bulunmaktadir. Yeme bozuklugu olan hastalarin, yeme bozuklugu olmayan hastalara

kiyasla daha sik anoviilatuar infertilite oran1 belirtilmistir [54].

2.2.3. Endometriozis

Endometriozis, uterin kavite dsindaki endometrial doku varligi olarak
tanimlanmistir ve infertilite yasayan kadinlarin %25-40’1m etkiledigi bilinmektedir
[55]. Endometriozise bagli anatomik bozulmalar, fallop tiiplerini obstriikte eden veya
tubal gecirgenligi bozan yapisikliklarin varligi veya tiip ve oviilasyon bolgesi
arasinda meydana gelen ovaryan Kkitlelerin (6rnegin, endometrioma) varligi gibi
durumlar tubal gecirgenligi, oosit kalitesini ve tubal fimbria tarafindan oositlerin

fallop tiipiine gegisini bozabilmektedir [56].



2.2.4. Erkek Faktorii

Erkek fizyolojisindeki bozukluklar, diisiik testosterone seviyeleri veya az
sperm sayis1 gibi durumlar, infertile ¢iftlerin %35’inde goriilmektedir [57]. Bir
infertile ¢iftin sorununun altinda birden fazla faktér yatiyor olabilir. Bu nedenle,
erkek  faktdriine bagli infertilite  degerlendirmesi, kadin  partnerinin
degerlendirilmesiyle birlikte yiiriitiilmelidir [58, 59]. Hastadan alinan ejakulat 6rnegi
icinde sperm bulunmuyorsa (azospermi) ve ek olarak idrar 6rneginde sperm varligi
retrograde ejakulasyonun bir gostergesidir. Obstriiktif azoospermia, ejakulatta
spermin olmamasit durumunu tanimlar ve bu, spermin taginma yollarinda bir
tikaniklik sonucudur. Obstriiktif azospermi vakalarinda, vas deferens’in konjenital
bilateral yoklugu, kistik fibrosis hastalarinda eksik olan protein olan kistik fibrosis
transmembrane konduktans regiilatoriinde bir mutasyon degerlendirilmesi
gerektigini isaret eder. Nonobstriiktif azoosperminin en yaygin sebebi ise primer
testikiiler yetmezliktir; bu durum serumdaki toplam testosterone ve FSH
seviyelerinin ~ Ol¢iilmesini  ve baslangi¢ sonuclarina dayanarak et tetkik

gerektirmektedir [60].
Azoospermi tedavisi, testislerden cerrahi sperm alimini igermekte olup,
YUT siklusunda hemen kullanilmak veya daha sonra kullanilmak {izere
kriyoprezervasyon amaciyla gergeklestirilmektedir. Bu prosediir, azospermi tanisi
almis erkekler i¢in fertilitenin saglanmasinda etkili bir yol sunmaktadir. Bu yontemle
elde edilen sperm, YUT te kullanilmas1 yoluyla basarilik bir gebelik olasiligini
arttirmaktadir. Bu islem, modern iireme saglik hizmetlerinin kritik bir bilesenidir ve

infertile erkekler icin umut verici bir ¢6ziim yolu olmustur[50].

2.2.5. Diisiik Over Rezervi (DOR)

Over rezervi, ovaryan primordial folikiiler havuzun nicelik ve nitelik
acisindan tanimini ifade etmektedir. Diisiik over rezervi (DOR), iireme ¢agindaki
kadinlarda folikiiler havuz mikatrinda gézlemlenen azalmayi belirtir ve bu durum,
pek cok ¢ift i¢in infertilite olusturan 6nemli bir etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
DOR ’un varligi, iIVF uygulamalarmin infertilite tedavisi i¢in bir ydntem olarak artan
bir sekilde kabul gérmesiyle daha belirgin hale gelmistir. IVF siirecinde bu hastalarda

%10’u kontrollii ovaryen hiperstimulasyona diistik yanit
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alinmaktadir. Bu durum, infertilite stratejilerinin ve yaklasimlarinin bu duruma gore
adapte edilmesini gerektirmektedir [61-63]. Over rezervinde azalma, genellikle
otuzlu yaslarin ortalarinda veya sonralarinda olan kadinlarda sik¢a gozlemlenen bir
olgudur; ancak daha geng¢ kadinlarida etkileyebilmektedir [64]. Bu durumda, kisinin
kendi yumurtalari ile gebe kalma siiresi sinirli kalmaktadir. Bunun sebebi, yaslanan
oositlerde kalitenin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. Buna ek olarak, DOR tanili gen¢
kadinlarin gebe kalma sans1 daha yiiksek olabilmektedir. [65, 66]. Ancak yapilan son
caligmalar, DOR tanili hastalarda yasa bakilmaksizin diisiik gebelik oranlar ile
iliskili oldugu ve yiiksek gebelik kaybi riskinin varligindan s6z edilmektedir [67-71].
Cesitli over rezerv testleri (ORT), over rezervini degerlendirmek ve KOH
yanitin1 Otahmin etmekte kullanilmaktadir [72]. Bazal FSH seviyesinin yiiksekligi
kotii yanit ile iliskilendirilen ilk ORT lerden biridir. Ancak, tek bagina normal bazal
FSH degeri kotii yanit1 dislamamakta olup, seviyesinin yiiksekligi azalan over rezervi
siirecinde goreeli olarak ge¢ gerceklesmektedir. Bu nedenle KOH’ta kotii yanit
ongoriisiinde bazal FSH tek basina ideal bir test degildir [73]. Antral folikiil sayis1
(AFS) ve anti-Miillerian hormone (AMH), tanimlanan en hassas over rezerv
belirtecleridir ve bireysel KOH protokollerinin planlamasinda kullanimaktadir. Bu
hassas belirtecler over yanitinin tiim spektrumunun giivenilir dogrulukta tahmin
edilmesine izin vermektedir [74].
Bologna kriterleri, 2011 yilinda gerceklestirilen “European Society of
Human Reproduction and Embryology (ESHRE) DOR tanimi ¢alisma grubu” uzlasi
toplantisinin ardindan belirlenmistir [75].
Bu kriterlere gore, DOR tanisi i¢in agsagida belirtilen ii¢ 6zellikten ikisinin
bulunmasi 6nerilmektedir:
1. Tleri anne yas1 (40 yas ve iizeri) veya DOR igin baska bir risk faktorii.
2. Daha 6nce konvansiyonel stimiilasyonla <3 oosit elde edilmesi
3. Anormal over rezerv varligi (AFS<5-7 veya AMH <0.5-1.1 ng/ml).
Bologna kriterleri, pelvik enfeksiyon, endometrioma, over cerrahisi ve
genis periovarian adezyonlar gibi faktorlerin over rezervi tizerindeki degiskenligi
nedeniyle elestirilmektedir. Ancak, ESHRE fikir birligi, DOR’un tanimi

dogrultusunda atilmig en 6nemli adim olarak kabul gérmektedir [76].
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2.2.6. Aciklanamayan Infertilite (AT)

Infertil ciftlerin %30’u standart bir infertilite degerlendirmesinin ardindan
aciklanamayan infertilite tanis1 almaktadir [77]. Bu tartismal1 tani, kadin ve erkek
iireme sistemlerinde herhangi bir anormallik belirlenemediginde konulmaktadir. Al,
standart arastirmalarin sonucunda dislama tanist olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Uluslararast Yardimcr Ureme Teknnolojisi Izleme Komitesi (The International
Committee for Monitoring. Assisted Reproductive Technology- ICMART), Al’yi
goriliniiste normal yumurtalik fonksiyonu, fallop tiipleri,rahim, serviks ve pelvis yani
sira yeterli cinsel iligki siklig1 olan ¢iftlerdeki infertilite durumuna ek olarak normal
testikiiler fonksiyon, normal iirogenital anatomi ve ejakiilasyon birlikteligi olarak
tanimlamistir [15]. Al durumunda tedavi edilebilir bir neden belirlenemediginden,
tedavi kagmilmaz olarak deneyimsel olarak yiiriitiilmektedir. Siklikla kullanilan
tedaviler arasinda oral ilaglar veya enjekte edilebilir gonadotropinler ile ovaryan
stimulasyon (OS) ve intrauterin inseminasyon (IUI) bulunmaktadir [78]. Al i¢in
tedavi modelitesi tipik olarak OS-IUI ile baslamaktadir. Ik olarak oral ilaglar,
ardindan gonadotropinler kullanilarak, OS-IUI ile gebelik elde edilememesi
durumunda IVF protokoliine gecilmektedir. Son 20 yil i¢inde IVF basar1 oranlart
dramatik bir sekilde artmis olmasina ragmen, YUT uygulanmalayan tedavilerde
siklus basina goreceli diisik ve degismeyen canli dogum oranlarn ile

iliskilendirikmektedir [79-81].

Limitasyonlar

Aciklanamayan infertilite tedavisinin etkinligi ve glivenligi ile ilgili literatiirii
yorumlamada birden ¢ok engel bulunmaktadir. Bir ¢ok giincel ¢alisma, tedavi
edilmemis veya placebo control gruplarini igermemektedir ki bu, bekle-gor yonetimi
ile YUT’ ten bagimsiz gebelik oranmin yiiksek olmasi géz 6niine alindiginda sorun
olusturmaktadir. A¢iklanamayan infertilite, erken ever endometriosis ve hafif erkek

faktoriinii dahil edecek sekilde tanimlandigi bazi caligmalar mevcuttur [82].
2.2.7. Uterin ve Servikal Faktorler

Uterin kavite anormallikleri, diisiik ve erken dogum gibi olumsuz gebelik

sonuglart ile iliskilendirilmektedir (bu sonuglar sadece infertilite ile sinirli degildir)
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[83, 84]. Uterin kaviteyi bozan faktdrler arasinda endometrial polipler, leiomyomlar,
intrauterin sinesiler ve septat uterus gibi konjenital uterin malformasyonlar
bulunmaktadir. Sonohisterografi (SGH), endometrial polip ve leiomyomlari,
strastyla %91 duyarlik ve %84 6zgiilliikk ile degerlendirmektedir[85]. Bu degerler,
uterin kavite degerlendirmesinde SGH’yi HSG ve transvajinal ultrasonografiye
kiyasla iistiin kilmaktadir. Konjenital bir anormallik (6rnegin, bikornuat uterus)
varliginda, pelvik manyetik rezonans goriintileme (MRG) veya {ic boyutlu
ultrasonografik  degerlendirme  yapilmast tavsiye edilmektedir. Normal
ultrasonografi veya HSG’ye sahip infertil kadinlarin genel popiilasyonunda infertilite
etiyolojisi i¢in tanisal bir test olarak histeroskopik degerlendirmenin rutin
kullanimini1 destekleyen bir kanit bulunmamaktadir [50].

Uterin kavite defektlerini diizeltmek icin yapilan cerrahi islemler, iireme
sonuglarini iyilestirmek amaciyla yaygin olarak gerceklestirilmektedir. 2018 yilinda
yapilan bir Cochrane incelemesinde, uterin fibroidler, endometrial polipler,
intrauterin adezyonlar ve septum da dahil olmak iizere belirlenen uterin kavite
anormallikleri i¢in operatif histeroskopi ile kontrol grubunun karsilastirildigi 309
dahil oldugu 2 randomize kontrollii ¢alisma (RKC) dahil edilmistir. Bu inceleme
sonucunda endometrial poliplerin ¢ikarilmasinin gebelik oranlarini artirabilecegi
sonucuna varilmistir, ancak diger yapisal anormallikler {izerinde cerrahinin
etkinligini belirlemek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu belirtilmistir [86].

Servikal faktore baglh infertilite, spermin uterusa dogal gegisini engelleyen
anatomik bir bozukluk, ameliyata bagli skar olusumu veya azalan servikal mukus
gibi durumlar olarak tanimlanir. Dogustan gelen servikal anomaliler oldukga seyrek
goriilmektedir. (1/80.000) [87]; servikal darlik, gegirilmis operasyona bagli ortaya
cikabilmektedir (6rnegin, servikal kanser i¢in yapilan LEEP (Loop electrosurcical
excision procedure) veya konizasyon), ancak servikal cerrahinin fertilite lizerinde
etkisi hakkinda calismalar kiiciik 6rneklem biiyiikliigii, kisa takip siiresi ve cerrahinin

kapsami hakkinda yetersiz detay nedeniyle sinirli bulunmustur [88].
2.2.8. Genetik Faktor

Tek gen bozukluklari, hastaliga ve primer infertiliteye yol agabilecegi yoniinde

gorisler bildirilmistir. Ancak, bu spesifik bozukluklar infertilite etiyolojisinin sadece
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kiigtik bir yiizdesine katki saglamakta olup, ¢ogu neden muhtemel olarak ¢ok faktorlii
oldugu diistiniilmektedir [89]. Giincel olarak, genis popiilasyonlu genom ¢apinda
iliskilendirme ¢alismasinda (genome-wide association studies- GWASs) en yaygin
genetik varyasyon tiirii olan tek niikleotid polimorfizmleri (single-nucleotide
polymorphisms -SNPs), infertiliteye yol acan hastaliklarla iligkili bulunmustur (Odd
ratio (OR), ~ 1.2) [90, 91].

2.3. FERTILITEYI ETKILEYEN CEVRESEL FAKTORLER

Uremeyi etkileyen faktorler arasinda fiziksel ¢evre, davramssal,
sosyoekonomik ve g¢evresel faktorler bulunmaktadir. Buna ek olarak, Fiziksel,
davranigsal ve sosyoekonomik faktdrlerin dogurganlik iizerine etkisi oldugu
bildirilmistir. Fertilite ve dogurganlik {izerinde etkisi oldugu diisiiniilen fiziksel ve
psikososyal faktorlerin yani sira, kimyasala artiklara maruz kalmanin fertilite

iizerinde olumsuz etki biraktig1 konusunda endiseler bulunmaktadir [92].

Endokrin bozucu kimyasallar (EBK): Endojen hormonlarin etkilerini taklit
etme kapasitesiyle karakterize, herhangi bir 6zgiin fiziksel veya kimyasal 6zellikle
siniflandirilamayan, sentetik ve dogal olusan kimyasallardir. Ozellikle endokrin
bozucular: endojen hormonlarin eylemlerini taklit edebilir ve antagonize edebilir,
steroidojenik enzim ekspresyonunda ve/veya aktivitesinde degisikliklere neden
olabilir ve dolasan steroid hormon seviyelerini degistirebilir [93-96]. Bununla
birlikte, insan ovaryan folikiiler sivisinda endokrin toksikanlarin kantifikasyonu ve
bunlarm IVF tedavisi sonuglar1 ile olan iliskileri yapilan in vitro ¢alismalarda
gozlemlenen adverse etkilerle birlikte, endokrin toksikanlara maruz kalmanin insan
ovaryan fonksiyonlar1 iizerinde olumsuz bir etkisi olabilesi endisesini
desteklemektedir[97, 98].

Obezite ve diyet: Genel goriis, kadinlarda viicut kitle indeksinin (VKI) >25
kg/m2 olmasinin, fekunditede anlamli bir azalmayla iliskili oldugudur [99]. VKI’s1
<20 veya >25 kg/m2 olan erkekler, azalmig sperm kalitesi ile
iligkilendirilmistir[ 100]. Buna ek olarak, kadinlardaki fertilite azalmasi, serum ve
folikiiler stvidaki goreceli yiiksek leptin seviyesi artis1 ile iliskilendirilmistir [101].
Meta-analiz raporu, artmis VKI’YE sahip kadinlarin, normal VKI’ye sahip kadinlara
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oranla daha kotii IVF sonuglarma sahip oldugunu belirtmektedir. Rapor ayrica, daha
yiiksek siklus iptal oranlari, daha az toplanmais oosit sayisi, daha az mevcut embriyo

ve daha diisiik canli dogum oranlarinin oldugunu belirtmistir [102-105].

Kafein ve Alkol kullanimi: Kafeinli ve alkollii icecekler diinyada en yaygin
tiiketilen igecekler arasinda yer almaktadir. Ulusal anketlere gore, Amerika Birlesik
Devletleri niifusunun %85°1 giinliik olarak kafeinli i¢ecek tiikketmekte ve 12 yas veya
daha biiyiik bireylerin %50.8°1 son ay i¢inde alkol alim1 yaptig1 belirtilmistir [106].
Onceki galigmalar, dogal gebelikte daha yiiksek kafein aliminin diisiik dogum agirlig
ve daha yiiksek gebelik kaybi riski ile iligkili oldugunu gostermistir [107]. Benzer
sekilde, alkol insan saglig tizerindeki zararli etkisi bilinmekle beraber kadinlarda
azalmis fekundabilite ile iligkilendirilmistir [108].Yapilan sistemik analizde, kafein
tiiketimi ve IVF/ICSI ile olusan gebelik veya canli dogum arasinda bir iligki
bulunamamistir. Ancak, kadmlarin haftalik 84 gramdan fazla alkol tiiketimi
IVF/ICSI tedavisi sonrasi azalmis gebelik oram ile iliskilendirilmistir. Buna ek
olarak, erkeklerin haftalik 84 gramdan fazla alkol tiiketimi IVF/ICSI tedavisi sonras1

azalmis canlt dogum oranu ile iliskilendirilmistir [109].

Sigara  kullannma:  Sigara  kullanimi, prematiir — mortalite ile
iliskilendirilmesine ragmen, bir¢ok toplumda yaygin bir yasam tarzi bagimlilig
olmaya devam etmektedir. Sigara dumani, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve
aromatik aminler gibi bir dizi teratojen icermektedir ki bu maddelerin inhalasyonu
sadece genel saglig1 degil, ayn1 zamanda dogurganlik iizerinde de olumsuz bir etki
yapabilmektedir [110, 111]. Sigara kullanim1 IVF uygulamas: altindaki infertil ¢iftler
iizerinde biiyiik etki yaratmaktadir. IVF tedavisi gdren kadinlardan elde edilen
folikiiler sivinin, icilen sigara sayisiyla iliskili nikotin, kotinin, Bap ve kadmiyum
iceren teratojenler igerdigi bildirilmistir. Sigara icmenin IVF sonuglari {izerinde
olumsuz etkilerini dngoren ¢ok sayida calisma olmasina karsin, ayni zamanda karsit

verilerde mevcuttur [112].
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2.4. OVARYUM VE DNA CIFT ZiNCIiR KIRIKLARI

Dogum o6ncesinde olusan primordial folikiiller, puberte sonrasinda primer,
sekonder ve antral folikiillere evrilirler. Insanin iireme yasamu siiresince, ¢ok az
miktarda folikiilii ovule olur ve c¢ogunlugu atrezi siirecinden gecer. Ovaryum
dogumda yaklasik bir milyon primordial folikiil barindirmaktadir, fakat yetigkinlik
doneminde folikiil rezervi her ay yaklasik olarak 1000 folikiil kadar azalmaktadir
[113, 114]. 50 yasina gelindiginde, over rezervi neredeyse tamamen tiilkenmektedir
[64].

Kadinlarda iireme 0mrii boyunca, rezervlerindeki folikiiller 50 yila kadar
dormant kalabilmektedir. Oositler ve granuloza hiicreleri de dahil olmak iizere tiim
hiicreler yasla birlikte DNA hasarina maruz kalmaktadir. Ancak, oositler, mayotik
rekombinasyon, ultraviole (UV) ve X 1sinlar1 veya mutajenik kimyasallar dahil
olmak iizere cesitli faktorlerle indiiklenen deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarini
onarabilmektedir [115].

Ilerleyen maternal yas, oositlerin azalan gelisimsel yetenegine katkida
bulunmasinin yani1 sira oositlerdeki DNA ¢ift zincir kiriklarinin (DNA damage
double-strand break-DSB) onarimi bozulmaktadir [116]. Buna ek olarak, ilerleyen
maternal yagla birlikte oositlerde ve embriyolarda andploidi artig1 goriilmektedir
[117]. Telomerlerdeki DNA hasar1 telomer yipranmasina katkida bulunarak,
nondisjonksiyon’a, Down sendromuna ve gebeligin abort ile sonuglanmasina yol
acabilmektedir [118-120]. Kisa telomerler, homolog eslesmeyi ve rekombinasyonun
azalmasia, metafazda anormal kromozom hizalanmasina ve ig ipliklerinin
bozulmasina neden olan mayotik anormalliklere yol acarak, andploidiye neden

olmaktadir [121-123].

2.4.1. Kumulus Ooforus Hiicreleri (KH)

Kumulus ooforus hiicreleri (KH), granuloza hiicrelerinden meydana
gelmektedir [124] ve her oosit iizerindeki korona radiata hiicre tabakasini ¢evreler.
Bu hiicreler, sinyal ve besin maddelerinin oosite aktarilmasini kolaylastiran ara
baglantilar (gap junction) araciligiyla oositlerle yakin iligki gostermektedir ve yakin
iligki, oositlerin fertilizasyonunu ve olgunlagsmasina olanak tanimaktadir [125-127].

Ovulasyon sirasinda dokiilen kumulus hiicrelerinin, fertilizasyon yetenegine ulagmis
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bir oositin olgunlagmasinin belirteci oldugu diisiiniilmektedir [128]. Kumulus
hiicreleri, FSH ve LH aracilifiyla oositlerin olgunlagsmasini diizenlemektedir [129].
Ayrica, sperm-yumurta etkilesimleri i¢in yapisal gecitlerin olusumu ve akrozom
reaksiyonlarin1t indiiklemek i¢in progesteron salgilanmasi yoluyla oositlerin
dollenmesi icinde kritik bir role sahiptir [125, 129-132]. Ayrica, kumulus
hiicrelerinin implantasyonda olumlu bir rolii oldugu ve ko-kiiltiirlerde embriyo
morfolojini iyilestirdigi ve blastokist olusumunu destekledigi gosterilmistir [133-
135]. Ornek olarak, gremlin 1 (GERMI1) ve hyaluronan sentaz 2 (HAS2)
ekspresyonu, oositlerin gelisimsel yetenegi ile iligkilendirilmistir [136]. Kumulus
hiicrelerindeki telomer uzunlugu, oosit ve embriyo yetkinligini 6ngérmekte olup,
kumulus hiicrelerinin sinirli sayisi nedeniyle klinik agidan yeterince ayirim saglayact
olamayacag1 diistinilmiistiir [137]. Kumulus hiicrelerinin gen ekspresyonundaki
kayip, anormal ya da islevsiz kumulus hiicrelerinde gozlemlenmistir ve bu durum,
devamindaki embriyo gelisiminin zayif performansiyla iliskilendirilmistir [138]. Bu
nedenle kumulus hiicrelerinin  DNA durumunun belirlenmesi, oositlerin ve
embriyolarin kantifikasyonu igin yararli olabilecegi gibi ICSI basarisinin da tahmin

edilmesi i¢in 6nem tagimaktadir [131].

2.4.2. DNA Cift Zincir Kirig1 (DSB) Belirteci Olarak y-H2AX

DSB, iyonize radyasyon (IR), genotoksik kimyasallara veya radyomimetik
ilaglara ek olarak kanser kemoterapétiklere maruz kalimmma bagli meydana
gelmektedir. DSB’ nin onarillamamasi veya yanlis onarimi, genomik istikrarsizliga
neden olmaktadir. Gen dozajindaki degisiklikler veya kromozomal anormalliklerin
olusumu, timor olusumu ve diger yasla iligkili hastaliklara yol agabilmektedir [139,
140].

H2AX g¢ekirdek histon varyantt H2A.X, DSB’ nin indiiksiyonunu takiben
DNA hasar yanitinda 6nemli bir rol oynamaktadir. H2A.X, insan hiicrelerinde
niiklozomal H2A’nin yaklasik %10’unu olusturmaktadir [141]. DSB olusumunu
takiben, DNA kiriklarinin yakinindaki H2A.X histonlar1 fosfatidil-inozitol-3-kinaz
iliskili kinazlar (phosphatidyl-inositol-3-kinase-related kinases — PIKKSs) ailesinin
iiyeleri tarafindan fosforlanmaktadir. DNA hasar belirteci olan bu fosforlanmis

histon H2A.X formuna y-H2A.X denmektedir. Indiiklenmis bir DSB’yi takiben, y-
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H2A X saniyeler i¢inde birikmeye baslar, kirik bolgesini saran binlerce DNA bazinin
lizerine yayilir ve DNA hasar tepkisi sinyal kaskadinin amplifikasyonunda rol
oynamaktadir [ 142, 143]. Pulsed-Jel Elektroforezi ve comet assat gibi birgok yontem
DSB’yi tespit etmek ve nicelendirmek i¢in kullanilmaktadir. Ancak, daha basit, kesin
ve diger tekniklere gore daha duyarli olmasinin yan sira y-H2AX kullanimi tek bir
DSB’nin varligini tespit etmektedir [144].

Birgok hiicre ¢esidi gibi oositler ve granuloza hiicreleride dahil olmak tizere,
yaslandikca ve dis faktorlerin etkisi altinda DNA hasar1 artmaktadir. DSB olustuktan
sonra, Ser139 {istlinden fosforlanan histon H2A.X DNA hasarlarinin yerlerinde y-
H2A.X olusturmaktadir [145]. Bu durum, granuloza hiicrelerinde DSB’lerin
derecesini 6lgme imkani saglamaktadir. Rhesus maymunlarinda yapilan ¢alismada
elde edilen sonuglarda, granuloza hiicrelerindeki DSB artislarimi, y-H2A.X
odaklarindaki artis ve BRCA1 (Breast Cancer gene 1- Meme kanseri gen 1)
odaklarinda azalmayla karakterize olan yetersiz bir onarim yolunun ovaryan
yaslanmayla iliskili oldugunu gdstermistir [146]. Insan ve kemirgen hayvan ¢alisma
modellerinde, oositlerde maternal yas ile birlikte DSB’lerin arttigi ve bazit DSB
onarim genlerinin (6rnegin, BRCA1) oositlerdeki karsilik gelen ekspresyonunun

azaldigini gostermistir [116, 147].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu prospektif arastirma Saglik Bilimleri Universitesi Zeynep Kamil Kadin ve
Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Kliniginde yapilmistir. 20.06.2022- 20.06.2023 tarihleri arasinda hastanemize
basvuran basvuran, 35 yas ve alt1 Tiip bebek kligine bagvuran, Anti-miillerien
Hormon (AMH) diizeyi 1ng/mL’nin altinda olan 49 diisiik over rezervi hasta ve 1.5
ng/mL’nin lizerinde olan 42 agiklanamayan infertil hasta olmak iizere toplam 91
hasta dahil edilmistir. Kronik hastalig1 olan hastalar ¢aligmaya dahil edilmemistir.
Calismamiz, hastanemizin etik kurulu tarafindan 7 sayili 2022 tarihli karar ile
onaylanmustir.

Hastalarin yas BMI, IVF deneme sayisi, infertilite siiresi (ay), Anti-miillerian
hormon, FSH, Estradiaol, TSH, Prolaktin, Antral folikiil sayisi, Toplanan oosit
sayisi, Maturasyon orani, M1 oosit, M2 oosit, Zigot sayis1 (2 PN), Fertilizasyon
orani, Transfer edilen embriyo sayisi, Transfer giinii, Grade 1 embriyo, 3. giin kaliteli
embriyo orani ve 5. giin kaliteli embriyo orani dahil edilmistir.

Caligmaya dahil edilen hastalara siklusun 2.-3. Giiniinde kontrollii ovaryan
stimulasyon i¢cin GnRH antagonist protokolii uygulanmistir. Tedaviye hastanemizin
tiip bebek konseyinde belirlenen 75-450 IU arasinda dozlar uygulanmistir. Dominant
folikiil 13 mm’ye ulagtiktan sonra doz ekleyerek tetiklenme giiniine kadar devam
edilmistir. Estradiol diizeyleri takip edilerek seri transvajinal ultrason takibi
yapilmistir. Dominant folikiiliin 18 mm’ye ulasmasiyla 250 pgr rekombinant hCG
(Ovitrelle®) uygulanmistir. Ovulasyon tetiklenmesinden 36 saat sonra oosit toplama
islemi yapilmistir.

ICSI uygulanacak tiim kadinlara transvajinal ultrasonografi esliginde oosit
toplama (Oocyte Pick-Up/OPU) islemi uygulanmistir. OPU isleminde 18 mm ve
daha biiyiik ¢aph folikiillerden toplanan folikiiler aspirat 10 cm’lik flasklarda stereo
mikroskop altinda incelendi. Rutin olarak oosit ve graniiloza hiicreleri toplanarak
uygun medyuma transfer edildikten sonra folikiiler sivi 15 ml’lik konik tiiplerde
toplandi.

Toplanan folikiiler sivi, proje ortag1 olan Yeditepe Universitesi Doku

Tipleme Laboratuvarina teslim edildi. Bu hiicreler laboratuvarda 70 mikron porlu
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filtrelerden siiziilerek tek hiicre siispansiyonu elde edilmis, hiicreler 300 g hizda ii¢
dakika santrifiij edilerek supernatant uzaklastirilarak ve hiicreler fosfat tamponlu
salin (PBS) icinde silispanse edilmistir. Folikiiler sivida en yaygin olarak bulunan
kontaminantlar CD45+ hiicrelerdir (1). Bu hiicreleri analizde ekarte etmek amaciyla
PBS i¢inde siispanse edilen hiicreler, 15 dakika karanlik ortamda oda 1si1sinda Krome
Orange florokrom konjuge anti- CD45 antikoru (Beckman Coulter, A96416) ile
isaretlenip, inkiibasyon sonunda hiicreler %1 paraformaldehit (pH: 7.2-7.6) ile fikse
edilecek, fiksatif soliisyonu uzaklastirilarak %0.1 Triton X-100 ve %1 sigir serum
albumin (BSA) blok soliisyonu igeren PBS ile permeabilizasyon saglanmustir.
Fiksasyon ve permeabilizasyon agsamalari, her iki siire¢ de yarim saat olarak karanlik
ortamda 4°C’de gerceklestirilmistir. Permeabilize hiicreler %1 BSA igerikli PBS
icinde siispanse edilerek, Alexa Fluor® 647 konjuge Histon H2A.X (Biolegend,
600205) ve Alexa Fluor® 488 florokrom konjuge Gamma H2A.X (phospho S139)
antikorlar1 (Biolegend, 613405) ile 4°C’de karanlik ortamda yarim saat siiresince
inkiibe edilerek hiicre i¢i boyama gerceklestirilmistir. Hiicreler DXFLEX akan hiicre
Olcer sistemi kullanilarak okutulup, veriler CytExpert for DXFLEX yazilimi ile analiz
edilmistir. Veri analizi i¢in CD45- hiicre popiilasyonu iizerinden kapilama yapilmis
ve Histon H2A.X ile fosforile formu Gamma H2A.X protein seviyeleri

belirlenmistir.

Istatistiksel Analiz

Siirekli degiskenlerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama ve standart sapma;
kategorik degiskenlerin tanimlanmasinda ise frekans (n) ve yiizde (%) degerleri
verilmistir. Degiskenlerin normallik varsayimlar1 Kolmogorov Smirnov testi ve
Histogram ile incelenmistir.

Normal dagilim gostermeyen siirekli degiskenlerin iki grup arasinda
karsilagtirilmasinda Mann—Whitney U testi; iic ve Tlzeri gruplar arasinda
karsilastirilmasinda ise Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Kruskal-Wallis testi
sonucunda anlamli bir farkliligin elde edilmesi durumunda farkin hangi gruplar
arasindan kaynaklandigini belirlemek amaciyla ise Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney testi yapilmigtir. Normallik varsayiminin karsilandigi durumlarda ise ikili

gruplarda Bagimsi1z Orneklemlerde t test (Independent samples t test) ii¢ ve iizeri
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gruplarda ise tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmistir. ANOVA analizinde
anlamli bir farkliligin elde edilmesi durumunda ise Post-Hoc analizi uygulanmaistir.
Kategorik degiskenler arasindaki iligkiler Ki kare/Fisher exact analizi ile, siirekli
degiskenler arasindaki iliskiler ise normallik varsayimlarinin karsilandigi durumda
Pearson (Pearson’s product-moment correlation) korelasyon analizi ile; normallik
varsayimlar1 karsilanmiyor ise Spearman (Spearman’s rho) korelasyon analizi ile
incelenmistir. Biitiin analizlerde IBM SPSS.25 programi kullanilmisg ve anlamlilik

diizeyi olarak p<0.05 degeri kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

1. Tanimlayici bulgular ve gruplar arasi karsilastirmalar

Arastirmaya 42 (%46.2) agiklanamayan infertilite, 49 (%53.8) diisiik over
rezervi grubunda olmak iizere toplam 91 hasta dahil edildi. Iki grup arasinda yas,
BMI, IVF deneme sayisi, infertilite sayist (ay), anti miillerian hormon, FSH,
Estradiaol, TSH, Prolaktin, Antral folikiil sayisi, Toplanan oosit sayisi, Maturasyon
orani, M1 oosit, M2 oosit, Zigot sayist (2 PN), Fertilizasyon orani, Transfer edilen
embriyo sayisi, Transfer giinii, Grade 1 embriyo, 3. giin kaliteli embriyo orani ve 5.
giin kaliteli embriyo orani karsilastirildi. Analizler 6ncesinde biitiin parametrelerin
normal dagilim ozellikleri gosterip gostermedigi Kolmogorov-Smirnov testi ve
histogram teknikleri ile incelendi.

Aciklanamayan infertilite grubunun anti miillerian hormon degeri (1.96+.80)
diisiik over rezervi grubuna gore (.67+.46) anlaml olarak daha yiiksek bulundu
(p<.001).

Aciklanamayan infertilite grubunun FSH degeri (7.40+4.46) diisiik over
rezervi grubuna gore (8.68+3.17) anlamli olarak daha diisiik bulundu (p=.001).

Aciklanamayan infertilite grubunun Estradiaol degeri (56.19+17.87) diisiik
over rezervi grubuna gore (40.60+12.44) anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(p<.001).

Aciklanamayan infertilite grubunun antral folikiil sayis1 degeri (12.40+3.62)
diisiik over rezervi grubuna gore (7.04+3.65) anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(p<.001).

Elde edilen bu bulgulara karsin agiklanamayan infertilite grubu ile diisiik over
rezervi grubu arasinda Tablo 1°de belirtilen diger degiskenler agisindan anlamli bir

farklilik bulunmamustir (p>.05).
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Tablo 1: A¢iklanamayan infertilite ve diigiik over rezervi gruplarinin biyokimyasal

ve sosyodemografik parametrelerinin karsilagtiriimasi

Grup
Parametreler Aciklanamayan Diisiik over
infertilite rezervi
Ortalam Standart Standart
a Sapma Ortalama Sapma
Yas* 29.83 3.07 30.71 3.25 132
BMI** 25.02 4.63 26.08 5.74 342
IVF deneme sayisi* 1.40 .66 1.37 73 .709
Infertilite sayis1 (ay)* 51.50 26.03 45.31 31.17 150
Anti miillerian hormon* 1.96 .80 .67 46 <.001
FSH(mIU/mL)* 7.40 4.46 8.68 3.17 .001
Estradiaol(pg/mL)* 56.19 17.87 40.60 12.44 <.001
TSH(pIU/mL)* 2.03 1.00 2.32 95 .087
Prolaktin(ng/mL)* 19.08 10.56 20.15 10.38 438
Antral folikiil sayis1* 12.40 3.62 7.04 3.65 <.001

*Mann-Whitney U test; **Independent t testi.

Tablo 2’de gosterildigi gibi, aciklanamayan infertilite grubunun toplanan
oosit sayis1 (10.12+5.89) diisiik over rezervi grubuna gore (5.4143.66) anlamli olarak
daha yiiksek bulundu (p<.001).

Aciklanamayan infertilite grubunun M2 oosit degeri (7.48+4.34) diisiik over
rezervi grubuna gore (3.51£2.59) anlamhi olarak daha yiiksek bulundu (p<.001).

Agiklanamayan infertilite grubunun Zigot sayisi (2 PN) (4.14£2.66) diisiik
over rezervi grubuna gore (2.08+2.01) anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<.001).

Aciklanamayan infertilite grubunun 3. giin kaliteli embriyo orani (.50+.28)
diisiik over rezervi grubuna gore (.73+.25) anlamli olarak daha diisiik bulundu
(p=.003).

Elde edilen bu bulgulara karsin agiklanamayan infertilite grubu ile diisiik over
rezervi grubu arasinda Tablo 2’de belirtilen diger degiskenler acisindan anlamli bir

farklilik bulunmamustir (p>.05).
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Tablo 2: Acgiklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplarinin emriyoloji

laboratuvar takibi degerlendirmeleri karsilastirilmast

Grup
Parametreler Aciklanamayan Diisiik Over
Infertilite Rezervi
Standart Standart
Ortalama Sapma Ortalama Sapma
Toplanan oosit sayis1* 10.12 5.89 541 3.66 <.001
Maturasyon orani* .73 18 .66 32 485
M1 oosit* .69 .87 Sl 1.02 118
M2 oosit* 7.48 4.34 3.51 2.59 <.001
Zigot sayis1 (2 PN)* 4.14 2.66 2.08 2.01 <.001
Fertilizasyon orani* .56 24 Sl .35 464
Transfer edilen embriyo sayisi* .90 37 .78 .62 171
Transfer giinii* 3.70 97 3.48 1.00 387
Grade 1 embriyo* 1.76 1.04 1.55 87 422
3. giin kaliteli embriyo oram* .50 .28 73 25 .003
5. giin kaliteli embriyo oram* .39 24 .60 .37 240

*Mann-Whitney U test

Ayrica agiklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplar1 arasinda
anlamli ¢ikan parametrelerin sekilsel gosterilmesi Sekil 1-8 arasinda gosterilmistir.

Tablo 3’te gosterildigi gibi, fertilizasyon ve hasta gruplart arasinda anlaml
bir iliski bulunmustur ve agiklanamayan infertilite grubunda basarili fertilizasyon
hastalarin oranmi (%88.1), diisiik over rezervine gore (%67.3) anlamli olarak daha
yiiksektir (p=.019). Buna karsin, agiklanamayan infertilite grubunda klinik gebelik
olan hastalarin orani (%33.3), diisiik over rezervine gore (%20.4) daha yliksek
bulunsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=.052). Transfer yapilmayan
hastalar analiz dis1 tutuldugunda da benzer olarak aciklanamayan infertilite grubunda
klinik gebelik olan hastalarin oran1 (%37.8), diisiik over rezervine gore (%30.3) daha
yilksek bulunsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=.507).
Aciklanamayan infertilite grubunda en sik fertilizasyon basarisizligi nedeni 3 (%60)
hasta ile “kotii embriyo gelisimi”, diisiik over rezervi grubunda ise 8 (%50) hasta ise

“kotii embriyo gelisimi™ydi.
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Tablo 3: Aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplari arasinda

fertilizasyon, gebelik ve fertilizasyon basarisizliginin karsilastirilmasi

Gruplar
Agl}(lanamayan Diisiik Over
Infertilite Rezervi
n % n % p
Fertilizasyon* .019
Basarisiz 5 11.9 16 32.7
Basarili 37 88.1 33 67.3
Gebelik* .052
Transfer yapilmadi 5 11.9 16 32.7
Gebelik yok 23 54.8 23 46.9
Klinik gebelik 14 333 10 20.4
Gebelik* 507
Gebelik yok 23 62.2 23 69.7
Klinik gebelik 14 37.8 10 30.3
Fertilizasyon basarisizh@** -
K&tii embriyo gelisimi 3 60.0 8 50.0
Embriyo gelisimi olmadi 2 40.0 3 18.8
Oosit maturasyonunun olmamasi 0 0.0 5 31.2

*Ki kare analizi, **Ki kare analizinin varsayimlar1 (assumptions) karsilanmadig1 i¢in p degeri

verilememis, sadece siklik ve yiizde degerleri raporlanmstir.

Tablo 4’te gosterildigi gibi aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi

gruplar arasinda p- H2AX MFI, H2AX MFI, p- H2AX / H2AX MFI, p- H2AX %,

H2AX % ve p- H2AX / H2AX % parametreleri agisindan anlamli bir farklilik

bulunmamustir.
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Tablo 4: Aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplarinin protein

parametrelerinin karsilastirilmasi

Grup
Parametreler Ac¢iklanamayan Diisiik Over
Infertilite Rezervi
Ort. SS. Ort. SS. p

p- H2AX MFI* 11352.83  3872.88 12586.63  5163.74  .400
H2AX MFI* 55844.11 47760.13 4727171  38079.71  .659
p- H2AX/H2AX MFT* Sl .58 .56 .63 519
p- H2AX %** 37.77 17.08 33.42 18.56 .259
H2AX %* 97.55 3.44 95.27 9.41 318
p- H2AX / H2AX %** 38.78 17.53 35.64 20.86 451

*Mann-Whitney U test; **Independent t testi.

2) p- H2AX/H2AX Mean Flourescence Intensity (MFI) ile maturasyon

orani arasindaki iliskinin belirlenmesi

Siirekli  degiskenler arasindaki iliskilerin belirlenmesinde Spearman
korelasyon analizi kullanilmis ve analizler “agiklanamayan infertilite” ve “diistik
over rezervi”’ grubunda ayr1 ayr1 yapilmistir.

Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2AX/H2AX MFI ile maturasyon
orani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi (r=-.004, p=.979)

(Sekil 1).
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Sekil 1: Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2AX/H2AX MFI ile maturasyon
orani arasindaki iliski Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX MFI ile

maturasyon orani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi (r=.088,

p=.564) (Sekil 2).
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Sekil 2: Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX MFI ile maturasyon orani

arasindaki iligki
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3) p- H2AX/H2AX MFTI ile fertilizasyon orani arasindaki iliskinin

belirlenmesi

Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2AX/H2AX MFT ile fertilizasyon
oran1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi (r=-.013, p=.937)

(Sekil 3).
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Sekil 3: Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX MFTI ile fertilizasyon

orani arasindaki iligki

Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX MFI ile fertilizasyon orani
arasinda pozitif yonde istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu (r=.309, p=.039)
(Sekil 4). Bir diger ifade ile p- H2ZAX/H2AX MFI degeri arttik¢a fertilizasyon orani
artmakta veya tam tersi olarak p- H2AX/H2AX MFI degeri azaldikg¢a fertilizasyon

oraninin azaldigi belirlendi.
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Sekil 4: Diisiik over rezervi grubunda p- H2ZAX/H2AX MFI ile fertilizasyon orant

arasindaki iligki

3) p- H2AX/H2AX MFI ile 3. Giin embriyo orani arasindaki iliskinin

belirlenmesi

Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX MFT ile 3. Giin embriyo
orani arasinda negatif yonde istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulundu (r=-.554,
p=.004) (Sekil 5). Bir diger ifade ile p- H2AX/H2AX MFI degeri arttikca 3. Giin
embriyo orani azalmakta veya tam tersi olarak p- H2ZAX/H2AX MFI degeri azaldik¢a

3. Giin embriyo oraninin arttig1 belirlendi.
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Sekil 5: Acgiklanamayan infertilite grubunda p- H2AX/H2AX MFI ile 3. Giin

embriyo orani arasindaki iligki

Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX MFT ile 3. Giin embriyo orani
arasinda negatif yonde istatistiksel olarak anlaml1 bir iliski bulundu (r=-.625, p=.002)
(Sekil 6). Bir diger ifade ile p- H2AX/H2AX MFI degeri arttikga 3. Giin embriyo
oran1 azalmakta veya tam tersi olarak p- H2ZAX/H2AX MFI degeri azaldik¢a 3. Giin

embriyo oraninin arttig belirlendi.
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Sekil 6: Diisiik over rezervi grubunda p- H2ZAX/H2AX MFT ile 3. Gilin embriyo

orani arasindaki iliski
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4) p- H2AX/H2AX MFI ile 5. Giin embriyo oram arasindaki iliskinin

belirlenmesi

Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX MFT ile 5. Giin embriyo
orani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi (r=.228, p=.476) (Sekil

7).
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Sekil 7: Ac¢iklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX MFT ile 5. Giin

embriyo orani arasindaki iligki
Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX MFI ile 5. Giin embriyo

orani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi (r=-.069, p=.849)

(Sekil 8).
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Sekil 8: Diisilik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX MFT ile 5. Giin embriyo

orani arasindaki iliski

5) p- H2AX/H2AX MFI degerinin gebelik sonuclarmma gore

karsilastirilmasi

Tablo 5’te gosterildigi gibi hem agiklanamayan infertilite grubunda hem de
disik over rezervi gruplarinda gebelik durumuna gore p- H2AX/H2AX MFI

degerinin anlamli olarak farklilagmadigi bulunmustur (p>.05).

Tablo 5: Aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplarinda gebelik

durumuna gore p- H2AX/H2AX MFI degerinin karsilastirilmasi

Gebelik durumu

Transfer Gebelik yok Klinik
yapilmadi gebelik
Aciklanmayan infertilite
grubunda Ort. SS. Ort. SS. Ort.  SS. p
p- H2AX/H2AX MFI 39 41 52 .63 52 58 834
Diisiik over rezervi
grubunda
p- H2AX/H2AX MFI 31 24 78 .81 39 28 136
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6) p- H2AX/H2AX % ile maturasyon oram arasindaki iliskinin
belirlenmesi

Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile maturasyon orani

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi (r=-.258, p=.099) (Sekil 9).
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Sekil 9: Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile maturasyon

orani arasindaki iliski

Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX % ile maturasyon orani

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi (r=.075, p=.626) (Sekil 10).
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Sekil 10: Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX % ile maturasyon orani

arasindaki iligki

7) p- H2AX/H2AX % ile fertilizasyon oram arasindaki iliskinin

belirlenmesi

Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2AX/H2AX % ile fertilizasyon orant

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi (r=-.184, p=.245) (Sekil 11).
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Sekil 11: A¢iklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile fertilizasyon

orani arasindaki iliski
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Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX % ile fertilizasyon orant
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi (r=.047, p=.757) (Sekil 12).
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Sekil 12: Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX % ile fertilizasyon orani

arasindaki iliski

8) p- H2AX/H2AX % ile 3. Giin embriyo oram arasindaki iliskinin

belirlenmesi

Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2AX/H2AX % ile 3. Giin embriyo
orani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi (r=-.286, p=.165)

(Sekil 13).
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Sekil 13: A¢iklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile 3. Giin

embriyo orani arasindaki iligki

Diistik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX % ile 3. Giin embriyo orant
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi (r=-.201, p=.383) (Sekil
14).
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Sekil 14: Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX % ile 3. Gilin embriyo

orani arasindaki iligki
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9) p- H2AX/H2AX % ile 5. Giin embriyo oram arasindaki iliskinin
belirlenmesi
Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile 5. Giin embriyo

orani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmadi (r=.086, p=.791)

(Sekil 15).

R? Linear = 9.726E-6

1.00 °

a0
c
©
B
o
o
S
£ 60
o
£
o ° e e o
©
=
© [y=04- a
8 40 y=0.4-4 36E-5"x
c
3 -]
o
) ® ®

20 °

]
°
0o
2000 40.00 60.00 80.00

p-H2AX | H2AX %
Sekil 15: Aciklanamayan infertilite grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile 5. Giin embriyo

orani arasindaki iligki

Diistik over rezervi grubunda p- H2ZAX/H2AX % ile 5. Glin embriyo orani
arasinda negatif yonde istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu (r=-.755, p=.012)
(Sekil 16). Bir diger ifade ile p- H2AX/H2AX % degeri arttik¢a 5. Glin embriyo orani
azalmakta veya tam tersi olarak p- H2ZAX/H2AX % degeri azaldik¢a 5. Giin embriyo

oraninin arttig1 belirlendi.
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Sekil 16: Diisiik over rezervi grubunda p- H2AX/H2AX % ile 5. Giin embriyo orani

arasindaki iliski

10) p- H2AX/H2AX % degerinin gebelik sonuclarina gore karsilastirilmasi
Tablo 6’da gosterildigi gibi hem agiklanamayan infertilite grubunda hem de diisiik
over rezervi gruplarinda gebelik durumuna gore p- H2AX/H2AX % degerinin

anlamli olarak farklilasmadig1 bulunmustur (p>.05).

Tablo 6: Aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi gruplarinda gebelik
durumuna gore p- H2ZAX/H2AX % degerinin karsilastirilmasi

Gebelik durumu

Transfer Gebelik Klinik
yapilmadi yok gebelik
Aciklanmayan infertilite
grubunda Ort. SS. Ort. SS.  Ort. SS. p
p- H2ZAX/H2AX % 30.28 20.82 4342 1832 3421 1339 .102
Diisiik over rezervi grubunda
p- H2ZAX/H2AX % 32.18 16.12 37.32 2492 3692 17.60 .852
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5. TARTISMA

Dokular ve hiicreler arasindaki etkilesimler organlarin fonksiyonu iizerinden
hayati 6neme sahiptir, bu agidan bakildiginda folikiil sivisinin bilesimine etki eden
faktdrlerin oosit fonksiyonu {izerine belirleyici etkileri olmakta ve oositin fizyolojik
karakterine 6nemli katki saglamaktadir. Oosit disindaki over folikiilii bilesenleri over
folikiilii gelisiminde ve oosit matiirasyonunda 6nemli rol oynamaktadir [148]. Ayrica
oositi ¢cevreleyen folikiiler sivinin biyokimyasal 6zelliklerinin, oosit maturasyonunu
belirlemede ve sonrasinda fertilizasyon ve embriyo gelisiminde kritik bir rol
oynayabilecegi diistiniilmektedir [149].

Bu calismada, aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi hasta
gruplarinda oosit mikrogevre elemanlarinin (kumulus ooforus hiicreleri, granuloza
hiicreleri) DNA hasar oranlar1 ile ayn1 hasta gruplarma ait YUT tedavi sonuglari
arasindaki iliskinin arastirilmasi amaclandi. Granuloza hiicrelerindeki DNA hasar
oranlari ile, YUT tedavilerinin belirlenen sonug ¢iktilar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir korelasyon iligkisi saptanmadi.

Calismamizda, agiklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi hasta gruplari
arasinda, folikiiler sivida, p- H2AX MFI, H2AX MFI, p- H2AX / H2AX MFI, p-
H2AX %, H2AX % ve p- H2AX / H2AX % parametreleri karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Calismamiza dahil ettigimiz hasta gruplar1 arasinda YUT tedavileri ardindan
yapilan embriyoloji laboratuvar degerlendirmeleri ve klinik gebelik sonuglar
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir. DNA hasra belirteci olarak,
p- H2AX / H2AX MFI ve p- H2AX / H2AX % oransal parametreler her iki grup i¢in
ayr1 ayr1 embriyoloji laboratuvar takip parametreleri (maturasyon orani, fertilizasyon
orani, 3. Giin kaliteli embriyo orani, 5. Giin kaliteli embriyo orani) ve gebelik
sonuclari ile karsilastirilmistir;

e Diisiik over rezervi hasta grubunda p- H2AX/H2AX MFI degeri ile
fertilizasyon orani arasinda istatistiksel olarak anlamli bir pozitif yonlii
korelasyon iligkisi bulunmasina ragmen 3. giine ait kaliteli embriyo orani ile
p- H2AX/H2AX MFI degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif

yonde bir korelasyon iliskisi saptanmistir. Bir baska ifade ile diisiik over
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rezervi hasta grubunda DNA hasar miktar1 arttikca fertilizasyon sansi
azalmaktadir. Ancak fertilize olmus oositlerin 3. Giine ait kaliteli embriyo
oranlarinda DNA hasar miktarlariyla ters orantili bir iliski izlenmistir. Buna
ek olarak, diisiik over rezervi grubunda p- H2ZAX/H2AX % degeri arttikca 5.
Giin kaliteli embriyo oran1 azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica, diisiik over rezervi
grubunda p- H2ZAX/H2AX MFI ve p- H2AX/H2AX 9% degerleri arttik¢a 5.
Giin kaliteli embriyo oram1 azaldigr gorilmiistir. Diisiik over rezervi
grubunda H2AX/H2AX MFI ve p- H2AX/H2AX % degerlerinin gebelik
sonuclariyla arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon iliskisi
saptanmamistir. Sun ve arkadaglarinin yiiriittiigli hasta gruplarin1 geng (<29)
ve ileri yas (>37) olarak belirledigi bir calismada, 3. Giin embriyo kalitesinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasa da, 5. Giin
kaliteli embriyo orani, implantasyon oranit ve klinik gebelik oranlarinin
istatistiksel olarak ileri yas grubunda dustiigii belirtilmistir. Ayni ¢aligmada,
ileri yas grubunda, bakilan y-H2AX pozitiflik oran1 geng¢ hasta grubuna gore
daha yiiksek oldugu belirtilmistir [137]. Calisma sonuglarimiz Sun ve
arkadaslarinin verilerini desteklemekte ve ek olarak diisiik over rezervi
grubundaki artmis DNA hasar1 miktarinin klinik gebelik sonuglariyla
arasinda istatistiksel olarak bir korelasyon iligkisi olmadigini ortaya
koymaktadir. Bu bulgu bu konuda yapilmis tek ¢alisma Ozelligini
tasimaktadir.

Aciklanamayan infertilite hasta grubunda H2AX/H2AX MFI degeri ile 3.
Giin kaliteli embriyo orani arasinda negatif yonde istatistiksel olarak anlamli
bir korelasyon iliskisi bulunmustur. Bir bagka ifade ile aciklanamayan
infertilite hasta grubunda H2AX/H2AX MFI degeri arttikca 3. Giin kaliteli
embriyo orani azalmaktadir. A¢iklanamayan infertilite hasta grubunundaki p-
H2AX/H2AX MFI ve p- H2AX/H2AX % degerlerinin gebelik sonuglariyla
iligkisi incelendiginde DNA hasar belirtecleri ile klinik gebelik sonuglari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon iligkisi tespit edilmemistir.
Idil ve arkadaslar1 tarafindan yapilan, agiklanamayan infertilite ve tubal faktor
hasta gruplarinin dahil oldugu ¢alismada DNA nick-end labeling yontemiyle

apopitoz oraninin agiklanamayan faktér grubunda arttig belirtilmistir [150].
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Literatiir incelendiginde, granuloza hiicrelerindeki yiiksek apoptotik cisim
insidansinin  IVF tedavi prognozunu olumsuz sekilde etkiledigi iddia
edilmektedir [151-153].

Calismamizda hastalarin bazal FSH ve Estradiol parametreleri hasta gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmustur. Ac¢iklanamayan infertile
hasta grubunun FSH degerinin diisiik over rezervi grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel anlamli olarak daha diisiik, Estradiol degerinin istatistiksel olarak daha
yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar, agiklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi
grubu hastalarin hormonal diizeyde o©nemli farkliliklar gosterdigini ortaya
koymaktadir. FSH ve Estradiol diizeyleri arasinda farkliliklar, iki hasta grubunun
AMH degerindeki anlamli farkliligi agiklamaktadir. Bu sonuglar 6rneklem
gruplarimizin mevcut klinikleri ile uyumludur.

Oosit maturasyonu, oosit fertilizasyonu, 3. Ve 5. Giin kaliteli embryio
degerlendirmeleri Gardner-Schoolcraft ve Alpha-ESHRE Istanbul Kansensiisii
kriterine gore yapilmistir [ 154, 155]. Ac¢iklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi
hasta gruplar ile karsilastirildiginda maturasyon oranlari, 5. Giin kaliteli embriyo
oranlar1 agisindan istatisksel olarak anlamli bir iligki bulunmamistir. A¢iklanamayan
infertilite grubunda diisiik over rezervi hasta grubuna kiyasla toplanan oosit sayisi,
M2 oosit sayisi, zigot sayist ve fertilizasyon orani istatistiksel anlamli olarak daha
yiiksek bulunmustur. Ancak agiklanamayan infertile hasta grubunun 3. Giin kaliteli
embriyo orami diisiik over rezerviyle karsilastirildiginda istatistiksel anlamli olarak
daha diisiik bulunmustur. Alasmari ve arkadaslarinin dahil oldugu, agiklanamayan
infertilite ve erkek faktorii nedenli ICSI islemi uygulanan hastalarda, fertilizasyon
oraninin agiklanamayan infertil hasta grubu lehine yiiksek bulunmus olsada klinik
gebelik oranlan istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir [156]. Calismamiz
Alasmari ve arkadaslarini destekler niteliktedir. Yao ve arkadaslarinin dahil oldugu
geng (<34) ve ileri ( >35) yas diisiik over rezervi hastalarina uygulanan YUT tedavi
sonuglar1 karsilastirildiginda, oosit maturasyon oranlar1 geng yas diisiik over rezervi
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak 5. Giin kaliteli embriyo
oranlar1 ve klinik gebelik oranlar1 iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

olmadig1 belirtilmistir [157].
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Bu calismada, aciklanamayan infertilite grubunun klinik gebelik oran1 diisiik
over rezervi grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmus olsa da istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Transfer yapilmayan hastalar gebelik sonuglar1 agisindan
analiz dis1 tutuldugunda da benzer olarak, aciklanamayan infertilte grubunda klinik
gebelik olan hastalarin orani, diisiik over rezervi grubuna gore daha yiiksek
bulunsada istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Cok merkezli olarak yapilan
calismanin ESHRE raporuna gore, agiklanamayan infertilite hasta grubunun YUT
tedavisiyle basali gebelik oran1 %25.7 olarak belirtilmistir [158]. Yun ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, diisiik over rezervi grubunda uygulanan YUT
tedavisi sonucunda siklus basina elde edilen klinik gebelik orant %11.5 olarak
belirtilmistir. Sonuglarimiz giincel literatiirle uyumludur.

Kohort biiyiikliigiiniin az olmasi1 ve folikiiler aspiratin her hasta i¢in bir
havuzda toplanmis olmasi calismamizin limitasyonlar1 arasindadir. Orneklem
gruplarinin sayisinin arttirtlmasinin ve her oosite ait folikiiler aspiratin ayr1 ayr ilgili
oosit ve embriyonun gelisimiyle iliskilendirimesinin konu ile ilgili calismalara fayda
saglayacagina inaniyoruz. Gelecekte folikiiler siv1 bilesenlerini ve oosit mikro-cevre
elemanlarinin oosit ile iligkisinin ortaya konmas1 halinde infertilite etiyolojisinin
aydinlatilmasi ve tedavi segeneklerinin genisletilmesi noktasinda iireme tibbina

degerli katkilar saglayacagina inaniyoruz.
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6. SONUCLAR

Hipotezimiz, granuloza hiicrelerinde bakilan DNA hasarmin, YUT tedavi
basarilarini  ongdérmekte basarili olabilecegini varsaymaktadir. Calismamizda,
aciklanamayan infertilite ve diisiik over rezervi hasta gruplarinda foliikiiler sivida
bakilan DNA hasar belirteg oranlar1 ve embriyoloyi takipleri arasinda anlamli farklar

olsa da gebelik sonuglartyla kiyaslandiginda anlamli bir korelasyon iligkisi

bulunamamastir.
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