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1. GIRIS VE AMAC

Ozellikle gectigimiz son 4 dekad boyunca iireme tibbi alaninda onemli
gelismeler meydana gelmis ve Yardimci Ureme Teknikleri sayesinde birgok infertil
cift cocuk sahibi olabilme sansini yakalayabilmistir.

Yardimer Ureme Teknikleri (YUT), overden oositlerin elde edilmesini
saglayan tim teknikleri icermektedir.' ilk kullanilan ydntem olan Invitro
fertilizasyon (IVF) ve 1992’den itibaren uygulanmaya baglanan intrasitoplazmik
sperm injeksiyonu (ICSI) giliniimiizde en sik kullanilan yontemlerdir.

YUT uygulanacak hastalarda kontrollii overyan hiperstimulasyon (KOH) ile
multiple follikiillerin, bunun sonucunda da ¢ok sayida oosit ve embriyonun elde
edilebilmesi ile YUT basarisin1 arttirmak amaclanmustir.

Kontrollii overyan hiperstimulasyon (KOH) uygulanan sikluslarda meydana
gelebilecek prematiir LH salinimini engellemek icin GnRH agonist (GnRHa) ve
GnRH antagonistleri (GnRHant) yaygin sekilde kullanilmaktadir. > * Baslangicta
gonadotropin sekresyonunu uyaran (alevlenme etkisi) GnRH agonistlerinin uzun
stireli kullanim1 hipofizer gonadotropin reseptorlerinin down regiilasyonuna ve
desensitizasyonuna neden olur. Dolayisiyla kontrollii overyan hiperstimiilasyon
sirasindaki artmig Ostradiol seviyelerinden dolayr meydana gelebilecek prematiir LH
salinimi engellenmis olur. GnRH antagonistlerinin de kontrolli overyan
hiperstimiilasyon sirasindaki prematiir LH salinimini engellemede etkili oldugu
gosterilmistir. ik dnce uyaran ama daha sonra inhibe eden uzun etkili agonistlerin
tersine, GnRH antagonistleri doz bagimli olarak GnRH reseptorlerini kompetitif
sekilde bloke ederler ve hizli sekilde hipofizer inhibisyona neden olurlar.

Yapilan ¢aligmalarda GnRH’nin over, uterus ve plasenta gibi hipofiz bezi
disindaki bazi dokularda da spesifik reseptorlere baglandigi gosterilmistir. *° GnRH
mRNA’smin insan graniiloza hiicrelerinde ekspresyonunun olmast over dokusunda
GnRH reseptorlerinin ekspresyonunun olabilecegini gostermektedir.™ ”» * Ayrica
farkli calismalarda GnRH’nin insan graniiloza hiicrelerinde mitojen aktiflenmis

protein kinazi uyararak otokrin bir faktor gibi davranabildigi gosterilmistir. > '°



Dolayistyla disardan verdigimiz GnRH agonist ve antagonistleri hipofiz
bezindeki reseptorlerine ek olarak over dokusundaki reseptorleri de etkileyerek
overyan parakrin ve otokrin sinyallerde degisikliklere yol acarak follikiiler
mikrogevreyi ve follikiilogenezi etkileyebilirler. Yapilan bir¢ok caligmada follikiiler
stviya sekrete edilen bazi otokrin ve parakrin faktorlerin (hormonlar, biiylime
faktorleri, sitokinler) follikiiler mikrogevreyi degistirerek follikiil gelisimini, oosit
kalitesini ve ovulasyonu etkiledigi bildirilmistir."''*

Ayrica farkli etki mekanizmalar1 olmasi nedeniyle GnRH antagonist protokol
ile GnRH agonist protokol uygulanan KOH sikluslarinda meydana gelen follikiiler
mikrogevrenin birbirinden farkli olabilecegi dolayisiyla agonist ve antagonist
sikluslar arasinda follikiiler biiylime paterninde ve oosit maturasyonunda farkliliklar
olabilecegi ileri siiriilmiistiir.">"”

Bu calismada, agonist (Uzun GnRH agonist) veya antagonist (Esnek multiple
doz GnRH antagonist) protokol ile kontrollii overyan hiperstimulasyon uygulanan iki
farkli hasta grubunda follikiilogenezde rol oynayan follikiiler sivi markirlarinin (IGF-
I, IGF-II, IGFBP-3, inhibin-B, VEGF, AMH) follikiil sivisindaki konsantrasyonlar

saptanip, farkli stimulasyon protokollerinden nasil etkilendikleri arastirilacaktir.

Ayrica siklus sonuglari ile aralarinda iliski olup olmadig1 da degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Follikiilogenez

Kadin iireme sisteminin ana organi olan overin baslica iki fizyolojik gorevi
vardir. Bunlardan birincisi overyan follikiilogenez yani diizenli bir bicimde oosit
olgunlagtirma ve olgunlasan oositin overden salinma islemi ikincisi ise oositlerin
gelisim basamaklar1 sirasinda Gstradiol ve progesteron gibi steroid hormonlarin
sentezlenmesi yani steroidogenezdir. '®

Matiir bir follikiiliin olusumu i¢in primordial follikiil evresinden preovulatuar
follikiil evresine kadar olan birgok basamagin yer aldig: siire¢ follikiilogenez olarak
adlandirilir. Amag matiir, fertilize olabilir 6zelliklerdeki bir oositin gelismesidir.

Over kendi dinamigi igerisindeki otokrin ve parakrin etkilesimlerin ve
hipotalamo-hipofizer sistemin kontrolii ile overyan follikiil havuzundan segilerek
dominans kazanacak bir primordial follikiilii preantral, antral ve preovulatuar
yapilagsmalarindan gegirerek ovulasyona gotiiriir. Ovule olan her bir follikiil i¢in
yaklagik 1000 primordial follikiil degisik gelisim basamaklarinda atreziye ugrar. o

Primordial follikiil, mayotik profazin diploten asamasinda durdurulmus oosit
ve bunun ¢evresindeki ig bi¢imli tek sirali graniiloza hiicrelerinden olugsmaktadir 20
Herhangi bir siklusta ne kadar ve hangi primordial follikiillerin biiyiimeye
baslayacagini belirleyen mekanizma halen bilinmemektedir ancak lokal otokrin ve

parakrin faktorlerin rol oynayabilecegi ileri siiriilmiigtiir.”

Follikiiliin biliyliyen
follikiil havuzuna primordial follikiil olarak girisinden follikiiler olgunlagsma
basamaklarin1 tamamlayarak ovulasyonun gerceklesmesine kadar gecen siire
yaklagik 150 giin civarmdadir. *'

Genel kabul gelisimin baslangic sathasinda yani primordial follikiilden
preantral follikiil gelisimine kadar gelisimin gonadotropin stimulasyonundan
bagimsiz, lokal intraoveryan otokrin ve parakrin faktorler ile gerceklestigi
seklindedir. Sayilar1 300’i bulan, 0.12 — 0.2 mm ¢apl1 preantral follikiiler (sinif 1-2)
biiyliyerek once 0.4 — 0.9 mm (sinif 3-4) ¢aplt erken antral, nihayet 2-5 mm g¢aph

(siif 5) antral follikiillere ulasirlar, (Sekil 2.1). %!
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Sekil 2.1. Follikiilogenez siirecinin kronolojisi- Gougeon ve ark. *'’dan alinmistir.

Kiiboidal graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi (ortalama 15 hiicre) ile primordial
follikiil primer follikiile doniismektedir. Graniiloza tabakasi bazal lamina adim
tagityan membran aracilii ile stromal hiicrelerden ayrilmistir. Cevredeki stromal
hiicreler teka interna ve teka eksterna olarak tanimlanan konsantrik tabakalara
farklanmaktadir. Primer follikiiliin ovulasyona ilerlemesinin yaklasik 85 giin aldigina
inanilmaktadur. %°

Biiylime bir kez bagladiktan sonra follikiil preantral asamaya kadar
gelismektedir. Over follikiiliiniin biiylimesi sirasinda primer follikiildeki graniiloza
hiicreleri de tabakalar halinde c¢ogalir. Primer oosit genisler ve c¢evresi oositi
graniiloza hiicrelerinden ayiran zona pellucida memrani ile ¢evrelenir. 110 — 120
milimikron ¢apl1 ve ¢evresinde 600 civarinda graniiloza hiicresi bulunan ve daha ileri
gelisme safhasina ulasan bu follikiile preantral follikiil denilmektedir. Follikiiller bu
sathalar yaklasik 60 giinliik siirede (2 menstriiel siklus) tamamlarlar.

Preantral evreye kadar graniiloza hiicrelerinde spesifik FSH reseptorleri
bulunmamaktadir. Preantral evreye gelen follikiill FSH reseptoriine sahip olur ve
FSH’ nin etkisi ile aromatizasyonu saglar. FSH 06strojen ile birlikte follikiilin FSH

reseptdr igerigini arttirir ve graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir. *°



Erken antral doneme ulasan follikiiller gonadotropin uyarisina cevap olarak
kolesterolden androjen, Ostrojen ve progesteron sentezi i¢in gereken tiim enzimleri
bilinyelerinde bulundurmaktadirlar. Follikiilde FSH etkisi ile graniiloza hiicrelerinden
baslica Ostrojen ve az miktarda progesteron ve androjen sentezi ve oosit-graniiloza
baglant1 sahalarinin (gap junction) olusumu saglanir. Bu baglant1 sahalar1 graniiloza
hiicreleri ile oosit arasindaki beslenmenin ve metabolik degisimlerin oldugu
yerlerdir. FSH’ nin kendi reseptdriine baglanmasi ile adenilat siklaz iletimli uyarinin
ortaya ¢ikmasini multiple mRNA’larin  sentezi takip eder. Bu da hiicre
proliferasyonunu,  farklilasmasmmi  ve  fonksiyonunu saglayan  enzimleri
kodlamaktadir. Boylece FSH hem graniiloza hiicrelerindeki steroidogenezi hem de
hiicre proliferasyonunu baslatmis olmaktadir. ** FSH ve ostrojen hormonlarinin
sinerjik etkileriyle graniiloza hiicre gruplari arasinda sivi dolu santral bir kavite
olusur. Antrum olarak da adlandirilan bu kavite graniiloza hiicrelerini iki ayr
populasyona ayirir. Bunlar folikiil c¢evresi bazal membran civarinda bulunan
graniiloza hiicreleri ve oositi ¢evreleyen kiimiiliis ooforus graniiloza hiicreleridir.
Graniiloza hiicrelerindeki ¢ok tabakali biiylime gelisirken, ¢evre stroma hiicrelerinde
de teka tabakalarmma gelisim olur. Teka interna tabakasi graniiloza hiicrelerinden
bazal lamina ile ayrilan i¢ tabaka, teka eksterna ise bu tabakanin disinda yerlesen
hiicreler tabakasidir. Ikinci menstriiel siklusun sonunda (siklusun geg luteal fazinda),
3. menstriiel siklusun basinda (siklusun erken follikiiler fazinda) 2-5mm ¢apa ulagmis
antral follikiillerde bityiime artik gonadotropinlerin etkisi altina girmektedir. *'

Preantral ve antral folikiillerde, LH reseptorleri sadece teka hiicrelerinde, FSH
resptorleri de sadece graniiloza hiicrelerinde bulunmaktadir. Graniiloza hiicrelerinde
FSH etkisi ile sentezlenecek Ostrojene zemin hazirlayan maddeler, teka internada LH
etkisi ile kolesterolden elde edilen androjenlerdir.

Follikiiller 6strojen yapiminin iki hiicre (teka-graniiloza) ve iki gonadotropin
(LH-FSH) hipotezine gore yiiriitiildiigi kabul edilmektedir. Bu hipoteze gére LH
uyarisi ile teka interna hiicrelerinde kolesterolden androstenedion sentezlenir, ancak
teka interna aromataz aktivitesinden yoksun oldugundan Ostrojen sentezi yapamaz.
Uretilen androjen bazal membranin1 gecerek, FSH uyaris1 sayesinde komsu
graniiloza hiicrelerinde dstrojene cevrilir. Uretilen dstrojen (8stradiol) énce follikiiler
siviya, takiben de sistemik dolasima verilir. FSH ve LH’nin bu etkilerine lokal
parakrin ve otokrin maddeler de katkida bulunur. *°
Overde ovulasyona gidecek follikiillerin se¢iminin bir 6nceki menstriiel

siklusun ge¢ luteal fazinda yapildigi gosterilmistir. *' Menstriiel siklusun sonuna



dogru korpus luteumun regresyonu sonucu gonadotropin salinimi, progesteronun
geribildirim (feedback) inhibisyonundan kurtulur ve FSH konsantrasyonlar
yiikselmeye baglar. FSH’1n bu artimi ile preovulatuar follikiil bliylimesi de uyarilir.
Yeni siklusun follikiiler fazinin baglangicindan itibaren FSH etkisi ile preovulatuar
follikiil biiylimesini baslatan ve ayni1 zamanda antral follikiil kohortunun atreziden
kurtarilmasini1 saglamis olan olaylar zinciri ‘recruitment’ olarak adlandirilir (siklik
recruitment). Gergekte recruitment dinlenme havuzundaki primordial follikiillerin
gelisen preantral follikiil havuzuna girisi ile baslar (baslangic recruitmentr), (Sekil
2.2). '8
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Sekil 2.2. Follikiiler yasam siklusunda baslangi¢ ve siklik recruitment- McGee ve

ark.'®’dan almmstir.

Preovulatuar follikiiliin biliylime ve maturasyonu ile dominant follikiiliin
seciminde serum FSH degerleri i¢in bir esik deger ‘FSH threshold’ s6z konusudur.
Belirli diizeyde serum FSH konsantrasyonlarinin varliginda follikiil havuzunun
penceresi agilir ve erken antral donemdeki follikdiller ileri basamaklara dogru gelisim
gosterirler.  FSH esik degerinin altina diisen konsantrasyonlarda ise follikiil
havuzunun penceresi kapanir ve matiir follikiil gelisimi durur dolayisyla follikiillerin
bir kismi atreziye ugrar. FSH’ nin esik degerine ulasmis serum konsantrasyonlarinda
bulunma siiresi (FSH penceresi) ne kadar uzatilir ise over follikiil havuzundan matiir

olmak i¢in segilecek follikiil sayis1 da o oranda artar. 3



Follikiiler biiyiime siireci igerisindeki bu follikiillerden bir tanesi secilerek
(seleksiyon) digerlerine iistiinliik (dominans) kazanir ve follikiiler fazin ortalarinda
baslayan bu erken dominans yeterli olgunluga ulastiginda ovulasyon ile sonuglanir.

Dominant follikiiliin se¢iminde, FSH uyaris1 ve graniiloza hiicrelerinden
salgilanan Ostrojen ile intraoveryan parakrin ve otokrin faktorler arasinda ¢ok hassas
dengeler s6z konusudur.

Erken follikiiler fazda FSH graniiloza hiicrelerinde aromataz aktivitesini
stimule ederek androjenlerden Ostrojene doniisiimii arttirir. Follikiiler Ostrojen
konsantrasyonu artar ve artan Ostrojen follikiili FSH’ya daha da duyarli hale getirir.
Bu asamada graniiloza hiicrelerinden giderek artan oranlarda salgilanan dstrojen ve
inhibinin hipotalamo-hipofizer sisteme negatif geribildirim (feedback) etkisiyle FSH
yapimi inhibe edilir. Azalan FSH seviyeleri nedeniyle diger gelismekte olan
follikiillerin bir kisminda androjenden Ostrojene doniisiim engellenir, bdylece
olgunlagsma siireci kesintiye ugrar. Androjen igerigi artan follikiiller atreziye
ugrarken, digerlerine gére daha ¢ok dstrojen yapan ve FSH’ya daha ¢ok duyarli olan
follikiillerden biri digerine lstiinliik kazanarak dominant follikiil haline gelir. Daha
cok sayida FSH reseptoriine sahip olan ve FSH’ya hassas hale gelmis olan dominant
follikiiliin gelismesi i¢in FSH konsantrasyonunun az miktart bile yeterlidir.
Dominant follikiilde artmis Ostrojen ve artmis FSH duyarliligi disinda LH reseptor
sayisinda da artis goriilmektedir. ** Basarili olan follikiill FSH’ya yanit olarak en
yiiksek aromataz aktivitesi ve en fazla LH reseptor sayisina ulasan follikiildiir.

Preovulatuar olgun bir follikiil (Graaf follikiilii) 18-20 mm c¢apinda, genis
antrumlu bir yapidadir. Etrafin1 iyi vaskiilarize teka hiicreleri ¢evreler. Overyan
stroma i¢indeki bag dokusunun arasinda yer alan dominant follikiil giderek overin
korteksine yaklasarak, over korteksi yiizeyinde cikinti yapar ve follikiiliin tepe
noktasi acilarak sekonder oosit ¢evre kiimiiliis kompleksi ile birlikte disart atilir
(ovulasyon). Spontan menstriiel sikluslarda normal sartlarda, siklus ortasinda,
genellikle tek nadiren de birden fazla follikiilden ovulasyon gerceklesir. ° Ovulasyon
sonrasi geride kalan graniiloza ve teka lutein hiicreleri korpus luteumu olustururlar.

Follikiiliin son maturasyon silirecinde LH kritik rol oynar. Ovulasyonun
gerceklesebilmesi ve etkili bir korpus Iuteuma doniisebilmek igin graniiloza

hiicrelerinin LH reseptorlerine sahip olmasi gerekmektedir. FSH ge¢ follikiiler fazda



graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorlerinin gelisimini arttirmaktadir. Burada
Ostrojen ve lokal otokrin ve parakrin faktorler baslica koordinatér roliinii
iistlenirler.”

Ovulasyon sirasinda follikiil riiptiiriiniin gerceklesmesi follikiilii ¢evreleyen
kollajen elastin, proteoglikanlar ve glikoproteinlerden olusan tabakalarin
dekompozisyonuna baglhidir. Over follikiiliindeki kollajen yikimini aktive edecek
mekanizmalar ise ovulasyon olayindaki fizyolojinin esasini olustururlar. Ovulasyonu
tetikleyen ana olay over ile hipotalamo-hipofizer sistem arasinda olusan hormonal
etkilesimdir. Preovulatuar olgun follikiil dstrojen yapimimi hizla arttirir. Serumda
yeterli siire ve miktarda (50 saat siireyle, 200 pg/ml’nin iizerinde) Ostrojen esik
degerine ulasinca, Ostrojen tepe (pik) noktasindan yaklasik 12 — 24 saat sonra pozitif
geribildirim (feedback) ile LH sekresyonu stimule olur. Oositin olgunlagsmasinin ve
ovulasyonun saglanabilmesi icin belli bir esik LH konsantrasyonunun 14-27 saat
siire ile saglanmasi gerekmektedir 2°. LH yiiksekligi dominant follikiilde graniiloza
hiicrelerindeki LH reseptorleri  lizerinden progesteron yapimini  arttirir.
Progesterondaki az fakat 6nemli olan kisa siireli yiikselis pozitif geribildirim ile LH
pik’inin ortaya ¢ikisini ve midsiklus FSH pik’i olusumunu hizlandirir. LH artimi ile
dominant follikiil sivisinda bulunan ve primer oositin mayoz boliinmenin 1. fazinda
duraksamasini saglayan oosit maturasyon inhibitorii (OMI) devre dis1 birakilarak,
mayoz boliinme tekrar baslatilir. Ovulasyon sirasinda overden salinan oosit, 1.
mayoz boéliinmesi tamamlanmis, kromozom sayis1 yartya diismiis olan 23
kromozomlu sekonder oosittir. Ovulasyon an1 LH artim baglangicindan 34 — 36 saat,
LH pik’inden 10 — 12 saat sonraya denk diiser. LH artis1, oositte durmus olan
mayozu yeniden baglatmasi disinda graniiloza hiicrelerinin luteinizasyonunu, oosit ile
cevresindeki kiimiillis tabakasinin serbestlesmesini ve follikiil riiptiirii i¢in gerekli

olan prostaglandinlerin ve diger eikozanoidlerin sentezini de saglamaktadir. *°
2.2. Follikiilogenezde Rol Oynayan Follikiiler S1vi Markirlar
Oosit maturasyonu ve embriyo kalitesi YUT sonuglarin1 énemli derecede

etkiler. Bunu etkileyebilecek bir ¢ok faktoriin yani sira, follikiil sivisindaki c¢esitli

otokrin ve parakrin faktorler de son zamanlarda arastirma konusu olmustur.



Gonadotropik hormonlarin intraoveryan etkilerinin spesifik reseptorler
tarafindan kontrol edildiginin ve follikiil gelistikce follikiiler hiicrelerdeki
reseptorlerin tiplerinin ve sayilarinin degistiginin anlasilmasi, follikiillerin farkl
evrelerde aynm1 gonadotropik uyariya farkli yanit verebilmesini aydinlatmistir. Son
yillarda follikiillerin mikrocevresinin follikiil gelisiminin diizenlenmesinde kritik
ince ayari sagladig1 diisiiniilmektedir. *°

Follikiil sivisi, follikiilogenez siiresince oositin olgunlastigi mikrogevredir.
Follikiiler sividaki degisiklikler oosit olgunlasmasin1 ve kalitesini, fertilizasyonu,
erken embriyolojik gelisimi ve gebelik sonuglarini etkileyebilir. Sonug olarak insan
follikiil sivisinda sitokinler, hormonlar ve biiylime faktorleri gibi follikiil gelisimini
ve maturasyonunu, ovulasyonu ve follikiiler atreziyi etkileyen cesitli otokrin ve

parakrin etki gésteren maddeler bulunmaktadir.

2.2.1. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (IGF’ler)

IGF otokrin ve parakrin sistemi; IGF-I ve IGF-II peptitlerinden, onlarin 6 adet
baglayici proteininden (IGFBP-1’den IGFBP-6’ya kadar) ve hedef hiicrelerdeki tip I
ve tip II IGF reseptorlerinden olusur. 2 IGF’ler yap1 olarak insiiline benzeyen bir¢ok
dokunun ve hiicrenin biiyiime ve farklilagsmasini saglayan tek zincirli polipeptitlerdir.
Yakin zamandaki ¢alismalar, IGF sistemine ait elemanlarin insan follikiil sivisinda
onemli miktarda bulundugunu ve follikiil gelisimi, dominant follikiil biiylimesi,
steroidogenez ve follikiiler atrezide 6nemli rolleri oldugunu gdstermistir. IGF’lerin
follikiilogenez tizerinedeki bu etkileri IGFBP’ler aracilig1 ile diizenlenmektedir.

IGF’ler, insulin benzeri biiylime faktorii baglayici proteinleri (IGFBP) ve IGF
reseptorleri overyan follikiiler gelisim, oosit maturasyonu ve embriyo gelisimi
patofizyolojisinde énemli role sahiptir."'

IGF-1, hiicre faklilasmasini etkileyebilecek mitojenik etkilere sahiptir. IGF-
I’in serum seviyeleri follikiiler sividaki seviyeleri ile tutarlilik gosterir ve
intraoveryan IGF-I’in biiyiik kisminin lokal {iretimden ziyade dolasimdan
kaynaklandig1 diistintilmektedir. Graniiloza hiicrelerinde gergeklesen IGF-I sentezi

FSH bagimlidir ancak Ostradiol tarafindan da sentezi arttirilmaktadir. Biiylime



hormonu da gonadotropinler ve dstradiol ile sinerjik etki gostererek teka hiicrelerinde
IGF-I sentezini arttirir.

IGF-I’in gonadotropinlerin etkilerini diizenleyici gorevi vardir. Graniiloza
hiicrelerinin FSH’ya duyarliligin1 belirleyen anahtar sitokindir.”” Cesitli ¢alismalar
IGF-I’in graniiloza hiicrelerinde follikiiliin farkli gelisim evrelerinde farkli islevleri
uyardigini gt')stermektedir.27 Graniiloza hiicrelerinin proliferasyon ve farklilasmasini
uyardig ayrica teka hiicrelerinde de steroidogenezi uyardigi gosterilmistir.”® FSH ile
sinerjik etki gostermekte ve antral follikiillerde aromataz aktivitesini uyararak
ostradiol tiretimini artirmaktadir.”® LH reseptorleri ortaya ciktiktan sonra, LH
uyarimli progesteron sentezini arttirir ve luteinize graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonunu uyarir. Follikiil atrezisini ve apopitozu engelleyici etkisi de vardir.*’

Yapilan bir ¢alismada preovulatuar follikiiler sivi IGF-I konsantrasyonunun
optimal follikiil gelisiminin ve oosit matiirasyonunun bir gostergesi olabilecegi ileri
sirilmiistir.”® Farkli bir calismada ise IGF-I’'nin graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonuna ve oositlerin maturasyonuna etki ettigi ve IGF-I varliginda matiir
hale getirilen oositlerin béliinme oranlarinda ve blastosiste gelisimlerinde énemli bir
artis oldugu saptanmistir.”’ Biitiin bunlarla birlikte, insanlarda serumdaki IGF-I’in
overyan follikiillerin gelisim ve olgunlagmasi icin sart olmadigi da belirtilmistir. 27

IGF-II’nin teka ve graniiloza hiicrelerinde biiyiik oranda eksprese oldugu
hatta en yliksek degerinin graniiloza hiicrelerinde oldugu ve follikiiliin bliylimesi ile
arttig1 gosterilmistir.”’ Dolayisiyla IGF-II 6zellikle preovulatuar follikiil graniiloza
hiicrelerinde {iretilir. IGF-II ayrica luteinize graniiloza hiicrelerince de sentez
edilmekte ve otokrin tarzda lokal etki gdstermektedir.”® Serum ve follikiiler sivi
konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon bulunamamamistir ve temel intraoveryan
bilyiime faktorii oldugu one siriilmiistiir.”® Ayrica IGF-II yogunlugunun overyan
vendz akimlarda periferik dolasima gore Onemli derecede daha yiiksek oldugu
gosterilmistir.

IGF-II temelde gonadotropinlerin etkilerini kuvvetlendirir; graniiloza hiicre
proliferasyonunu, aromataz aktivitesini ve progesteron sentezini uyarir. Follikiil
stvisindaki IGF-II seviyesinin follikiil gelisimi ile iliskili oldugu ve follikiil se¢imi

sirasinda dominant follikiilde IGF-II miktarinin dramatik olarak arttig1 gosterilmistir.
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IGF’lerin aktivitesi, katalitik proteinler ve lokal etki gosteren IGFBP’ler ile
kontrol edilir. Serumda IGFBP’ler, IGF-I ve II'nin tasiyicisidirlar. IGF’leri
parcalanmaktan koruyup, tasiyict ortam ve depo gibi gérev yaparak IGF diizeylerinin
belli bir degerde kalmasini saglarlar. Esas olarak IGF konsantrasyonundan ¢ok IGF
biyoaktivitesi overyan follikiillerin biliylime ve atrezisinde rol oynamaktadir.
IGFBP’lerin graniiloza hiicreleri tarafindan sentezi, IGF biyoaktivitesi ve FSH
fonksiyonunda artma ile sonucglanacak sekilde FSH ve IGF’ler tarafindan inhibe
edilmektedir. *° Insan overinde bes tanesinin sentezlendigi gosterilmistir. IGFBP-1, -
2, -3, -4, -5 follikiiler stvidan ve graniiloza hiicrelerinden analiz edilmisdir.

Ozellikle diisiik molekiil agirhkli (< 40 kDa) IGFBP’ler (IGFBP-2,-4,-5)
IGF’lere baglanarak ve onlarin reseptorlerine baglanmalarini engelleyerek IGF’lerin
etkilerini olumsuz etkileyebilmektedir. > Follikiiler sividaki diisiik molekiil agirliklt
IGFBP’lerin follikiil i¢i konsantrasyonlarmin gelisimsel ve hormonal olarak
diizenlendigi gosterilmistir. Bu proteinler dominant ve preovulatuar follikiillerde az
miktarda gsterilebilmektedir.”® Intrafollikiiler seviyeleri 1-2 mm capli follikiillerden
preovulatuar follikiillere gidildikce onemli derecede azalmakta, atretik follikiillerde
ise artmaktadir. ¥’

IGFBP-3 (150 kDa) serum ve follikiiler sividaki esas IGFBP’dir."* Serum
konsantrasyonlar1 biiyiime hormonu ve IGF-I ile diizenlenmektedir.”” IGFBP-3’iin
mRNA’s1 6strojen dominant follikiillerin graniiloza hiicrelerinde gosterilmistir ancak
esas kaynagi follikiil disindan yani dolasimdandir. Bu nedenle intrafollikiiler IGFBP-
3 seviyelerinin, follikiil stvisina IGFBP-3 girisini etkileyen vaskiiler gegirgenlikteki
degisikliklere bagli oldugu diisiiniilmektedir.’’

IGFBP-1 (28kDa) IGF-I’in biiylime hormonundan bagimsiz tasiyicisidir ve
serumda kii¢iik bir rol oynar, fakat luteinize edici hormon (LH) pikini takiben
dominant follikiiliin graniiloza hiicrelerinden sentezlenir.

IGFBP-1, IGF-I’1 inhibe eder, IGFBP-3 de IGF-I ve II’yi inhibe eder ve
diizenleyici rol oynar.*® >

IGF-I, LH ile birlikte teka hiicrelerinde LH reseptorlerini uyararak androjen
sentezini arttirir. IGFBP-1 ise graniiloza hiicrelerinde Ostradiol sentezini arttirarak
teka hiicrelerinden IGF-I’in uyardig1 androjen iiretimini ve sonugta bunun yol agtig1

follikiiler atrezi ve anovulasyonu engellemektedir. Graniiloza hiicrelerinden {iretilen

11



IGFBP-1’in IGF-I aktivitesini yeterli derecede antagonize edememesi durumunda
androjenlerin fazla tiretimi follikiiler maturasyonu olumsuz etkilemektedir. IGF-I’in
bu sekilde gec embriyo gelisimini de olumsuz etkileyecegi vurgulanmistir.'’

IGF-I ve IGFBP-3’lin insanlarda follikiil gelisiminde 6nemli rol oynadigi
cesitli caligmalarda gdsterilmistir. * IGFBP-3 seviyelerinin IGF-I ve IGF-II
seviyeleri ile korelasyon gosterdigi ve IGF’lerin esas tasiyict proteini olarak dnemi
cesitli ¢alismalarda vurgulanmastir. 33 IGFBP-3, ostrojen dominant follikiillerde IGF-
[I'nin artigin1 yansitir ve IGF-II'nin diizenleyicisi olarak gorev yapar. !

IGF-II biyoaktivitesinin IGFBP-4 ile inhibe edildigi gosterilmistir. Secilmis
insan follikiillerinde IGFBP-4, IGF-II’'nin 6zellikle androjen dominant follikiillerde
bol miktarda bulunan inhibitoriidiir. IGFBP-3, IGFBP-4’iin IGF-II iizerindeki
etkisini tersine cevirir. Follikiil sivisinda artan IGFBP-3 seviyeleri IGFBP-4 ile
yarisir ve IGF-II’nin luteal olusumu, ge¢ oosit maturasyonunu ve embriyo gelisimini
uyarici etkilerini korur. !

Wang ve arkadaslari; oosit toplanmasi sirasinda elde edilen follikiil sivisinda
yiiksek IGF-II, IGFBP-3, IGFBP-4 ve diisiik PAPP-A seviyelerinin, daha iyi oosit
maturasyonu ve oosit toplanmasindan sonraki ilk 48 saat igindeki erken embriyo
gelisimi ile korelasyon gosterdigi bulunmustur. Bu parametrelerin, hangi oositin
basarili bir sekilde fertilize olabilecegini ve 2. giin embriyosuna gelisebilecegini
tahmin etmede kullanilabilecegi one siiriilmiistiir. Ayrica yliksek IGFBP-1, IGFBP-4
ve diisiik IGF-I seviyelerinin, oosit toplanmasindan sonra 48-72 saatteki ge¢ embriyo
gelisimi ile iligkili oldugu belirtilmistir. '’

GnRH antagonist protokolii ile overyan stimulasyon uygulanan hastalarda
follikiiler sivida IGF-I diizeyine bakilmis ve kotii over yanitli hastalarda normal yanit
veren hastalara gore IGF-I diizeylerinin daha diistik oldugu bildirilmistir.

Spesifik IGFBP proteazlar1 ise IGFBP’leri pargalar ve IGF’lerin

reseptorlerine baglanmasina izin verir.
2.2.2. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGF, heparin bagl dimerik glikoprotein yapisindaki bir sitokindir. **> Bu

faktor, vaskiiler endotel hiicresine spesifik bir mitojen olup anjiogenezde rol oynar. *°
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Overde VEGF hem graniiloza hemde teka hiicreleri tarafindan iiretilir. 37 VEGF’nin
overyan follikiillerdeki ~ ekspresyonu  follikiilin  biiyiikligiine  baglhdir.*®
Immunhistokimyasal yontemle bakildiginda VEGF ekspresyonunun gelismekte olan
follikiilerdeki graniiloza hiicrelerinde ve en ¢ok da teka hiicrelerinde oldugu, atretik
folikiillerde ise ekspresyonunun hi¢ olmadig: gosterilmistir. >

Ciddi anjiogenez gelisim programi i¢eren overde ¢ok sayida anjiogenik faktor
ve reseptorleri vardir. Anjiopoietinler vaskiiler endotel hiicreleri i¢in anjiogenezisin
gec evresinde etkili iken, VEGF yeni damar olusumunun baslangicinda rol
almaktadir. ** Follikiil gelisiminin farkli evrelerinde, ovulasyon ve korpus luteum
olugmasinda overden salinan bu faktorlerin kompleks iligkileri rol oynamaktadir. 4l

Follikiilogenezde mikrosirkiilasyon temel gerekliliktir. Follikiil biiyiimesi ve
gelisimi esnasinda VEGF mRNA’s1 temel gorev yapmaktadir. Primordial, primer ve
erken antral follikiillerde bulunmaz. VEGF ilk kez kendi vaskiiler aglarini olusturan
antral follikiiliin teka ve graniiloza hiicrelerinde iiretilir. Antrum formasyonunun
olusmasinda rol oynar. ** VEGF nin temel rol oynadigi bu yeni overyan vaskiiler ag
gelismekte olan follikiillere gonadotropin, oksijen, biiylime faktorleri ve steroid
prekiirsorlerin  ulagsmasini saglar. Bu evre follikiil gelisiminin gonadotropinlere
bagimli oldugu evredir ve  VEGF mRNA miktar1 gonadotropinlerin etkisi ile
artmaktadir. *'

Overde FSH, LH, hCG ve hipoksiye yanit olarak yiiksek miktarda VEGF
iiretilir. *” Ayrica primat overinde IGF-I'in VEGF sekresyonunu hipoksiye gore daha
fazla uyardig1 gosterilmistir. **

Infertilitenin bazi tiplerinde anjiogenez gelisiminin yetersizligi ve sonugta
follikiiler gelisimin bozulmasi yer almaktadir. *!

Hayvan calismalarinda, follikiiler sividaki VEGF’nin oosit maturasyonunu
pozitif yonde etkiledigi gosterilmistir. **

Dogrudan bir vaskiiler yapiya sahip olamayan oosit ve graniiloza hiicreleri ile
follikiiler siv1 arasindaki oksijen transportu diflizyon yolu ile gergeklesir. Oksijen
difiizyonunun azaldigit VEGF gibi anjiyogenik faktorlerin eksikliginden de
kaynaklanabilen yetersiz mikrosirkiilasyon durumunda, pH azalmakta ve anaerobik

tirtinlerin  olusumu izlenmektedir. Olusan hipoksiye bagli olarak oosit-kiimiiliis
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kompleksinde VEGF konsantrasyonunun yiikseldigi ve buna bagli olarak
fertilizasyonun olumsuz etkilendigi gdzlenmistir. 3

Endometriyozisli hastalarin follikiil sivisinda VEGF konsantrasyonlar1 diisiik
bulunmus, zayif oosit ve embriyo kalitesi ile seyreden bu tip follikiil i¢i degisimlerin
infertiliteye neden olabilecegi One siiriilmiis ayrica bu embriyolarin implante olma
ozelliginin de azaldig1 saptanmistir. # Farkl bir calismada, follikiil stvisindaki artmis
VEGF seviyelerinin follikiiler hipoksi ve suboptimal embriyo gelisiminin markiri
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. *° Literatiirde yine benzer sekilde IVF sikluslarinda
diistik follikiiler stvi VEGF seviyelerinin daha iyi overyan yanit ve yliksek gebelik
oranlari ile iliskili oldugunu saptayan ¢alismalar da mevcuttur. %’

Tiim bu calismalarin aksine daha fazla oosit elde edilen, fertilizasyon ve
gebelik oranlar1 daha yiiksek olan hastalardan elde edilen graniiloza hiicrelerinde
VEGF mRNA ekspresyonunun daha yiiksek oldugu da bildirilmistir. **

Literatiirde halen VEGF ile iliskili yukarda belirtilen c¢eligkili sonuglar

mevcuttur.
2.2.3. Antimiilleryan Hormon (AMH)

AMH, ayni zamanda miilleryan inhibiting substance (MIS) olarak da bilinir
ve Transforme edici Biiylime Faktorii beta (TGF P) ailesinden olup, dimerik
glikoprotein yapida bir hormondur. Bu gruba dahil olan hormonlar doku biiyiimesi
ve farklilasmasinda etkilidirler. * Overde AMH ve Antimiilleryan Hormon reseptor
I (AMHRII) ekspresyonunun tespit edilmis olmasi follikiil gelisimi ve
fonksiyonunda rolii olabilecegini gostermistir.

Cerrahi menopoz geciren kadinlarda dolasimda AMH seviyelerinin
saptanamamasi sadece overden salgilandiginin bir kamitidir. Puberte sonrasi
menstriiel siklus bagladiktan itibaren yillar igerisinde dolasimdaki AMH diizeyi
giderek azalir ve menopozda tesbit edilemez. *°

Artan yasla birlikte azalan antral follikiil havuzunu yansitmasi nedeniyle
AMH ovaryen follikiiler rezervi gdsteren iyi bir biyomarkirdir ve over rezerv testleri

icinde de 6nemli bir yere sahiptir. '
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Heniiz overyan follikiilleri dolasimdaki gonadotropinlere maruz kalmamis 10
yasindan kiigiik prepubertal kiz ¢ocuklar: ile eriskin kadinlarin follikiil sivisindaki
AMH konsantrasyonlarinin benzer oldugunun tespit edilmesi AMH sentezinin
gonadotropinlerden bagimsiz oldugu goriisiiniin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. >
Benzer mantikla yapilan diger bir ¢alismada da yiiksek gonadotropin diizeylerine
sahip gebe kadinlar ile gebe olmayanlarin folikiiler AMH diizeyleri benzer bulunmus
ve AMH iiretiminin gonadotropinlerden bagimsiz oldugu ileri siiriilmiistiir. >

AMH mRNA’s1 ve proteini, biiyiimeye baglamis follikiillerinin graniiloza
hiicrelerinin sitoplazmasinda saptanmistir. Primer follikiilden erken antral follikiile
dogru olan follikiiler gelisim siirecinde AMH fiiretimi baslar ve giderek artar. **
Erken antral follikiil evresinden sonra follikiiller AMH {iretim kapasitelerini
progresif olarak kaybederler. Dolayisiyla preantral follikiillerde ekspresyonu cok
kuvvetli iken antral ve preovulatuar follikiillerde azalmistir. Baglica preantral ve
erken antral follikiillerden salgilanmaktadir.”> °® AMH’nin follikiil gelisimde
follikiiler seleksiyon evresine kadar énemli bir intrafollikiiler medyator oldugu ileri
siiriilmiistiir. Primordial ve atretik follikiillerde AMH ekspresyonu gozlenmemistir.>

Oosit maturasyonunda (oositin mayozunu baskilamaktadir) rol oynadigi

dﬁsﬁnﬁlmektedir.zo

Overyan aktivite iizerine diizenleyici etkisi vardir. >’ Temel c¢alismalar
AMH’nin follikiiler steroidogenezde etkili oldugunu gostermistir. Hayvan
caligmalarinda; AMH nin erken follikiilogenezde FSH bagimli aromataz aktivitesini
ve granililoza hiicrelerinde FSH’in stimule ettigi LH reseptér sayisimi azalttigi
gorilmiistir. % Farkli bir ¢alismada ise follikiil matiir hale geldikge ve liiteinize
olduk¢a AMH iiretiminin bu siirecten negatif etkilendigi ileri siiriilmiistiir. 59

Biyolojik rolii tam olarak anlasilamasa da overyan steroidogenez ve follikiil
recruitmentinda diizenleyici rolii oldugu bildirilmistir. ® Erken antral follikiillerdeki
AMH konsantrasyonlar1 ile aromataz aktivitesi arasinda ters korelasyon oldugu
saptanmistir 6! Daha 6nceki ¢alismalarda da AMH ve ostradioliin intrafollikiiler
konsantrasyonlari arasinda giiclii negatif korelasyon oldugu gosterilmistir.

AMH primordial follikiillerdeki pregraniilosa hiicrelerine etki ederek
dinlenme havuzundan gelisim havuzuna gecen (baslangic recruitmentr) follikiil

sayisini sinirli tutar. Dolayisiyla primordial follikiil havuzunun tiikkenmesini engeller.
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Siklik recruitmentda da follikiillerin FSH’ya duyarliligin1 azaltarak seleksiyonda ve

takiben dominant follikiil se¢iminde rol oynar, (Sekil 2.3). 18, 58, 63
FSH FSH
2
2
AMH AMH |
J ) { A
1 | + | -
| ) ZUENY
el o ' @ . (®
= &/ N\’
_ \_7_
Primordial Primary Preantral Antral

Sekil 2.3. AMH’nin overdeki olas1 etkileri. 1; Baslangi¢ recruitmentini inhibe eder,
2; FSH’nin preantral ve kiiciik antral follikiiller iizerindeki biiyiimeyi
stimule edici etkisini inhibe eder- Durlinger ve ark **’dan almmustr.

Farelerde AMH geni {iizerinde yapilan c¢alismalarda; AMH geni olmayan
farelerin bir siklusunda kontrol grubuna gore ii¢ kat daha fazla antral follikiil
olustugu ve aymi zamanda follikiiler rezervin daha erken tiikendigi gosterilmistir.
Yine fareler iizerinde yapilan farkli bir ¢aligmada ise diisik AMH reseptorii olan
follikiiliin dominant follikiil olarak segildigi bildirilmistir. **

Anovulatuar PCOS’lu hastalarla normal overyan fonksiyonlari olan hastalarin
kiyaslandigi ¢alismada; PCOS’lu hastalardan elde edilen graniiloza hiicre
kiiltiirlerinde AMH iiretiminin 75 kat fazla oldugu tespit edilmis. AMH’deki bu
yiiksekligin polikistik over sendromunda goriilen follikiiler gelisim yetersizliginde,
dominat follikiil secimindeki defektte ve anovulasyonda rol oynayabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada her iki grubun graniiloza hiicre kiiltiirlerine ayr1 ayri
FSH veya LH eklenmis, normal overyan foksiyonu olan grupta FSH veya LH
eklenmesi ile AMH iiretiminde belirgin farklilik olmazken PCOS’lu hastalarda FSH
eklenmesi ile AMH iiretiminde diisiis ve LH eklenmesi ile AMH iiretiminde belirgin
artis meydana gelmistir. ©

Yine PCOS’lu hastalarla yapilmis farkli bir ¢alismada; FSH’in follikiillere
erisiminin bozulmas1 ve artmis androjen seviyelerinin PCOS’lu hastalarda AMH
diizeylerinin artmasina neden oldugu ileri siiriilmiistiir. ® Benzer sonuglar1 olan bir

caligmada; farmakolojik olarak (letrozol ve hCG verilerek) polikistik over benzeri
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durum yaratilmis ve artmig androjen diizeyleri ile AMH arasinda pozitif korelasyon
oldugu goriilmiistiir. 7 Bu cahismalarin aksini gosteren caligmada; erken antral
follikiillerde artmis olan androjenlerin AMH iiretimini etkilemedigi ancak artmis
AMH ile 8stradiol arasinda ters korelasyon oldugu bildirilmistir. * Mevcut ters
korelasyonun AMH’nin graniiloza hiicrelerini FSH’ya duyarsizlagtirmasindan ¢ok
Ostradiol yapimini etkilemesinden kaynaklanabilecegini ileri siirmiiglerdir.

Follikiil sivisindaki AMH diizeylerinin oosit maturasyonu, kalitesi ve gebelik
oranlar1 ile negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir.

Bu caligmalarin tam zitti olan, follikiil sivisindaki AMH diizeylerinin
toplanan oosit sayisi, implantasyon, fertilizasyon ve gebelik oranlar1 gibi KOH

sonuclari ile pozitif korelasyon gosterdigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur. *72

2.2.4. inhibin-B

Inhibin-B Transforme edici Biiyiime Faktorii beta (TGF B) ailesinden olup,
birbirinden farkl ve disiilfid baglari ile iliskili iki peptidten (alfa ve beta alt tiniteleri)
olugmustur. Graniiloza hiicrelerinden salgilanir. FSH’1 segici olarak inhibe etmesinin
yaninda overdeki hiicre biiylimesi, hiicre maturasyonu ve steroidogenezde lokal
regiilator gibi davranir. ™

FSH preantral ve erken antral follikiillerdeki graniiloza hiicrelerinden inhibin-
B salgisin1 arttirir ve daha sonra inhibin-B tarafindan seg¢ici sekilde FSH’1n sentezi ve
salgilanmasi baskilamir (resiprokal iligski). " 7> Ashinda inhibinin gonadotropin
sekresyonu {izerine multiple ve farkli inhibitor etkileri bulunmaktadir. FSH sentezini
ve salgilanmasin1 baskilamasi disinda, GnRH’nin kendi reseptorlerini arttirimini
Onleyebilir, mevcut olan GnRH reseptdr sayisin1 azaltabilir ve yiiksek
konsantrasyonlarda gonadotropinlerin intraseliiler yikimin arttirabilir. *°

Inhibin-B, erken follikiiler fazda yavas ancak sabit olarak salgilanarak
midfollikiiler fazda kanda tepe(pik) noktasina ulasir takiben ovulasyon oncesi gec
follikiiler fazda giderek dolasimdaki miktar1 azalir. LH pikinden kisa bir siire sonra
dolagimda tekrar kisa siireli bir Inhibin-B piki olur ancak uzun siirmez luteal fazda

seviyesi iyice diiser.”® Follikiilogenez siirecinde inhibinin dolasima verilmesi ile
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FSH’1n diger follikiillerden ¢ekilmesi arttirilmis olur ve boylece inhibin gelisen 6ncii
follikiiliin dominans kazanmasini destekler. 2°

Intrafollikiiler inhibin-B konsantrasyonu 9-10 mm’lik follikiil ¢apina
ulasildiginda pik degerine ulastifi ve daha sonra intrafollikiiler konsantrasyonunun
yavas¢a azaldigi, bu 9-10 mm’lik follikiil ¢apina ulasana kadar da inhibin-B
konsantrasyonu ile follikiil ¢ap1 arasinda olduk¢a anlamli pozitif korelasyon oldugu
gosterilmistir. °* Intrafollikiiler seviyesi ile ilgili olan bu sonug daha dnce bahsedilen
kanda midfollikiiler fazdaki yiikselisi ile uyum gostermektedir. Follikiil sivisinda pik
yaptig1 bu déonem ayn1 zamanda follikiiler seleksiyonun oldugu dénemdir.

Inhibin-B, parakrin etki ile teka hiicrelerinde LH stimulasyonunu artirarak
androjen sentezini ve dolayli yoldan artmis aromatizasyon ile Ostradiol iiretimini
arttirmaktadir. ' " Farkli bir calismada da erken antral follikiillerde Inhibin-B ile
dstradiol konsantrasyonlari arasinda pozitif korelasyonun varlig gosterilmistir. ”*

Inhibinin salgilanmasi ayrica intraoveryan lokal otokrin ve parakrin kontrol
ile de diizenlenmektedir. GnRH ve epidermal biiylime faktérii FSH nin inhibinin
salgilanmasin arttiricr etkisini azaltir, oysa IGF-I inhibinin yapimim arttirir. 2°
Artmus intrafollikiiler androjen konsantrasyonlarinin inhibin-B yapimini azalttigi da
ileri siiriilmiigtiir. '

Yapilan calismalarda follikiil sivisindaki inhibin seviyelerinin oosit sayisi ve
kalitesine gore over fonksiyonunu yansittigi tespit edilmistir. * % Embriyo kalitesini
predikte etmek icin follikiiler sividaki Inhibin-B’nin iyi bir markir oldugu ileri

sﬁrﬁlmﬁstﬁr.76 Benzer sekilde follikiil sivisindaki inhibin seviyelerinin basarili IVF

sonuglari ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir. *’

2.3. Kontrollii Overyan Hiperstimulasyon (KOH)

Dogal siklusda YUT uygulamas: disindaki YUT sikluslarida, follikiil ve oosit
gelisimi kadina uygulanan bir dizi ilacin yardimi ile diizenlenmektedir. Yardimla
tireme sikluslar1 i¢in tasarlanmis olan bu ila¢ uygulamalarmin hepsi Kontrollii
Overyan Hiperstimulasyon protokolleri olarak adlandirilmaktadir. Burada
amaglanan, spontan oosit gelisimi ile spontan ovulasyonun baskilanmasi ve disaridan

verilen ilaclar ile miimkiin oldugunca ¢ok sayida ve iyi kalitede oositin elde
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edilmesidir. YUT siklusunun basarisi, elde edilen oosit sayis1 ve kalitesi ile direkt
iligkilidir.

Giiniimiizde IVF-ICSI sikluslarinda birgok KOH protokolii kullanilmaktadir.
Overyan baskilama icin kullanilan GnRH agonisti ve GnRH antagonistlerinin
uygulanma semalarina gore farkli KOH protokolleri gelistirilmistir. Bu protokoller

asagidaki gibi 6zetlenebilir.

2.3.1. Gonadotropin Salgilatict Hormon Agonistleri (GnRHa) ile Yapilan KOH

Protokolleri

GnRH agonistleri, baslangicta hipofizdeki reseptorlere baglanarak, yiiksek
miktarlarda FSH ve LH salimimina (alevlenme etkisi; flare effect) ve GnRH
reseptorlerinin sayilarinin artmasina (up regiilasyon) neden olurlar. Ancak uzun
stireli kullanimdan sonra, GnRH reseptorlerinin sayilarinin azalmasina (down
regiilasyon) ve hipofizer duyarsizlasmaya (desensitizasyon) dolayisiyla FSH ve
LH’1n sentezinin progresif olarak azalmasina yol acarlar.

GnRH agonistlerinin kullanilmasi1 sayesinde endojen olarak hipofiz bezinden
salgilanan gonadotropin sekresyonu baskilanarak ekzojen gonadotropin stimulasyonu
sirasinda %20 oraninda meydana gelen ve siklus iptaline neden olan erken LH

yiikselmesi (prematiir LH surge) %2 ’lere kadar diistiriilmiistiir.

2.3.1.1. Uzun Etkili GnRH Agonistleri ile Yapilan Down Regiilasyon

Sonrasinda Ekzojen Gonadotropin Uyarimi - Uzun (Long) Protokoller

Uzun GnRHa protokoliinde, GnRH agonist tedavisi midluteal asamada,
ovulasyondan yaklasik bir hafta sonra veya adetin 21. giiniinde baslanir. Bu donemde
endojen gonadotropin seviyeleri diisiiktiir ve agonistlerin neden oldugu alevlenme
etkileri yeni bir follikiiler gelisimi uyarmak anlaminda en diisiik seviyededir. En ¢ok
kullanilan GnRH agonistleri; 16prolid asetat (ciltalt1 uygulama), nafarelin asetat
(intranazal uygulama), Buserelin (ciltalt1 veya intranazal uygulama) ve triptorelin

(ciltalt: uygulama)’dir. '
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Uzun GnRHa protokolde, adet baglayincaya kadar veya gonadotropin
enjeksiyonuna kadar 1,0 mg 16prolid asetat ile tedaviye baslanir. Bundan sonra 0,5
mg’a diistiliir ve hCG enjeksiyonuna kadar devam edilir. Naferelin i¢in ise baglama
dozu tipik olarak giinde 2 kez 400 pg kadardir ve gonadotropinler basladiginda doz
200 pg’a distirdliir.

Kotii over kapasitesi oldugu bilinen veya KOH’a az sayida follikiiler
gelisimle cevap verecegi diisiiniilen hastalarda, asiri hipofizer baskilanmaya yol
agmamak i¢in dozu diistirmek over cevabinda diizelmeye yol acar ve tiim sonuglarda
diizelmeyi saglayabilir. '

Hastaya GnRHa ile 6nerilen dozda medikasyon basladiktan sonra adetin 2-4.
giin arasinda serum Ostradiol (E2) tayini ve transvajinal ultrasonografi ile
degerlendirme yapilir. ideal olarak gonadotropinlerle stimulasyona baslamadan 6nce
serum Ostradiol (E2) seviyelerinin GnRH agonistiyle etkin bir bigimde baskilandigi
(<50 pg/mL) goriilmeli ve transvaginal ultrason ile 10 mm’den biiyiik follikiil
izlenmemelidir. Serum E2 seviyesinin baskilanmamasi veya >10 mm follikiil
saptanmas1 durumunda mevcut siklus iptal edilir. Hipofizer baskilanma saptanmis ise
hastanin yasi, viicut kitle indeksi, antral folikiil sayis1 ve onceki ovulasyon
indiiksiyonunda verdigi optimum cevaba gore bireysel gonadotropin dozu ile uyarim
yapilmaya baglanir.

Genel olarak baslangi¢ dozu 150 ve 300 IU iiriner FSH (uFSH), rekombinant
FSH (rFSH) veya iiriner menotropin (hMG) uygulanir. indiiksiyon semasinda step up
ya da daha ¢ok kullanilan step down yontemi kullanilir. Ilk indiiksiyona
baslanmasindan 3-5 giin sonra yapilan serum E2 6l¢iimii ve follikiilometriden sonra
hastanin verdigi cevaba gore 1-3 giin aralarla monitorizasyona devam edilir. Cogu
kadin i¢in 7-12 giinliik bir uyar1 donemi gerektir. Genelde hedef en az 2 tane 17-18
mm c¢apinda follikiil elde etmektir ve ideal olarak birka¢ tane 14-16 mm arasinda
follikiil olabilir.

Hedeflenen follikiil sayisina ulasildiktan sonra son oosit maturasyonu igin
5000-10000 IU hCG uygulanir. Es dozda rekombinant hCG yaklasik 250 pg’dir ve

uygun bir alternatif yaklagimdir.
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Siklus Gani
Sekil 2.4. GnRH agonisti ile uzun protokol.

2.3.1.2. GnRH Agonisti ve Ekzojen Gonadotropinlerle Ardisik Olarak Yapilan
— Kisa (Stop) veya Flare Protokoller

Kisa veya flare protokoller; Kisa(stop) protokolde gonadotropinlerin flare-up
etkisinden yararlanir. Hem uzun dénemli bir GnRH agonistinin ilk bastaki agonistik
etkisini hem de daha uzun tedavi doneminde uyarilan endojen gonadotropin
salgisindaki baskilanmay1 saglamasi agisindan uygun alternatif yaklagimlardir. Kisa
protokolde GnRH agonisti adetin 2-4 giinii verilir, daha sonra dozu azaltilir (giinliik
0,5 mg) ve gonadotropin enjeksiyonuna adetin 3. giinii baslanir. Eger gerek olursa
gonadotropin dozunda yapilacak oynamalar ve hCG zamam tipki diger

protokollerdeki gibidir.
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Siklus Gano

Sekil 2.5. GnRH agonisti ve ekzojen gonadotropinlerle ardisik olarak yapilan kisa
(stop) veya flare protokoller.
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Ultra kisa GnRH agonist protokolii; flare etkiyi stimule etmek i¢in agonist
tedavisi 3 gilin boyunca verilir ama daha sonra kesilir; tedaviye sadece gonadotropin
ile devam edilir. Kisa ve uzun protokollere gore erken LH artis1 (prematiir LH surge)
daha siktir.

Oral kontraseptif mikrodoz flare-up protokolii; kisa prokotokolun bir
cesitidir. Oral kontraseptif ile overyan baskilanmay1 (14-21 giin) takiben adetin 3.
giinlinden itibaren mikrodoz 16prolid asetat (giinde 2 kez 40 mikrogram) tedavisi
baslanir. Gonadotropin baglanmasi ve hCG zamanlamasi diger protokollerle aynidir.
Bu protokoliin kisa protokole gore avantaji bu rejimde serum progesteron ve
androjen konsantrasyonlarinda bariz artis olmamasidir. Bunun nedeni muhtemelen
GnRH agonisti miktarinin az olmasi ve oral kontraseptif sebebiyle corpus luteumun
baskilanmig olmasidir."

Oral kontraseptif mikrodoz flare protokolii, serum FSH seviyeleri dramatik
olarak yiikselmis ve daha 6nce stimulasyona kotii cevap verdigi bilinen kadinlarda,
unilateral ooferektomize olmus veya over cerrahisi gecirenlerde uygun tedavi
yaklagimidir. Bu hasta grubunda bu protokol ile daha diisiik siklus iptal oranlari,
daha yiiksek tepe Ostradiol diizeyleri, embriyo transfer oranlar1 ve en dnemlisi daha

cesaretlendirici klinik ve devam eden gebelik oranlari saglanilabilmektedir.'

0K | Mikrodoz GnRH Agonisti |
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|
|

Siklus Gano

Sekil 2.6. Oral kontraseptif mikrodoz flare protokolii.
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2.3.2. GnRH Antagonist (GnRHant) Eklenerek Yapilan Ekzojen Gonadotropin

Protokolleri

Ilk 6nce uyaran ama daha sonra inhibe eden uzun etkili agonistlerin tersine
GnRH antagonistleri (GnRHant) doz bagimli sekilde GnRH ile yarisa girerek
(kompetitif sekilde) GnRH reseptorlerini bloke ederler ve cabuk bir sekilde (24-72
saat i¢inde) hipofizer inhibisyon ortaya cikarirlar.

GnRH antagonistlerin agonistlere gore avantaj ve dezavantajlar1 vardir.
Avantajlart; stimulasyon stiresinin daha kisa olmasi, hipofizer inhibisyonun daha
cabuk ortaya ¢ikmasi, follikiiler evrenin ge¢ agamalarina kadar uygulanabilir olmasi,
ortaya cikabilecek Ostrojen eksikligi belirtilerinin daha hafif ve az olmasi, toplam
kullanilan gonadotropin dozunun az olmasi, alevlenme etkisinin olmamasi nedeni ile
asimetrik follikiil gelisiminin daha az olmasi ve en 6nemli avantaji hiperstimulasyon
riskinin daha az olabilecegidir. ' Ayrica son oosit maturasyonu i¢in hCG yerine
GnRH agonisti kullanilmas1 imkanini saglamasi GnRH antagonistlerinin diger bir
avantajlaridir.

GnRH antagonistlerinin dezavantajlar1 da mevcuttur. Giinliik diisiik dozlarda
uygulandigr zaman tedaviye mutlak uymak gerekir. Agonistlere goére endojen
gonadotopin salgisint daha belirgin durdurmaktadirlar. Ayrica uzun GnRH agonist
protokol uygulananlara gore antagonist tedavisi uygulananlarda gebelik oranlarinda
hafif bir diistikliik oldugunu gosteren yayimlar mevcuttur. Bunun nedeninin GnRH
antagonistlerinin follikiilogenez, blastomer olusumu ve endometrial gelisimde
onemli bir yere sahip olan mitotik programlamayr etkilemelerinden dolay1

olabilecegi ileri siiriilmiistiir. '

2.3.2.1. Multiple Doz GnRH Antagonist Protokolii

Kullanilan iki tip GnRH antagonisti mevcuttur. Cetrorelix ve Ganirelix dir.
Her ikisi de erken LH artisim1 engelemek igin cilt altina giinliik 0,25 mg kadar
uygulanir. Uygulanacak giinliik enjeksiyonlar ise iki ydntemle uygulanabilir.
Birincisi, tedaviye gonadotropin tedavisi basladiktan 5-6 giin sonra baslanmasidir ve

‘fiks protokol’ (sabit protokol) adin1 alir. Diger yontem ise gonadotropinlerle yapilan
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stimulasyona verilen cevaba gore, serum E2 seviyesi 400 pg/ml’yi gectiginde ya da

en biyiik follikiil 13-14 mm ¢apina ulagdiginda antagonist baglanmasi seklindedir ve
‘flexible protokol’ (esnek protokol) adimi alir. Her iki yontemde de hCG

enjeksiyonuna kadar medikasyona devam edilir.'

2.3.2.2. Tek Doz GnRH Antagonist Protokol

Giinlik antagonist enjeksiyonuna alternatif olarak tek ve yiliksek dozda
cetrorelix enjeksiyonu (3,0 mg) uygulanabilir bir alternatifdir. Boylece LH artis1 96
saat geciktirilebilir. Eger bu siire sonunda hCG yapilma kriterine ulagilamadiysa

giinliik 0.25 mg ek medikasyon gereklidir. Tek doz antagonist tedavi rejimi en biiyiik

follikiil 13-14 mm’ye ulagincaya kadar geciktirilebilir.1
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Sec¢imi, Bilgilendirilmis Onam, Etik Kurul Onay1

Haziran 2009 — Ocak 2010 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Ureme Saglig1 Arastirma ve
Uygulama Merkezine basvuran, intrastoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) ve
embriyo transferi (ET) i¢in kontrollii overyan hiperstimulasyon yapilacak olan 80
hasta caligmaya dahil edildi. Her hastanin ICSI ve ET yapilmak {izere kontrollii
overyan hiperstimulasyon uygulanan birer siklusunda OPU islemi sirasinda elde
edilen follikiil s1vis1 6rnegi alindi.

20-38 yas arast ve erkek faktori, tubal faktdr, ovulatuar disfonksiyon veya
aciklanamayan infertilite nedeniyle ICSI-ET uygulanan hastalar ¢alismaya dahil
edildi.

Herhangi bir endokrin veya sistemik hastaligt olan, hipogonadotropik
hipogonadizmi olan ve daha onceki IVF/ICSI sikluslarinda kotli over cevabi olan
hastalar (poor responder) g¢alismadan diglandi.

Calismaya dahil edilen hastalarin yaslari, siklusun 3. giinii (bazal) hormon
degerleri, viicut kitle indeksleri (VKI), infertilite siireleri ve nedenleri kaydedildi.

Secim kriterlerine uygun 6zellikler tasiyan toplam 80 hastadan, 40 hastaya
uzun (long) GnRH agonist protokol (Grup 1) geriye kalan 40 hastaya ise esnek
(flexible) multiple doz GnRH antagonist protokol (Grup 2) uygulandi. Ek olarak her
grup (Grup 1 ve Grup 2) kendi i¢inde rekombinant FSH ile birlikte Human
Menopozal Gonadotropin (hMG) alan ve almayan 20 hastadan olusan iki subgruba
ayrildi (hMG alanlar; Grup 1a ve Grup 2a, hMG almayanlar Grup 1b ve Grup 2b).

Tiim hastalar c¢alisma hakkinda bilgilendirilerek, caligmaya dahil
edildiklerine dair yazili bilgilendirilmis onamlar1 alindi. Calisma i¢in Ankara

Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alind.
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3.2. KOH Protokolii, Oosit Toplanmasi ve Kiiltiirii

Uzun (long) GnRH agonist protokol (Grup 1): Bir onceki menstriiel
siklusun yirmi birinci giiniinden baslanarak hCG giinline kadar hastalara subkutan
enjeksiyon ile GnRH agonisti olan Loprolid Asetat (Lucrin, Abbott Laboratuvarlari)
uygulandi. Bu sekilde hipofizer baskilanma saglandi. Overyan stimulasyon igin
menstrilasyonun tigiincii gliniinden baslanarak gonadotropinler (rekombinant insan
follikiil stimule edici hormonu (rFSH; Gonal-F, Serono ya da Puregon, Organon) +
insan menopozal gonadotropini (hMG; Menogon, Ferring)) uygulandi (HMG; 751U
FSH ve 75IU LH igerir). Doz ayarlamalari, hastalarin stimulasyona yanitina gore
yapildi. Follikiiler gelisim, diizenli araliklarla bakilan transvajinal ultrason ve serum
E2 seviyeleri ile monitorize edildi. En az iki follikiiliin ¢ap1 17-18 mm’ye
ulastiginda, Loprolid asetat, rTFSH ve hMG kullanim1 kesilerek oosit maturasyonunun
ve ovulasyonun tetiklenmesi amaciyla 10000 IU Insan Koryonik Gonadotropini
(hCG; Pregnyl, Organon) intramuskiiler olarak uygulandi. Bu uygulamay1 takiben
35-36 saat sonra transvaginal ultrasonografi esliginde oosit toplanmasi islemi (oosit
pick up) gerceklestirildi.

Esnek (Flexible) multiple doz GnRH antagonist protokol (Grup 2):
Siklusun 2.-3. giiniinde baslanan gonadotropinlerle (rekombinant insan folikiil
stimule edici hormonu (rFSH; Gonal-F, Serono ya da Puregon, Organon) + insan
menopozal gonadotropini (hMG; Menogon, Ferring)) over stimulasyonu devam
ederken, dominant follikiil boyutu 13-14 mm olarak saptandiginda GnRH antagonisti
cetrorelix ( Cetrotide flakon 0.25 mg, Serono ) veya ganirelix (Orgalutran enjektor
0.25 mg, Organon) baglandi. En az iki follikiiliin ¢ap1 17-18 mm’ye ulastifinda,
Cetrorelix/ganirelix, rfFSH ve hMG kullanim1 kesilerek oosit maturasyonunun ve
ovulasyonun tetiklenmesi amactyla 10000 IU insan Koryonik Gonadotropin (hCG;
Pregnyl, Organon) intramuskiiler olarak uygulandi. Bu uygulamay takiben 35-36
saat sonra transvaginal ultrasonografi esliginde oosit toplanmasi islemi (oosit pick
up) gerceklestirildi.

1. polar cisimcik gozlenen, ooplazmasi diizgiin ve kiimiiliis ve korana
hiicreleri 151k demeti seklinde acgilmis olan oositler matiir oosit (Metafaz II) olarak

degerlendirildi.
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Elde edilen oositler, kendilerini ¢evreleyen kiimiiliis hiicrelerinden hyaz
enzimi kullanilarak ayristirildi ve ICSI islemine kadar %6 CO, ve 37°C’de, insan
serum albumini de eklenerek, hyaluronan, glukoz, laktat, piriivat, aminoasitler,
elektrolitler ve penisilin G i¢eren bikarbonat tamponlu bir ortamda (G-Fert; Vitrolife,

Kolorado, ABD) bekletildi.

3.3. Follikiil Sivis1 Toplanmasi ve Saklanmasi

Her hastanin OPU islemi sirasinda en az iki matiir follikiiliinden elde edilen
ve kan icermeyen follikiil sivilari, oositler follikiil sivisindan ayrildiktan sonra her bir
hasta i¢in biraraya getirilerek havuzlandi. Havuzlanan follikiil sivilar1 3000 rpm’de
15 dakika santrifuj edildikten sonra siipernatanlari aspire edilerek eppendorf
tiiplerine konuldu. Ornekler IGF-I, IGF-II, IGFBP-3, VEGF, Inhibin-B, AMH
tayinine kadar -80°C’de saklandi.

3.4. Intrastoplazmik Sperm Injeksiyonu (ICSI), Embriyo Transferi ve Luteal
Destek

Tiim matiir oositlere (metafaz II) 4-6 saat icinde ICSI prosediirii uygulandi.
Takip eden 16-18. saatlerde ICSI uygulanmis oositlerde pronukleus (PN) kontrolii
yapildi. ki proniikleusun varlign normal fertilizasyon olarak kabul edildi. Olusan
embriyolar G1-G2 version 5 (Vitrolife, Kolorado, ABD) medyum ortamina ekilerek
%6 CO; ve 37°C’de kiiltiire edildi. Oosit toplanmasini takip eden 2. ve 3. giinlerde
embriyolar 151k mikroskopu altinda incelenerek morfolojik 6zelliklerine gore
skorland1 ve dort sinifa (Grade A, B, C, D) ayrildi. Bu smiflandirma asagida
belirtilmistir;

Grade A (yiiksek kaliteli embriyo) - Esit boyutta ve hafif yuvarlak, simetrik
blastomerli embryolardir. 48. saatte 4 blastomer, 72. saatte 8 blastomer bulunur.
Sitoplazma diizenli gériinlimde, hafif graniilerdir, sitoplazmik fragmentasyon yoktur.

Grade B (2. smif embriyo) - Blastomerleri biraz farkli veya diizensiz olan

embryolardir. Mindr sitoplazmik fragmentasyon (< %10) ya da vakuoller goriiliir.
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Grade C (3. smf embriyo) - Belirgin fakli boyutta, asimetrik goriiniimde
blastomerli embryolardir. Stoplazma genis koyu renkte graniiller ve vakuoller igerir,
%50’ye kadar sitoplazmik fragmentaston goriiliir.

Grade D (kotli embriyo) - Az sayida farkli boyutta blastomerli embryolardir.
Blastomerler Dbirbirinden ayrik goriiniimdedir ve blastomer zar1 yamal
goriinlimdedir. Stoplazma genis koyu renkte graniiller ve vakuoller icerir, siddetli ya

da tamamen fragmentasyon vardir (Sekil 3.1).

D kalite

Sekil 3.1. Embriyo Siniflandirmasi.

Transfer edilecek embriyolar bu siniflandirmadaki morfolojik 6zelliklere gore
secildi. Embriyo transferi, oosit toplanmasini takip eden 3. giin i¢inde, 1-5 adet
arasinda degisen sayilarda, Swemed (Vitrolife, Isveg) kateter kullanilarak ultrason
esliginde yapildi.

Luteal faz destegi tiim hastalara intravaginal yoldan, dogal mikronize
progesteron (Progestan, Kocak) 600 mg/giin (3x200mg) veya progesteron jel
(Crinone %38 vaginal jel, Serono) 90 mg/giin dozunda, gebelik durumunun aksi
ortaya konulana kadar uygulandi.

Embriyo transferinden 12-14 giin sonra serum BhCG degeri Olgiilerek
gebelik degerlendirildi, BhCG degeri artmayan ve gestasyonel kese saptanmayan
durumlar kimyasal gebelik olarak kabul edildi. Klinik gebelik varligi ise

ultrasonografik olarak fetal kalp atimlarinin gosterilmesi olarak kabul edildi.
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3.5. Follikiiler S1ivi Markirlarinin Analizi

IGF-I ve IGFBP-3 ol¢iimleri Immunoradyometrik yontem (IRMA) kitleri
(IGF-1; Immunotech, Fransa) (IGFBP-3; Diagnostic Systems Laboratories, A.B.D)
kullanilarak yapildi. IGF-I i¢in test 6l¢iim araligi 2-1200 ng/mL, IGFBP-3 icin test
6l¢tim aralig1 0.5-100 ng/mL idi.

Immunoradyometrik yontem (IRMA) sandwich yontemi seklinde uygulanan
bir radyoimmunassay’dir. Radyoimmunoassay’de temel mekanizma, radyoizotop
bir madde ile isaretli antijen veya antikor aracilifi ile karsilig1 olan (6zgiil oldugu)
antikor veya antijenin varligini ve miktarin1 saptamaktir. En fazla kullanilan madde
radyoaktif iyottur (I;25 veya I;3;). Olgiim tiipiindeki antikor-antijen kompleksinin
radyoaktivitesi bir gamma sayaci kullanilarak 6l¢iiliir.

IGF-1I, VEGF, AMH ve Inhibin-B 6l¢iimleri Enzim Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA) kitleri (IGF-II; Diagnostic Systems Laboratories, A.B.D) (VEGF;
Invitrogen, ABD) (AMH; Diagnostic Systems Laboratories, A.B.D) (Inhibin-B;
Diagnostic Systems Laboratories, A.B.D) kullanilarak yapildi. Testlerin 6lgiim
araligr IGF-II i¢in 2.2-2200 ng/mL, VEGF i¢in 5-1500 pg/mL, AMH i¢in 0.006-15
ng/mL, inhibin-B i¢in 7-1000 pg/mL idi.

Enzim Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemi, dzgiil antijen-
antikor baglanmasinin antikorlara alkalen fosfataz veya horseradish peroksidaz gibi
bir enzim baglanmasi ve bu enzim substratinin renkli {iriinlere doniistiiriilmesi
suretiyle gosterilmesi esasina dayali immiinokimyasal 6l¢iim teknigidir. ELISA
yonteminde 6zgiil antikor kullanilarak Ornekteki antijenin miktari, 6zgiil antijen
kullanarak ornekteki antikorun miktar1 6l¢iilebilir.

Test 6lglim araliklarinin iizerinde ¢ikan degerler i¢in folikiil sivi 6rnekleri

diliie edilerek tekrar ¢aligildi.

3.6. istatistik Degerlendirme

Verilerin istatiksel analizi SPSS 15.0 istatistik paket programi kullanilarak
yapildi.
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Verilerin normal dagilima uygunlugunun degerlendirilmesinde Shapiro-Wilk
testi kullanildu.

Iki  gruptaki  siirekli  degiskenlerin  ortalamalariin/ortancalarinin
karsilastirilmasi, veriler normal dagilima uydugunda Student’s t testi, uymadiginda
ise Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi.

Iki grup arasindaki kategorik verilerin karsilastirilmasinda Ki-kare testi veya
Fisher’s exact testi kullanildi.

Degiskenler arasindaki iliskiler parametrik verilerde Pearson Korelasyon
Katsayisi, nonparametrik verilerde Spearman Korelasyon Katsayis1 kullanilarak
incelendi.

Yapilan istatiksel analiz sonucunda p<0.05 olmasi istatiksel olarak anlaml

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada, Grup 1 (Uzun GnRH agonist protokolii uygulanan) (n=40) veya
Grup 2 (Esnek multiple doz GnRH antagonist protokolii uygulanan) (n=40)’ye dahil
olan toplam 80 hastanin kontrollii overyan hiperstimulasyon sonrast OPU islemi
sirasinda aspire edilen follikiil sivilarindaki IGF-I, IGF-1I, IGFBP-3, Inhibin-B,
VEGF, AMH konsantrasyonlar1 analiz edildi. iki ana grup (Grup 1 ve Grup 2)
arasinda ve bu ana gruplarin her birinin kendi igerisindeki subgruplari (rFSH ile
birlikte hMG alanlar; Grup la ve Grup 2a, rFSH ile birlikte hMG almayanlar Grup
1b ve Grup 2b) arasinda follikiiler s1vi markir1 konsantrasyonlari1 ve tedavi sonuglari
acisindan fark olup olmadig arastirildi.

Ayrica follikiiler s1ivi markirlarinin konsantrasyonlarinin toplanan oosit sayist,
matlir (Metafaz II) oosit sayisi, yliksek kaliteli embriyo sayist (Grade A) gibi
embriyolojik siklus sonuclart ve fertilizasyon oranlari, implantasyon oranlari, klinik
gebelik ve canli dogum gibi gebelikle iliskili siklus sonuglar ile iliski olup olmadigi

da degerlendirildi.

4.1. Uzun GnRH Agonist Protokol ile Esnek Multiple Doz GnRH Antagonist

Protokol Uygulanan Gruplarin Istatiksel Karsilastirmalari

Agonist protokol (Grup 1) ve antagonist protokol (Grup 2) uygulanan
hastalarin demografik 6zellikleri (yas, viicut kitle indeksi, infertilite siiresi, bazal (3.
giin) serum hormon degerleri (FSH, E2, LH) arasinda istatiksel farklilik yoktu
(p>0.05), (Tablo 4.1).

Infertilite nedenlerine gore gruplar degerlendirildiginde; her iki grupta
infertilite nedenlerinin benzer dagilim gosterdigi izlendi (p=0.387) ve erkek faktor
infertilitesinin her iki grupta en sik goriilen etyolojik neden oldugu goriildii, (Tablo

4.2).
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Tablo 4.1. Agonist ve antagonist gruplardaki hastalarin demografik 6zellikleri.

Grup 1 Grup 2 P degeri
(Agonist) (n=40) (Antagonist)
(n=40)

Yas (Y1) 28.7 (£ 4.8) 28.1 (£ 4.4) 0.5972
Infertilite siiresi 60 (18-204) 63 (12-204) 0.127°
(ay)

VKI (kg/m?) 24.3 (19.9-37.8) 22.3(17.3-33.4) 0.053°
Bazal FSH 6.2 (2.1-11.5) 6.6 (2.3-10.9) 0.348°
(mIU/mL)

Bazal E2 (pg/mL) 41.0 (15.5-232) 38.4 (17-90) 0.791°
Bazal LH (mIU/mL) 5.0 (1.7-15.6) 5.7 (1.6-22.8) 0.184°

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.
Ortalama(+ss)= +standart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum

Tablo 4.2. Agonist ve antagonist gruplardaki hastalarin infertilite nedenlerinin

dagilimi.
Grup 1 (Agonist) Grup 2 (Antagonist)
(n=40) (n=40)
Aciklanamayan infertilite n(%) 13 (32.5) 13 (32.5)
Erkek faktorii n(%) 19 (47.5) 22 (55)
Tubal faktor n(%) 5(12.5) 1(2.5)
Ovulatuar disfonksiyon n(%) 3(7.5) 4 (10)

Ki-kare testi kullanilmustir. p=0.387

Iki grup arasinda siklus siiresi, stimulasyon siiresi ve kullanilan toplam
gonadotropin dozu agisindan yapilan karsilastirma sonucunda anlamli istatiksel

farklilik saptanmadi (p>0.05), (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Agonist ve antagonist gruplarin tedavi karakteristikleri ile ilgili veriler.

Grup 1 (Agonist) Grup 2 P degeri
(n=40) (Antagonist)
(n=40)

Siklus siiresi (giin) 12.8 +2.4 12.3+2.3 0.355
Stimulasyon siiresi (giin) 9.4+19 9.5+1.9 0.819
Kullanilan toplam
gonadotropin dozu

32.4£16 28.8 8.5 0.220

(ampul)

Student’s t testi kullanilmstir. (£ss)= +standart sapma

Insan koryonik gonadotropin (hCG) enjeksiyonunun yapildig1 giindeki siklus
parametreleri her iki grup i¢in degerlendirildi; hCG giinli ortalama serum o6stradiol
(E2) diizeyleri (3567.2 pg/ml’ye kars1 2930.8 pg/ml; p=0.151), hCG giinii serum
luteinize edici hormon (LH) ortanca degerleri (2.83 mIU/mL’ye kars1 1.80 mIU/mL,
p= 0.003), hCG giinii ortalama serum progesteron diizeylerinden (1.28 ng/mL’ye
karst 1.54 ng/mL; p=0.109) sadece LH diizeyi Grup 1’de Grup 2’ye gore istatiksel
olarak anlamli daha yiliksek bulundu, (Tablo 4.4).

Ayrica hCG giinlii endometrium kalinligina bakildiginda, grup 1 ve Grup 2
icin sirast ile 10.0 mm, 10.4 mm idi ve aralarinda anlamli istatiksel fark yoktu

(p=0.365), (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Agonist ve antagonist gruplardaki hastalarin hCG giinii siklus

parametreleri.
Grup 1 (Agonist) Grup 2 P degeri
(n=40) (Antagonist)
(n=40)

Serum E2 (pg/ml) 3567.2 (£2294.4) 2930.8 (£1565.8) 0.1512
Serum LH (mIU/mL) 2.83 (1.6-11.4) 1.80 (0.28-11.3) 0.003" °
Serum Progesteron 1.28 (+0.61) 1.54 (+0.63) 0.1092
(ng/mL)
Endometrium kalinligi 10.0 (+1.9) 10.4 (+1.8) 0.365%
(mm)

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.
Ortalama(+ss)= +standart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum
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Grup 1 ve Grup 2’nin embriyolojik siklus sonuclart degerlendirildiginde;
toplanan oosit sayist (13.6’ya kars1 13.0; p=0.656) ve toplanan matiir oosit (MII)
sayist (11.7°ye karst 10.9; p=0.518) ortalamalar1 grup 1’de daha yiiksek olmakla
beraber iki grup arasinda anlaml istatiksel fark saptanmadi, (Tablo 4.5).

Grup 1 ve Grup 2’nin diger embriyolojik siklus sonuglarina bakildiginda; 3.
giin toplam embriyo sayisi (7.0’a kars1 6.0; p=0.252), 3. giin yiiksek kaliteli embriyo
(Grade A) sayis1 (3.0’a kars1 2.0; p=0.560) ve transfer edilen embriyo sayis1 (3.0’a
kars1 3.0; p=0.796) ortancalar1 her iki grupta istatiksel olarak benzerdi, (Tablo 4.5).

Ayrica iki grubun gebelik sonuglari ile iligkili siklus sonuglarina bakildiginda;
ortalama fertilizasyon oranlart (%59.4’e karst %52.7; p=0.104), implantasyon
oranlar1 ( %18.4’e kars1 18.7; p=0.865), embriyo transferinin 12-14. giinii BhCG
pozitifligi (gebelik) oranlar1 ( %45°e kars1t %42.5; p=0.822), klinik gebelik oranlar1
(%37.5’e karst %37.5; p=1.000), canli dogum oranlart ( %32.5’e karst %30;
p=0.809) istatiksel olarak benzerdi. Mann Whitney testi kullanilarak hesaplanan
implantasyon oranlarinin median degeri %0’a denk geldigi i¢in ortalama degerleri de
g6zoOniine alindi, (Tablo 4.6).

Iki grup arasinda erken gebelik abortus oranlari ( %13.3’e karsi %20;
p=0.644) arasinda da anlamli fark saptanmadi, (Tablo 4.6).

Tablo 4.5. Agonist ve antagonist gruplardaki hastalarin embriyolojik siklus

sonugclari.
Grup 1 (Agonist) Grup 2 P degeri
(n=40) (Antagonist)
(n=40)

Toplanan oosit sayisi 13.6 (£6.7) 13.0 (£5.0) 0.656 2
Matiir oosit sayisi 11.7 (£6.3) 10.9 (+4.9) 0.518%
3. giin embriyo sayist 7.0 (2-20) 6.0 (1-14) 0.252°
3. giin yiiksek kaliteli 3.0 (0-6) 2.0 (0-5) 0.560°
embriyo sayisi

Transfer edilen 3.0 (1-5) 3.0 (1-5) 0.796°

embriyo sayisi
a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.
Ortalama(+ss)= £standart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum
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Ek olarak ¢ogul gebeliklerin varligina bakildiginda; her iki grupta da 4
hastada ikiz gebelik ve Grup 2’de ayrica 1 hastada iiciiz gebelik oldugu belirlendi.
Bu sonuglar istatiksel olarak benzerdi (p=0.455).

Tablo 4.6. Agonist ve antagonist gruplardaki hastalarin gebelik sonuglar ile iligkili

siklus sonuglart.

Grup 1 Grup 2 (Antagonist) P degeri
(Agonist) (n=40)

(n=40)
Fertilizasyon oran1 (%) 59.4+£14.3 52.7421.2 0.104%
. %
implantasyon orani (%) 18.4 £26.0 18.7 £28.7 0.865°

0.00 (0-100) 0.00 (0-100)

BhCG pozitifligi (%) 45 (18/40) 42.5 (17/40) 0.822°¢
Klinik gebelik orani (%) 37.5 (15/40) 37.5 (15/40) 1.000°¢
Canl1 dogum orant (%) 32.5 (13/40) 30 (12/40) 0.809°
Abortus orani (%) 13.3 (2/15) 20 (3/15) 0.624°

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi, ¢; Ki-kare testi kullanilmustir.
* Ortanca degerleri %0 oldugundan ortalama degerler de verilmistir.

Iki grupta Overyan Hiperstimulasyon Sendromu (OHSS) goriilme oranlart
Fisher’s exact testi kullanilarak karsilastirildi ve aralarinda istatiksel anlamli fark
saptanmadi ( %7.5’e kars1 %10; p=1.000).

Follikiiler s1vi markirlarinin follikiil sivisindaki konsantrasyonlart Grup 1 ve
Grup 2 i¢in kiyaslandiginda; IGF-I konsantrasyonu (115.9 ng/mL’ye kars1 113.9
ng/mL; p=0.866), IGF-II konsantrasyonu (1251.5 ng/mL’ye kars1 1302.8 ng/mL;
p=0.634) ve IGFBP-3 konsantrasyonu (4250 ng/mL’ye karst1 4162.5 ng/mL;
p=0.743) ortalamalar iki grupta benzer degerlerdeydi ve aralarinda anlaml istatiksel
fark saptanmadi. Diger ili¢ parametre normal dagilim gostermediginden ortanca
(median) degerlerine gore kiyaslandi. Inhibin-B konsantrasyonu (7550 pg/mL’ye
karst 7900 pg/mL; p=0.620), VEGF konsantrasyonu (958.0 pg/mL’ye kars1 966.0
pg/mL; p=0.773) ve AMH konsantrasyonu (1.6 ng/mL’ye kars1 1.9 ng/mL; p=0.169)

35



ortancalar1 agisindan da iki grup arasinda anlamli istatiksel fark saptanamadi, (Tablo

4.7).

Tablo 4.7. Agonist ve antagonist gruplardaki hastalarin follikiiler s1tvi markirlarinin

konsantrasyonlari.
Grup 1 (Agonist) Grup 2 P degeri
(n=40) (Antagonist)
(n=40)
IGF-I (ng/mL) 1159 +52.4 113.9 £55.4 0.866°
IGF-II (ng/mL) 1251.5 £523.8 1302.8 +431.1 0.634%
IGFBP-3 (ng/mL) 4250 +£1229.9 4162.5 £1142.3 0.7432
Inhibin-B (pg/mL) 7550 (1200-45000) 7900 (2660-46600) 0.620°
VEGF (pg/mL) 958 (10-3000) 966 (180-3000) 0.773°
AMH (ng/mL) 1.6 (0-7) 1.9 (1-8) 0.169°

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.
Ortalama (+ss)= tstandart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum

4.2. Subgruplarin Istatiksel Karsilastirmalar

Subgruplarin istatiksel analizleri yapilirken; Grup la (Uzun GnRH agonist
protokolii, rFSH’a hMG eklenmis) Grup 1b (Uzun GnRH agonist protokolii, rFSH’a
hMG eklenmemis) ile, Grup 2a (Esnek multiple doz GnRH antagonist protokolii,
rFSH’a hMG eklenmis) Grup 2b (Esnek multiple doz GnRH antagonist protokoli,
rFSH’a hMG eklenmemis) ile kiyaslandi.

4.2.1. Uzun GnRH Agonist Protokolii Uygulanan Subgruplarin istatiksel

Karsilastirnlmalar
Uzun GnRH agonist protokolii uygulanan subgruplarin (Grup la ve Grup 1b)

demografik verilerinin istatiksel karsilastirimasi sonucunda; Grup la’da Grup 1b’ye

gore yas ortalamasi (31.1°e kars1 26.2; p=0.001) istatiksel anlaml1 daha yiiksek, bazal
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LH diizeyi (4.1 mIU/mL’ye kars1 5.9 mIU/mL; p=0.017) ise istatiksel anlamli daha
diisiik saptandi. Diger demografik veriler iki grupta benzerdi, (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Agonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplardaki hastalarin

demografik 6zellikleri.

Grup 1a (n=20) Grup 1b (n=20) P degeri
(Agonist, hWMG (Agonist, hWMG
eklenen) eklenmeyen)

Yas (Y1) 31.1 (£4.5) 26.2 (£3.9) 0.001° 2
Infertilite siiresi 72 (28-204) 45 (18-84) 0.059°
(ay)
Viicut kitle indeksi 24.4 (21.2-37.8) 24.3 (19.9-28.4) 0.705°
(kg/m?)
Bazal FSH 6.5 (2.1-11.5) 6.1 (4.6-9.9) 0.372°
(mIU/mL)
Bazal E2 (pg/mL) 41.0 (15.5-232) 38.4 (17-90) 0.181°
Bazal LH (mIU/mL) 4.1 (1.7-8.2) 5.9 (3-15.6) 0.017°"°

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmistir.
Ortalama(+ss)= +standart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum

Infertilite nedenlerine gdre uzun GnRH agonist protokolii uygulanan
subgruplar karsilastirildiginda, infertilite nedenlerinin dagilimi istatiksel olarak
farkliyd: (p=0.036). Grup la’da ovulatuar disfonksiyon Grup 1b’de ise tubal faktor
nedenli infertilitesi olan hasta yoktu, (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Agonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplardaki infertilite

nedenlerinin dagilimi.

Grup 1a (n=20) Grup 1b (n=20)
(Agonist, hMG eklenen) (Agonist, (MG
eklenmeyen)
Aciklanamayan infertilite n(%) 7 (35) 6 (30)
Erkek faktor n(%) 8 (40) 11 (55)
Tubal faktor n(%) 5(25) 0(0)
Ovulatuar disfonksiyon n(%) 0 (0) 3 (15)

Ki-kare testi kullanilmustir.
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GnRH agonist protokolii uygulanan subgruplar siklus siiresi, stimulasyon
stiresi ve kullanilan toplam gonadotropin dozu agisindan karsilastirildiklarinda; Grup
la’ da kullanilan toplam gonadotropin dozu (42.9 ampule kars1 21.9 ampul; p=0.000)
ve stimulasyon siiresi (10.1°e kars1 8.8; p=0.042) Grup 1b’ye gore istatiksel anlamli
daha fazlalaydi, (Tablo 4.10 ).

Tablo 4.10. Agonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin tedavi

karakteristikleri ile ilgili veriler.

Grup 1a (n=20) Grup 1b (n=20) P degeri
(Agonist, (MG (Agonist, h\MG
eklenen) eklenmeyen)
Siklus siiresi (giin) 13.5+3.0 122 +1.4 0.109
Stimulasyon siiresi 10.1 £2.2 8.8 £1.4 0.042"
(giin)
Kullanilan toplam 42.9 £16.5 21.9+4.7 0.000"
gonadotropin dozu
(ampul)

Student’s t testi kullanilmistir. (£ss)= +standart sapma

Insan koryonik gonadotropin (hCG) enjeksiyonunun yapildig1 giindeki siklus
parametreleri Grup la ve Grup 1b icin degerlendirildiginde; hCG giinii ortalama
serum Ostradiol (E2) diizeyleri (2429.6 pg/ml’ye kars1 4704 pg/ml; p=0.001), hCG
giinii serum luteinize edici hormon (LH) ortanca degerleri (2.38 mIU/mL’ye kars1 3.1
mlIU/mL, p= 0.002), hCG giinii ortalama serum progesteron diizeyleri (1.1 ng/mL’ye
karst 1.4 ng/mL; p=0.166) arasindan E2 ve LH diizeyi Grup 1a’da Grup 1b’ye gore
istatiksel anlaml1 daha diisiik bulundu, (Tablo 4.11).

Ayrica hCG giinii endometrium kalinligina bakildiginda; grup 1a ve Grup 1b
icin siras1 ile 10.3 mm, 9.8 mm idi ve aralarinda anlamli istatiksel fark yoktu

(p=0.409), (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11. Agonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin hCG giinii

siklus parametreleri.

Grup 1a (n=20) Grup 1b (n=20) P degeri
(Agonist, MG (Agonist, \MG
eklenen) eklenmeyen)
Serum E2 (pg/ml) 2429.6 (£1385.1) 4704 (£2482.5) 0.001° 2
Serum LH (mIU/mL)  2.38(1.6-6.5) 3.1(1.8-11.4) 0.002" °
Serum Progesteron 1.1 (£0.49) 1.4 (£0.67) 0.166°
(ng/mL)
Endometrium 10.3 (£2.1) 9.8 (£1.7) 0.409?

kalinlig1 (mm)

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmistir.
Ortalama(+ss)= +standart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum

Grup la ve Grup 1b’nin embriyolojik siklus sonuclar1 degerlendirildiginde;
toplanan oosit sayis1 ortalamasi (9.9’a kars1 17.3; p=0.000), toplanan matiir oosit
(MII) sayis1 ortalamasi (8.7 ye kars1 14.8; p=0.001) ve 3. giin toplam embriyo sayi1s1
ortancast (4.5’e¢ karst 7.0; p=0.004) Grup 1b’de istatiksel anlamli daha yiiksek
saptandi. 3. giin yiiksek kaliteli embriyo (Grade A) sayis1 (2.0’a kars1 3.0; p=0.058)
ve transfer edilen embriyo sayisi (3.0’a kars1 3.0; p=0.802) ortancalar1 istatiksel

olarak iki grup i¢in benzerdi, (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Agonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin

embriyolojik siklus sonuglari.

Grup 1a (n=20) Grup 1b (n=20) P degeri

(Agonist, (MG (Agonist, h\MG

eklenen) eklenmeyen)
Toplanan oosit sayisi 9.9 (#4.9) 17.3 (£6.4) 0.000" ?
Matiir oosit sayisi 8.7 (+4.7) 14.8 (£6.3) 0.001" 2
3. giin embriyo sayist 4.5 (2-14) 7.0 (4-20) 0.004 ™"
3. giin yiiksek kaliteli 2.0 (0-5) 3.0 (0-6) 0.058°
embriyo sayisi
Transfer edilen 3.0(1-5) 3.0(1-4) 0.802°

embriyo sayisi

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.
Ortalama(+ss)= £standart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum
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Iki agonist subgrubun gebelik sonuglari ile iliskili siklus sonuglarina
bakildiginda; ortalama fertilizasyon oranlart (%58.7’ye karst %60.0; p=0.770),
implantasyon oranlar1 (%16.8’e kars1 20.0; p=0.939), embriyo transferinin 12-14.
giinii BhCG pozitifligi(gebelik) oranlar1 (%55°e karst %35; p=0.204), klinik gebelik
oranlar1 (%40’a kars1 %35; p=0.744), canli dogum oranlar1 (%35’e karst %30;
p=0.736) iki grupta istatiksel olarak benzerdi. Mann Whitney testi kullanilarak
hesaplanan implantasyon oranlarinin median degeri %0’a denk geldigi i¢in ortalama
degerleri de goz oniine alindi, (Tablo 4.13).

Iki grup arasinda erken gebelik abortus oranlarinin da istatiksel olarak benzer

oldugu goriildii (%12.5’e kars1 %14.3; p=0.919), (Tablo 4.13).

Tablo 4.13.  Agonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin gebelik

sonugclar ile iligkili siklus sonuglari.

Grup 1a (n=20) Grup 1b (n=20) P degeri
(Agonist, (MG (Agonist, h\MG

eklenen) eklenmeyen)
Fertilizasyon  orani 58.7 £16.2 60.0 £12.4 0.770%
(o)
Implantasyon  orani 16.8 £20.9 20.0+30.8 0.939°
(%) 0.00 (0-67) 0.00 (0-100)
BhCG pozitifligi (%) 55 (11/20) 35 (7/20) 0.204°¢
Klinik gebelik oran 40 (8/20) 35 (7/20) 0.744°
(%)
Canli dogum oram 35 (7/20) 30 (6/20) 0.736°
(%)
Abortus orani (%) 12.5 (1/8) 14.3 (1/7) 0.919°

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi, ¢; Ki-kare testi kullanilmistir.

"Ortanca degerleri %0 oldugundan ortalama degerler de verilmistir.

Ek olarak ¢ogul gebeliklerin varligina bakildiginda; Grup la’da 1 hastada
Grup 1b’de 3 hastada ikiz gebelik oldugu belirlendi. Bu sonuglar istatiksel olarak
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benzerdi (p=0.185). iki grupta Overyan Hiperstimulasyon Sendromu (OHSS)
goriilme oranlar Fisher’s exact testi kullanilarak karsilastirildi ve aralarinda anlamli
istatiksel fark saptanmadi (%5’e kars1 %10; p=1.000).

Follikiiler s1ivi markirlarinin follikiil sivisindaki konsantrasyonlari Grup la ve
Grup 1b i¢in degerlendirildiginde; IGF-I konsantrasyonu (98.2 ng/mL’ye kars1 133.7
ng/mL; p=0.030), IGF-II konsantrasyonu (1100.8 ng/mL’ye kars1 1402.2 ng/mL;
p=0.068) ve IGFBP-3 konsantrasyonu (4115.0 ng/mL’ye karsi 4385 ng/mL;
p=0.495) ortalamalar1 IGF-I disinda iki grup i¢in istatiksel olarak benzerdi. IGF-I’in
konsantrasyonu Grup 1b’de Grup 1a’ya gore istatiksel anlamli daha yiiksekti, (Tablo
4.14).

Diger iic parametre normal dagilim gostermediginden ortanca (median)
degerlerine gore kiyaslandi. Inhibin-B konsantrasyonu (6450.0 pg/mL’ye karsi
9300.0 pg/mL; 0.829), VEGF konsantrasyonu (1052.0 pg/mL’ye kars1 932.0 pg/mL,;
0.903) ve AMH konsantrasyonu (1.15 ng/mL’ye karst 2.0 ng/mL; p=0.019)
ortancalari AMH disinda iki grup ig¢in istatiksel olarak benzerdi. AMH’nin
konsantrasyonu Grup 1b’de Grup 1a’ya gore istatiksel anlamli daha ytiksekti, (Tablo
4.14).

Tablo 4.14. Agonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin follikiiler

stvi markirlarinin konsantrasyonlari.

Grup 1a (n=20) Grup 1b (n=20) P degeri
(Agonist, hNMG (Agonist, hMG eklenmeyen)
eklenen)

IGF-I (ng/mL) 98.2 +46.2 133.7 £53.2 0.030" ?
IGF-II (ng/mL) 1100.8 +£469.3 1402.2 +£543.2 0.068*
IGFBP-3 4115.0 £1348.0 4385.0+1117.9 0.495%
(ng/mL)
Inhibin-B 6450.0 (2700-45000) 9300.0 (1200-36800) 0.829°
(pg/mL)
VEGF (pg/mL) 1052.0(160-3000) 932.0 (10-3000) 0.903°
AMH (ng/mL) 1.15 (1-5) 2.0 (0-7) 0.019°"

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.

Ortalama (+ss)= tstandart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum
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4.2.2. Esnek Multiple Doz GnRH Antagonist Protokolii Uygulanan

Subgruplarin Istatiksel Karsilastirilmalar

Esnek multiple doz GnRH antagonist protokolii uygulanan subgruplarin
(Grup 2a ve Grup 2b) demografik 0Ozelliklerinin istatiksel karsilagtirimasi
sonucunda; iki grup arasinda demografik 6zellikler acisindan anlamli istatiksel fark

saptanmadi (p>0.05), (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. Antagonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplardaki

hastalarin demografik ozellikleri.

Grup 2a (n=20) Grup 2b (n=20) P degeri
(Antagonist, hMG (Antagonist, hMG
eklenen) eklenmeyen)
Yas (Y1) 27.8 (£5.1) 28.4 (£3.6) 0.6722
Infertilite siiresi 60 (18-204) 78 (12-180) 0.241°
(ay)
Viicut kitle indeksi 21.4 (17.6-33.4) 24.5 (17.3-32.1) 0.204°
(kg/m?)
Bazal FSH 7.0 (2.3-10.9) 6.5 (3.8-9.9) 0.250°
(mIU/mL)
Bazal E2 (pg/mL) 38.9 (23-71) 36.0 (17-90) 0.465°
Bazal LH (mIU/mL) 5.3(2.2-10) 5.9 (1.6-22.8) 0.655°

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.
Ortalama(+ss)= £standart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum

Infertilite nedenlerine gore esnek multiple doz GnRH antagonist protokolii

uygulanan subgruplar (Grup 2a ve Grup 2b) karsilastirildiginda, infertilite
nedenlerinin dagilimi iki grupta istatiksel anlamda benzerdi (p=0.228), (Tablo 4.16).
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Tablo 4.16.  Antagonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplardaki

infertilite nedenlerinin dagilima.

Grup 2a (n=20) Grup 2b (n=20)
(Antagonist, hMG (Antagonist, hMG
eklenen) eklenmeyen)
Aciklanamayan infertilite n (%) 5(25) 8 (40)
Erkek faktor n (%) 14 (70) 8 (40)
Tubal faktor n (%) 0(0) 1(5)
Ovulatuar disfonksiyon n (%) 1(5) 3 (15)

Ki-kare testi kullanilmistir.

Multiple doz GnRH antagonist protokolii uygulanan subgruplar (Grup 2a ve
Grup 2b) siklus stiresi, stimulasyon siiresi ve kullanilan toplam gonadotropin dozu
acisindan karsilastirildiklarinda; sadece Grup 2a’ da kullanilan toplam gonadotropin
dozu (31.6 ampule karsi 26.1 ampul; p=0.042) Grup 1b’ye gore istatiksel anlamli
daha yiiksekti. Diger tedavi karakteristikleri acgisindan iki grup arasinda anlamli

istatiksel fark yoktu, (Tablo 4.17 ).

Tablo 4.17. Antagonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin tedavi

karakteristikleri ile ilgili veriler.

Grup 2a (n=20) Grup 2b (n=20) P degeri
(Antagonist, hMG (Antagonist, hMG

eklenen) eklenmeyen)
Siklus stiresi (giin) 12.5+£2.1 122 +£2.5 0.740
Stimulasyon  siiresi 9.6 +1.9 9.5+1.9 0.810
(giin)
Kullanilan toplam
gonadotropin dozu .

31.6 9.4 26.1 £6.7 0.042

(ampul)

Student’s t testi kullanilmistir. (£ss)= +standart sapma
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Insan koryonik gonadotropin (hCG) enjeksiyonunun yapildig1 giindeki siklus
parametreleri Grup 2a ve Grup 2b i¢in degerlendirildiginde; hCG giinii ortalama
serum Ostradiol (E2) diizeyleri (2750.9 pg/ml’ye kars1 3110.8 pg/ml; p=0.475), hCG
giinli serum luteinize edici hormon (LH) ortanca degerleri (1.8 mIU/mL’ye kars1 1.8
mlIU/mL, p= 0.824), hCG gilinii ortalama serum progesteron diizeyleri (1.5 ng/mL’ye
kars1 1.5ng/mL; p=0.932) acgisindan iki grup arasinda anlamli istatiksel fark yoktu,
(Tablo 4.18).

Ayrica hCG giinii endometrium kalinligina bakildiginda, grup 2a ve Grup 2b
icin sirast ile 10.3 mm, 10.5 mm idi ve aralarinda anlamli istatiksel fark yoktu

(p=0.662), (Tablo 4.18).

Tablo 4.18. Antagonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin hCG

giinii siklus parametreleri.

Grup 2a (n=20) Grup 2b (n=20)

(Antagonist, hNMG (Antagonist, hNMG P degeri

eklenen) eklenmeyen)
Serum E2 (pg/ml) 2750.9 (£1287.1) 3110.8 (£1287.1) 04752
Serum LH (mIU/mL) 1.8 (0.28-9.5) 1.8 (0.89-11.3) 0.824 °
Serum Progesteron 1.5 (£0.56) 1.5 (£0.73) 0.932%
(ng/mL)
Endometrium 10.3 (£2.2) 10.5 (£1.5) 0.662°
kalinlig1 (mm)

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.

Ortalama(+ss)= +standart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum

Grup 2a ve Grup 2b’nin embriyolojik siklus sonuclar1 degerlendirildiginde;
toplanan oosit sayisi (11.6’a kars1 14.4; p=0.088) ve toplanan matiir oosit (MII)
sayist (9.8’e kars1 12.1; p=0.142) ortalamalar1 agisindan iki grup arasinda anlamli
istatiksel fark saptanmadi, (Tablo 4.19).

Grup 2a ve Grup 2b’nin diger embriyolojik siklus sonuclarina bakildiginda;

3. giin toplam embriyo sayis1 (5.0’e¢ kars1 6.5; p=0.103), 3. giin yiiksek kaliteli
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embriyo (Grade A) sayis1 (2.0’a kars1 3.0; p=0.078) ve transfer edilen embriyo sayisi
(3.0’a karst 3.0; p=0.362) ortancalar1 iki grup icin istatiksel olarak benzerdi, (Tablo
4.19).

Tablo 4.19. Antagonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin

embriyolojik siklus sonuclari.

Grup 2a (n=20) Grup 2b (n=20)

(Antagonist, h\MG (Antagonist, (MG P degeri

eklenen) eklenmeyen)
Toplanan oosit sayisi 11.6 (£5.5) 14.4 (+4.2) 0.088*
Matiir oosit sayist 9.8 (£5.0) 12.1 (#4.5) 0.142°
3. giin embriyo sayisi 5.0 (2-13) 6.5 (1-14) 0.103°
3. giin yiiksek kaliteli 2.0 (0-5) 3.0 (0-5) 0.078°
embriyo sayisi
Transfer edilen 3.0 (2-4) 3.0 (1-5) 0.362°

embriyo sayisi

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.
Ortalama(+ss)= £standart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum

Ayrica iki antagonist subgrubun gebelik sonuglar1 ile iliskili siklus
sonuglarina bakildiginda; ortalama fertilizasyon oranlari (%50.6’ya kars1t %54.8;
p=0.534), implantasyon oranlart (%13.7’ye karsi 23.75; p=0.318), embriyo
transferinin 12-14. giinii BhCG pozitifligi (gebelik) oranlar1 (%35°e karst %50;
p=0.337), klinik gebelik oranlar1 (%30’a karst %45; p=0.327), canli dogum oranlar1
(%25’e karst %35; p=0.490) olarak saptandi. Mann Whitney testi kullanilarak
hesaplanan implantasyon oranlarinin median degeri %0’a denk geldigi i¢in ortalama
degerleri de goz oniine alind1, (Tablo 4.20).

Ek olarak ¢ogul gebeliklerin varligina bakildiginda; her iki grupta da 2
hastada ikiz gebelik oldugu, ayrica Grup 2b’de 1 hastada iigiiz gebelik oldugu
belirlendi. Bu sonuglar istatiksel olarak anlamli degildi (p=0.659). ki grup arasinda
erken gebelik abortus oranlari istatiksel olarak benzerdi (%16.7’ye karst %22.2;
p=0.792), (Tablo 4.20).
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Iki grupta Overyan Hiperstimulasyon Sendromu (OHSS) goriilme oranlari
Fisher’s exact testi kullanilarak karsilastirildi ve aralarinda istatiksel olarak anlaml

fark saptanmadi (%10’e karst %10; p=1.000).

Tablo 4.20. Antagonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin gebelik

sonugclart ile iligkili siklus sonuglari.

Grup 2a (n=20) Grup 2b (n=20)

(Antagonist, (MG (Antagonist, h(MG P degeri

eklenen) eklenmeyen)
Fertilizasyon orani1 (%) 50.6 £20.5 54.8 £22.3 0.534%
Implantasyon oran1 (%) 13.7+23.4 23.75+£33.0 0.318°

0.00 (0-67) 0.00 (0-100)
BhCG pozitifligi (%) 35 (7/20) 50 (10/20) 0.337°¢
Klinik gebelik orani (%) 30 (6/20) 45 (9/20) 0.327°¢
Canl1 dogum orant (%) 25 (5/20) 35 (7/20) 0.490°¢
Abortus oran1 (%) 16.7 (1/6) 22.2 (2/9) 0.792°¢

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi, ¢; Ki-kare testi kullanilmigtir.

Ortalama(+ss)= £standart sapma

Follikiiler s1ivi markirlarinin follikiil sivisindaki konsantrasyonlari Grup 2a ve
Grup 2b icin kiyaslandiginda; IGF-I konsantrasyonu (107.1 ng/mL’ye karsi
120.6ng/mL; p=0.449), IGF-II konsantrasyonu (1296.2 ng/mL’ye karsi 1309.4
ng/mL; p=0.924) ve IGFBP-3 konsantrasyonu (4045.0 ng/mL’ye karst 4280.0
ng/mL; p=0.522) ortalamalar1 agisindan iki grup arasinda anlamli istatiksel fark
yoktu, (Tablo 4.21).

Diger li¢ parametre normal dagilim gdstermediginden ortanca (median)
degerlerine gore kiyaslandi. Inhibin-B konsantrasyonu (5900.0 pg/mL’ye Kkars
10725.0 pg/mL; 0.064), VEGF konsantrasyonu (910.0 pg/mL’ye kars1 1070.0
pg/mL; 0.351) ve AMH konsantrasyonu (1.45 ng/mL’ye kars1 2.4 ng/mL; p=0.019)
ortancalar1 AMH disinda iki grup ig¢in istatiksel olarak benzerdi. AMH’nin
konsantrasyonu Grup 2b’de Grup 2a’ya gore istatiksel anlamli daha yiiksekti, (Tablo
4.21).
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Tablo 4.21. Antagonist protokolde hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin

follikiiler s1ivi markirlarinin konsantrasyonlart.

Grup 2a (n=20) Grup 2b (n=20)
(Antagonist, hMG (Antagonist, hMG P degeri
eklenen) eklenmeyen)

IGF-I (ng/mL) 107.1 £58.5 120.6 £52.8 0.449°
IGF-II (ng/mL) 1296.2 +495.3 1309.4 +£368.9 0.924°
IGFBP-3 4045.0 +£1242.0 4280.0 +£1051.6 0.522°
(ng/mL)
Inhibin-B 5900.0 (2660-24400) 10725.0 (3500-46600) 0.064°
(pg/mL)
VEGF (pg/mL) 910.0(180-3000) 1070.0 (396-2834) 0.351°
AMH (ng/mL) 1.45 (1-5) 2.4 (1-8) 0.006""

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.
Ortalama (+ss)= tstandart sapma, ortanca (min-maks)=minimum-maksimum

4.3. Follikiiler Sivi Markirlan1 ile Siklus Sonuclar1 Arasindaki liskilerin

istatiksel Analizleri

Toplanan oosit sayisi, matiir oosit sayist ve yliksek kalite embriyo sayisi ile
follikiiler sivi markirlar1 arasinda herhangi bir korelasyon olup olmadigi Pearson
korelasyon katsayis1 kullanilarak degerlendirildi. AMH konsantrasyonu ile toplanan
00sit sayisi ve matiir oosit sayisi arasinda (sirast ile r=0.300; p=0.007 ve r =0.253;
p=0.024) istatiksel olarak anlamli pozitif korelasyon, VEGF ile yiiksek kalite
embriyo sayisi arasinda (r = -0.278; p=0.012) istatiksel olarak anlamli negatif
korelasyon oldugu saptandi, (Tablo 4.22).

Fertilizasyon oranlar1 ile folikiiler sivi markirlar1 arasinda herhangi bir
korelasyon olup olmadig1 Pearson korelasyon katsayisi kullanilarak degerlendirildi.
Analiz sonucunda fertilizasyon oranlar1 ile follikiiler sivi markirlar1 arasinda
herhangi bir korelasyon tespit edilmedi, (Tablo 4.22).

Implantasyon oranlar ile follikiiler sivi markirlart arasinda herhangi bir
korelasyon olup olmadigi da Pearson korelasyon katsayis1 kullanilarak

degerlendirildi. Analiz sonucunda yalnizca AMH ile implantasyon oranlar1 arasinda
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istatiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi (r =0.227; p=0.045), (Tablo
4.22).

Embriyo transferinin 12-14. ginii BhCG pozitifligi olmas1 (gebelik) ile
follikiiler stvi markirlar1 arasinda herhengi bir korelasyon olup olmadigi Spearman
korelasyon katsayist kullanilarak degerlendirildi. Analiz sonucunda gebelik ile
follikiiler s1ivi markirlar1 arasinda herhangi bir korelasyon tespit edilmedi.

Klinik gebelik ile follikiiler sivi markirlar1 arasinda herhangi bir korelasyon
olup olmadig1 Spearman korelasyon katsayisi kullanilarak degerlendirildi. Analiz
sonucunda klinik gebelik ile IGF-II ve VEGF konsantrasyonlar1 arasinda negatif
korelasyon oldugu saptandi ( sirast ile r= -0.220; p=0.049, r = -0.250; p=0.025),
(Tablo 4.22).

Canli dogum ile follikiiler s1vi markirlar1 arasinda herhangi bir korelasyon
olup olmadigr da Spearman korelasyon katsayis1 kullanilarak degerlendirildi. Analiz
sonucunda canli dogum ile IGF-II ve VEGF konsantrasyonlar1 arasinda negatif
korelasyon oldugu saptandi ( sirast ile = -0.277; p=0.013, r = -0.342; p=0.002),
(Tablo 4.22).

Tablo 4.22. Follikiiler sivi markirlart ile siklus sonuglari arasindaki korelasyonlar.

Toplanan Matiir Yiiksek Fertilizasyon implantasyon Klinik Canh
00sit sayis1  oosit sayisi Kaliteli orani orani gebelik dogum
Embriyo
IGF-1 r=0.044 r=0.017 r=0.023 r=0.125 r=-0.003 r=-0.062 r=-0.098
p=0.697 p=0.878 p=0.836 p=0.270 p=0.978 p=0.583 p=0.389
IGF-11 r=0.134 r=0.095 r=-0.142 r=-0.027 r=-0.104 r=-0.220 r=-0.277
p=0.235 p=0.400 p=0.210 p=0.812 p=0.364 p=0.049" p=0.013"
IGFBP-3 r=0.066 r=0.027 r=-0.106 r=0.007 r=-0.121 =-0.193 r=-0.195
p=0.558 p=0.810 p=0.348 p=0.951 p=0.291 p=0.086 p=0.083
inhibin-B r=0.134 r=0.046 r=0.076 r= -0.091 r=0.055 r=0.162 r=0.123
p=0.236 p=0.688 p=0.502 p=0.420 p=0.635 p=0.152 p=0.278
VEGF r=-0.104 r=-0.106 r=-0.278 r=0.015 r=-0.196 r=-0.250 r=-0.342
p=0.361 p=0.348 p=0.012" p=0.894 p=0.086 p=0.025"  p=0.002"
AMH r=0.300 r=0.253 r=0.191 r=-0.139 r=0.227 r=0.194 =0.168
P=0.007" P=0.024 p=0.089 p=0.218 p=0.045" p=0.085 p=0.137

Parametrik verilerde Pearson Korelasyon Katsayisi, non-parametriklerde Spearman
Korelasyon Katsayis1 kullanilmistir. r = Korelasyon katsayisi.
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Klinik  gebelik ve follikiiler sivi  markirlar1  arasindaki  iliski
degerlendirildiginde; klinik gebeligi olan hastalarda IGF-I ve VEGF
konsantrasyonlarinin klinik gebelik olusmayan hastalara gore anlamli olarak daha
diisiik oldugu saptandi (siras1 ile 1105 ng/mL’ye kars1 1357.8 ng/mL; p=0.049, 714
pg/mL’ye karst 1028 pg/mL; p=0.026). Diger follikiiler sivi markirlar1 agisindan
klinik gebeligi olan ve olmayanlar arasinda anlamli istatiksel fark yoktu, (Tablo

4.23).

Tablo 4.23. Klinik gebelik pozitif ve negatif olanlarda folikiiler sivi markirlarinin

konsantrasyonlari.
Klinik gebelik Klinik gebelik P degeri
pozitif negatif

IGF-I (ng/mL) 110.6 +£60.1 117.5+49.7 0.583"
IGF-II (ng/mL) 1105 £562.7 1357.8 £402.8 0.049° *
IGFBP-3 (ng/mL) 3913.3 +£1360.9 4382 £1032.2 0.086"
Inhibin-B (pg/mL)  9350(3100-45000) 6650(1200-46600) 0.151°
VEGF (pg/mL) 714 (10-3000) 1028(10-3000) 0.026° *
AMH (ng/mL) 2.0(1-8) 1.55(0-7) 0.085°

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmigtir.
Ortalama, (+ss)= +standart sapma, ortanca, (min-maks)=minimum-maksimum

Canli dogum ile sonuglanan gebelikler ile follikiiler s1tvi markirlar1 arasindaki
iliski degerlendirildiginde; aynen klinik gebeligi olan hastalardaki gibi siklusu canli
dogum ile sonuglanan hastalarda IGF-1I ve VEGF konsantrasyonlarinin canli dogum
gerceklestiremeyen hastalara gore anlamli olarak daha diisiik oldugu saptandi (sirasi
ile 1103.2 ng/mL’ye kars1 1356.2 ng/mL; p=0.027, 600 pg/mL’ye kars1 1048 pg/mL;
p=0.002).Diger follikiiler sivi markirlar1 i¢in anlamh istatiksel fark saptanmadi,

(Tablo 4.24).
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Tablo 4.24. Canli dogum pozitif ve negatif olanlarda follikiiler sivi markirlarinin

konsantrasyonlari.

Canlhi dogum pozitif Canh dogum negatif P degeri

IGF-I (ng/mL) 108.2 +62.3 117.9 +49.4 0.453°
IGF-II (ng/mL) 1103.2 +£594.8 1356.2 +394.6 0.027° *
IGFBP-3 (ng/mL) 3828 £1395.9 4378.1 £1037 0.053*
inhibin-B (pg/mL)  9100(3100-45000)  7300(1200-46600) 0.276°
VEGF (pg/mL) 600(10-3000) 1048(10-3000) 0.002° *
AMH (ng/mL) 2.0(1-8) 1.6(0-7) 0.136°

a; Student’s t testi , b; Mann-Whitney-U testi kullanilmustir.
Ortalama, (+ss)= tstandart sapma, ortanca, (min-maks)=minimum-maksimum
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5. TARTISMA

Ideal kosullarda ovulasyon sonucunda olusan matiir ve fertilizasyon
kapasitesi olan oosit gelisimi i¢in, follikiilogenez esnasinda gonadotropinlerin ve
intraoveryan otokrin-parakrin faktorlerin harmonik olarak diizenlenmesi gerekir.
Follikiiler ve oosit matiirasyon siireci karmasik bir sekilde birbirine baglanmis trofik
degisiklikler kompleksidir. Overyan follikiil sivist incelenerek, graniiloza
hiicrelerinde sentezlenerek oosit biliylimesini ve matlirasyonunu etkileyen faktorlerin
follikiiler maturasyon {izerine etkileri agiklanabilir.

Giliniimiizde KOH uygulanan sikluslarda endojen hipofizer gonadotropin
stimulasyonunu baskilamak i¢in GnRH agonist ve GnRH antagonistleri yaygin
sekilde kullanildigini bilmekteyiz. ** GnRH’nin over, uterus ve plasenta gibi hipofiz
bezi disindaki baz1 dokularda da spesifik reseptorlere baglandigi da gosterilmistir. +°
Dolayistyla disardan verdigimiz GnRH agonist ve antagonistleri hipofiz bezindeki
reseptorlerine ek olarak over dokusundaki reseptorleri de etkileyerek overyan
parakrin ve otokrin sinyallerde degisikliklere yol acarak follikiiler mikrogevreyi ve
follikiilogenezi etkileyebilirler. Ancak farkli etki mekanizmalar1 olmasi nedeniyle
GnRH antagonist protokol ile GnRH agonist protokol uygulanan KOH sikluslarinda
meydana gelen follikiiler mikrogevrenin birbirinden farkli olabilecegi dolayisiyla
agonist ve antagonist sikluslar arasinda follikiiler biiylime paterninde ve oosit
maturasyonunda farkliliklar olabilecegi daha oOnce yapilan c¢alismalarda ileri
siiriilmiistiir. ">’

Simdiye kadar yapilan pek cok c¢alismada YUT uygulanan hastalarda
follikiiler s1vi ve kan serumu analizleri ile intraoveryan faktorlerin tedavi sonuglari
tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Biz yaptigimiz bu ¢alismada; uzun GnRH agonist protokol veya esnek
(flexible) multiple doz GnRH antagonist protokol uygulanan hastalarin follikiil
sivilarindaki IGF-I, IGF-1I, IGFBP-3, inhibin-B, VEGF ve AMH konsantrasyonlari
ile siklus sonuglarin1 degerlendirdik. Farkli stimulasyon protokolii uygulanan gruplar
arasinda follikiiler sivi markir1 konsantrasyonlar1 agisindan fark olup olmadigini ve

follikiiler s1ivi markirlart ile toplanan oosit sayisi, embriyo kalitesi, fertilizasyon
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oranlari, implantasyon oranlari, erken gebelik oranlart ve canli dogum oranlari
arasinda iligki olup olmadigimi arastirdik. Ayrica stimulasyon protokoline LH
eklenen ve eklenmeyen subgruplar1 da birbirleriyle kiyasladik.

Uzun GnRH agonist protokol ve esnek (flexible) multiple doz GnRH antagonist
protokol uygulanan gruplar

Oncelikle uzun GnRH agonist protokol ile esnek (flexible) multiple doz
GnRH antagonist protokol uygulanan gruplarin istatiksel karsilastirmalarini
gerceklestirdik. Her iki gruptaki hastalarin yas, infertilite siiresi, infertilte nedeni,
siklusun 3. giinii (bazal) hormon diizeyleri, VKI gibi demografik 6zellikleri ve
stimulasyon stiresi, kullanilan toplam gonadotropin dozu gibi tedavi karakteristikleri
istatiksel olarak analiz edildi. 1ki grup arasinda demografik &zellikler ve tedavi
karakteristikleri acisindan fark bulunmadi. Dolayisiyla gruplarin KOH sonuglar1 ve
follikiiler s1ivi markir1 konsantrasyonlar1 agisindan kiyaslanabilir oldugu gosterildi.

Giliniimiize kadar agonist protokol ile antagonist protokoliin sonuglarinm
kiyaslayan bir¢ok ¢alisma yapilmis ancak smirl sayida derleme yaymlanmistir. Tlk
olarak Ludwing tarafindan yapilan agonist ve antagonist protokolii kiyaslayan
metaanalizde alti prospektif randomize ve bir retrospektif kontrollii ¢alismanin
verileri degerlendirilmistir. Bu ¢alismalarin besinde sabit multiple doz ikisinde tek
doz antagonist protokol uygulanmisg, antagonist olarak ii¢clinde ganirelix digerlerinde
cetroreliks kullanilmistir. Toplanan oosit sayisinin antagonist protokollerde daha
diisiik oldugu ancak klinik gebelik oranlarinin sadece ganireliks kullanilan gruplarda
uzun agonist protokole gore diisiik oldugu, cetroreliks kullanilan gruplarda ise bu
oranin uzun agonist protokolle benzer oldugu ve istatiksel fark olmadigi
bildirilmistir.*’

Takiben en sonuncusu 2006 yilinda yayinlanan ii¢ derlemede agonist ve
antagonist protokoller kiyaslanmistir. Bunlardan ilkinde 5 randomize kontrollii
calisma degerlendirilmis (dordiinde sabit multiple doz, birinde tek doz antagonist
protokolii uygulanmis); antagonist protokolde agonist protokole gore daha az oosit
toplandigini, agonist protokolde transfer edilen iyi kalite embriyo sayisi ile ayni
sayida embriyo transferi yapilmasina ragmen antagonist protokol uygulananlarda
klinik gebeligin istatiksel anlamli daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. Bu durumun

antagonistlerin endometrium ve implantasyon iizerine olan etkilerinden

52



kaynaklanabilecegini ileri slirmiislerdir. Ayrica hasta Ozelliklerinin de dikkate
alindig1 esnek antagonist protokollerin gelistirilmesi ile klinik sonuglarda iyilesme
olabilecegini bildirmislerdir.* ikinci derleme yine Al-Inany ve arkadaslari tarafindan
yapilmis ve 27 randomize kontrolli calisma degerlendirilmistir. Yirmiyedi
calismanin oniiciinde esnek multiple doz antagonist digerlerinde ya tek doz veya
sabit multiple doz antagonist protokolii uygulanmustir. Onceki derlemelerindekine
benzer sekilde toplanan oosit sayisinin, klinik gebelik ve canli dogum oranlarinin
antagonist gruplarda istatiksel anlamli daha diisiik oldugunu belirtmislerdir. ** En son
yapilan derlemede (metaanaliz) Kolibianakis ve arkadaglar1 tarafindan 22 randomize
kontrollii ¢alisma degerlendirilmis; antagonist grupta daha az sayida oosit
toplanmasina ragmen canli dogum oranlarinin agonist protokol uygulananlardan
farkli olmadig1 (canli dogum oranlar1 agonist grupta %?2.7 daha yiliksek ancak
istatiksel olarak anlamli degil) bildirilmistir. Bu derlemedeki yirmiiki ¢alismanin
oniiciinde esnek multiple doz antagonist protokolii (6nceki derlemelere gore daha
yiiksek oranda) uygulanmustir. ® Yapilan ii¢ derlemede de stimulasyon siiresinin,
kullanilan gonadotropin dozunun antagonist grupta daha diisiik oldugu dolayisiyla
toplanan oosit sayisinin ve OHSS gelisiminin de bu grupta daha diisiikk olmasinin
beklenen bir sonug oldugu belirtilmistir.

Bizim calisgmamizda ise toplanan oosit ve matiir oosit sayisi, 3. giin embriyo
ve yliksek kaliteli embriyo sayist gibi embriyolojik siklus sonuglari i¢in yapilan
istatiksel analizde iki grup arasinda fark saptanmadi (sirasi ile p=0.656, p=0.518,
p=0.252, p=0.560). Her iki gruptaki hastalara benzer sayida ve kalitede embriyo
transferi yapildi. Fertilizasyon ve implantasyon oranlari, gebelik, klinik gebelik, canli
dogum ve abortus oranlar1 da istatiksel olarak her iki grup ic¢in benzerdi (siras1 ile
p=0.104, p=0.865, p=0.822, p=1.000, p=0.809 ve p=0.624).

Ludwig ve arkadaslar1 antagonist tedavisine sabit glinde baslamaktan ziyade
follikiiler gelismenin erken sathasinin daha az etkilendigi, antagonistlerin kisiye
Ozgiin giinde baglandig1 esnek (flexible) protokollerin daha etkili olabilecegini ileri
sirmiisler ¥ ve yaptiklar1 prospektif randomize calismalarinda daha diisik
gonadotropin dozlar1 kullanmalarina ragmen toplanan oosit sayilarinin ve serum

ostradiol (E2) seviyelerinin esnek multiple doz antagonist protokolde sabit multiple
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doz antagonist protokole gore anlamli derecede daha yiliksek oldugunu tespit
etmislerdir. ®

Loutradis ve arkadaslar1 ise antagonist protokolde hCG giinii serum 6strodiol
(E2) degerlerinin diisiik olmasinin gebelik oranlarinin daha diisiik olmasina neden
oldugu hipotezini kurmuslar ve diisiik serum E2 diizeylerini ICSI sirasinda ani
membran kirilmasi, etkilenmis stoplazmik maturasyon ve etkilenmis endometrial
reseptiviteyle iliskilendirmislerdir. Bu nedenlerden dolay1 antagonist protokolii
modifiye ederek esnek multiple doz seklinde uygulamislar ve uzun agonist protokol
ile kiyaslamiglardir. Caligmanin sonucunda; hCG giinii serum oOstradiol (E2)
degerlerinin, toplanan oosit ve iyi kalite embriyo sayilarinin, implantasyon ve klinik
gebelik  oranlarmin  iki grup arasinda istatiksel olarak farkli olmadigim
saptamislardir. Ancak bu calismada oOncekilerden farkli olarak her iki grupta
kullanilan gonadotropin dozu ve stimulasyon siiresinin benzer oldugu goriilmiistiir. *

Wikland ¢aligmasinda, antagonist sikluslarda baglangi¢ dozunun ve toplam
gonadotropin dozunun daha yliksek olmasinin daha fazla toplanan oosit sayisi ile
sonuclanacagini ancak siklus sonuglarinin degismeyecegini ileri siirmiistiir. ®’

Biz de c¢alismamizda antagonist protokol uygulananlarda tedaviyi optimize
etmek icin esnek (flexible) multiple doz protokoliinii kullandik. Baslangic
gonadotropin dozlarim1 hastanin tedaviye cevap beklentimize gore, siklus boyunca
doz ayarlamasini ise over cevabina gore belirledik. Calismamizin sonucunda agonist
ve antagonist sikluslarin embriyolojik ve gebelikle iliskili sonuglarinin 6nceki iki
metaanalizden ¥ * farkli olarak istatiksel anlamda benzer olmasini iki grubun hasta
dermografik o6zelliklerinin, stimiilasyon siirelerinin, kullanilan toplam gonadotropin
dozlarinin benzer olmasi, zayif overyan yanith hastalarin (poor responder)
caligmaya dahil edilmemesi ve kisisellestirilmis esnek multiple doz antagonist
protokolii uygulamamiz ile iligkilendirdik.

GnRH reseptor mRNA’smnin over dokusunda graniiloza hiicrelerinde
gosterilmis olmasi ¢calismacilarin bu konuya yogunlasmasina neden olmustur. GnRH
reseptor mRNA’smin regiilasyonuna iliskin yapilan ¢aligmalarda bu reseptorlerin ve
ekspresyonlarinin GnRH ile arttig1 (up regiile), hCG ile azaldig1 (down regiile) tespit
edilmistir.” Brus ve arkadaslari GnRH reseptorlerinin over dokusunda LH piki

olustuktan sonra baskin olarak bulundugunu ancak preovulatuar folikiillerde tespit
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edilemedigini ileri siirmiislerdir. * Dolayisiyla GnRH reseptorlerinin insan over
dokusunda bulunmasina ragmen fonksiyonel olup olmadigi halen net degildir.
Agonist ve antagonist protokollerin tedavi sonuglarinin karsilastirildigi ¢calismalarda
antagonist protokol uygulanan grubun sonuglarinin daha az basarili olmasi
caligmacilari acaba GnRH analoglarinin bu reseptorler {izerinde etkisi var mi
sorusuna gotiirmistiir. Antagonistlerin, GnRH’nin overyan otokrin ve parakrin sinyal
sistemini  bozarak intrafollikiiler mikrogevreyi degistirebilecegi dolayisiyla
agonistlere goére antagonistlerde KOH sonuglarinin daha az basarili olmasinin bu
degisikliklerle iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Literatlirde GnRH analoglarinin
follikiiler otokrin ve parakrin faktorler {izerine etkisini arastiran pek ¢ok caligma
bulunmaktadir.

IGF otokrin ve parakrin sistemi follikiiler gelisimin otokrin ve parakrin
regiilasyonunda temel rol oynar.

Emons ve arkadaslar1 yaptiklart invitro ¢alismada, GnRH antagonistlerinin
IGF’lerin sentezini ve biiylimeyi stimule edici etkilerini azaltarak hiicre biiylimesini
sinirladiklarini yayilamstir. %

Choi ve arkadaglart IVF-ET sikluslarinda KOH amaciyla uzun agonist ve
esnek multiple doz antagonist protokol uygulanan 68 hastanin follikiil sivilarindaki
IGF-1, IGF-II, IGFBP-3, IGFBP-4 ve PAPP-A konsantrasyonlarini kiyaslamis;
agonist protokol uygulanan grupta IGF-II ve IGFBP-4 konsantrasyonlarin1 anlamli
derecede daha yiiksek, IGF-I/IGFBP-4 oraninin ise anlamli derecede daha diisiik

oldugunu ancak mikrogevredeki bu farkliligin klinik sonuclar {izerinde fark
yaratmadigini bildirmislerdir.14 Bu c¢alismanin Oncesinde yapilmis farkli bir
calismada ise antagonistlerin IGF-II konsantrasyonlarinda degisiklige yol agmadigi
bildirilmistir. *°

2006 yilinda yaymlanan iki farkli ¢alismada follikiiler IGF-I
konsantrasyonlarinin KOH amaciyla agonist ve antagonist protokol uygulanan
hastalarda benzer oldugu saptanmistir. 73,91

Ferrari ve arkadaslari ise tiim bu sonuglardan farkli olarak antagonist protokol
uygulananlarda follikiiler IGF-I konsantrasyonun istatiksel anlamli daha yiiksek

oldugunu saptamislardir. Bu sonucu aciklarken antagonistlerle follikiil gelisiminin

daha koétii oldugunu ve apopitozun daha yiiksek oranda goriildiigiinii bildiren hayvan
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caligmalarini temel almiglar ve antagonistlerde goriilen artmig apopitoza yanit olarak
IGF-I’in arttigin ileri sijrml'jslerdir.92

Biz ¢alismamizada follikiiler IGF-I, IGF-II ve IGFBP-3 konsantrasyonlarinin
ortalamalarinin her iki tedavi protokoliinde de istatilsel olarak benzer oldugunu tespit
ettik (siras1 ile 115.9 ng/mL’ye kars1 113.9 ng/mL; p=0.866, 1251.5 ng/mL’ye kars1
1302.8 ng/mL; p=0.634, 4250 ng/mL’ye kars1 4162 ng/mL; p=0.743). IGF sistemi ile
iliskili simdiye kadar yapilan ¢alismalarin sonuglar ¢eliskili olsada elde ettigimiz bu
sonu¢ GnRH reseptorinin preovulatuar follikiillerde eksprese olmadig1 ancak LH piki
olustuktan sonra baskin olarak bulunduklar ® dolayisiyla hCG 6ncesi uyguladigimiz
farkli GnRH analoglari ile follikiiler mikrogcevrenin farkli sekilde etkilenmeyecegi
gorlsiinii desteklemistir. Ek olarak IGF’lerin ve IGFBP’lerin follikiiler iiretimlerinin
ekzojen gonadotropinlerle regiile edildigi ve over rezervi ile iligkili oldugu
bildirilmistir. *° Dolayisiyla ¢alismamuzdaki her iki KOH protokoliinde kullanilan
toplam gonadotropin dozunun ve hastalarin yas, 3. giin (bazal) hormon diizeyleri gibi
dermografik 6zelliklerinin benzer oldugunu goz oniine alirsak elde ettigimiz sonug
beklenmedik bir durum degildir.

Antimiilleryan hormonun (AMH) da follikiilogenezde lokal regiilator olarak
rol oynamasi follikiil sivisindaki konsantrasyonunun farkli KOH protokollerinden
nasil etkilendiginin arastirilmasimna neden olmustur ancak yapilan kisith sayidaki
calismanin sonuglar1 IGF sisteminde oldugu gibi celiskilidir.

Agonist ve antagonist protokollerin follikiiler AMH konsantrasyonu iizerine
olan etkilerinin kiyaslandig1 87 vakalik ilk calisma 2008 yilinda Lee ve arkadaslari
tarafindan yaymlanmig ve follikiller AMH konsantrasyonu agisindan iki grup

" Yakin zamanda 74 vakalik ikinci

arasinda fark olmadigini bildirmislerdir.
caligmalarin1 yapmislar ve yine iki grup arasinda fark olmadigini1 gostermislerdir. %
Winkler ve arkadaslar1 insan graniiloza hiicre kiiltiirii kullanarak yaptiklar
caligmalarinda; GnRH antagonistlerinin graniiloza hiicrelerine direkt etki ederek
AMH ekspresyonunu doz bagimli sekilde azalttiklarini, GnRH agonistlerinin ise
graniiloza hiicrelerine direkt etki ederek AMH ekspresyonunu doz bagimli sekilde

artirdiklarin1 gozlemlemislerdir. Bu etkilerin transkripsiyon faktorleri araciligiyla

ortaya ¢iktigini saptam1slard1r.94
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Baarends ve arkadaslar1 ise GnRH antagonisti ve rekombinat FSH’1 kombine
sekilde kullanarak rat overinde AMH ekspresyonunun tiim follikiillerde olmamakla
birlikte preantral ve kiiciik (erken) antral folikiillerde azaldigini tespit etmislerdir. »

Biz calisgmamizda agonist ve antagonist gruplarin follikiiler sividaki AMH
konsantrasyonlar1 ortancalar1 arasinda istatiksel fark saptamadik (1.6 ng/mL’ye kars1
1.9 ng/mL; p=0.169). Lee’nin ve bizim ¢alismamizin sonucunun diger iki ¢alisma ile
farkli ¢ikmasinin nedeni AMH diizeylerini ¢alistigimiz follikiil sivilarin1 dominant
folikiillerden elde etmemiz olabilir ¢linkii Baarends AMH ekspresyonunun 6zellikle
tiim follikiillerde degilde preantral ve erken antral folikiillerde azaldigin1 bildirmistir.

Graniiloza hiicrelerinden salgilanan Inhibin-B overdeki hiicre biiyiimesi,
hiicre maturasyonu ve steroidogenezde lokal regiilator gibi etki eder. * Inhibin-B’nin
follikiil sivisindaki degerinin agonist ve antagonist protokollerde farkli olup

olmadigin1 kiyaslayan iki ¢alisma mevcuttur. ' 7

Her iki ¢alismada da agonist ve
antagonist protokolde follikiil sivis1 Inhibin-B konsantrasyonlarinin benzer oldugu
bildirilmistir. Bizim ¢alismamiz da Inhibin-B icin literatiirii destekler niteliktedir ve
iki grup arasinda fark saptanmamaistir (7550 pg/mL’ye kars1 7900 pg/mL; p=0.773).

Follikiilogenezde mikrosirkiilasyon temel gerekliliktir ve burada esas rolii
oynayan intraoveryan sitokin VEGF dir.

Ferrari ve arkadaglar1 60 vaka ile yaptiklar calismada; esnek multiple doz
antagonist protokol uyguladiklar1  hastalarin  follikiil ~ sivisindaki  VEGF
konsantrasyonlarinin uzun agonist protokol uygulananlara gore daha yiiksek diizeyde
oldugunu saptamislardir. Bu durumu agiklarken antagonistlerin agonistlere gére LH 1

daha fazla baskiladigini bunun sonucu olarak da steroidogenezin ve follikiiler
¢evrenin bozuldugunu, apopitozun arttigin1 ve tiim bunlara yanit olarak follikiiler
VEGEF diizeylerinin yiikseldigini ileri sﬁrmiislerdir.96 Ancak GnRH antagonistlerinin
graniiloza hiicrelerindeki steroidogenezi etkilemedigine dair de pek cok calisma
mevcuttur.

Asimakopoulos ve arkadaglar1 graniiloza hiicre kiiltiirii kullanarak yaptiklar
invivo calismalarinda; ii¢ grup olusturmuslar ilk grubu antagonistle ikinci grubu
agonistle muamele edip tiglincii grubu kontrol grubu olacak sekilde herhangi bir
GnRH analogu ile muamele etmeyip Kkiiltlir siipernatanlarinda VEGF diizeylerine

bakmislardir. Sonucta, VEGF diizeyi agonist grupta kontrol grubu ile benzer,
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antagonist grubta ise hem kontrol grubuna goére hem de agonist grubuna gore
azalmis olarak saptanmistir. o7

Yine Asimakopoulos ve arkadaslar1 tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada;
ICSI siklusuna alinan, uzun agonist protokol (n=12) ve esnek multiple doz antagonist
protokol (n=56) uygulanan hastalarin follikiil sivilarindaki sitokin ve hormon

diizeylerine bakilmis, ne hormon diizeylerinde (Ostradiol, progesteron, testesteron) ne
de VEGF diizeylerinde (2991.8 ng/mL’ye kars1 3013.8 ng/mL; p=0.819) iki grup
arasinda fark olmadigi bildirilmistir. %

Biz ¢alismamizda agonist ve antagonist protokol uyguladigimiz hastalarin
follikiil sivilarindaki VEGF konsantrasyonlarinin ortancalariin istatiksel olarak
farkli olmadigimi saptadik (958 ng/mL’ye karst 966 ng/mL; p=0.773).
Asimakopoulos’un ilk ¢alismasi ile bizimle benzer sonucu buldugu ikinci ¢aligmasi
ve bizim calismamizin sonuglarinin gelismesinin nedeni ilk ¢alismanin invitro
graniiloza hiicre kiiltiirii ile yapilan bir c¢alisma olmasi ve VEGF’nin invivo
graniiloza hiicrelerine ek olarak biiyiik kisminin teka hiicrelerinden de sentezleniyor
olmasinin ihmal edilmis olmasi olabilir.

Sonug olarak agonist ve antagonist gruplarla ilgili olan kismi Ozetlersek;
calismamizda siklus sonuglar1 ve follikiiler stvi markirlarinin (IGF-1, IGF-II, IGFBP-
3, AMH, Inhibin-B ve VEGF) konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra yapilan istatiki
analiz sonucunda agonist ve antagonist protokol uygulanan gruplar arasinda ne siklus
sonuglart ne de follikiiler sivi markirlar1 konsantrasyonlar1 agisindan istatiksel fark
saptamadik. Elde ettigimiz sonuglar, antagonistlerin intaoveryan GnRH reseptorlerini
etkileyerek folikiiler mikrogevreyi kotii yonde degistirdigi ve buna bagli olarak
agonistlere gore daha az basarili siklus sonuglarina neden olduklart fikrini
desteklememistir.

Agonist ve antagonist gruplarin karsilastirilmasina ek olarak sadece
rekombinant FSH ile rekombinant FSH ve hMG’nin kombine verildigi subgruplari
(agonist protokol uygulananlar1 kendi icerisinde, antagonist protokol uygulananlari
da kendi igerisinde) da siklus sonuglar1 ve follikiil sivi markir1 konsantrasyonlari

acisindan birbirleriyle kiyasladik.
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Uzun GnRH agonist protokolii uygulanan subgruplar

Demografik ozellikler ve tedavi karakteristikleri agisindan iki agonist
protokol subgrubunu karsilastirdigimizda; yas, stimulasyon siiresi ve kullanilan
toplam gonadotropin dozu ortalamalar1 tfFSH’1n hMG ile kombine edildigi grupta
(Grup 1la) sadece rFSH uygulanan gruba (Grup 1b) gore istatiksel anlamli daha
yiiksekti (siras1 ile 31.1°e kars1 26.2; p=0.001, 10.1°e kars1 8.8; p=0.042, 42.9 ampule
kars1 21.9 ampul; p=0.000).

Embriyolojik siklus sonuglari degerlendirildiginde; hMG eklenen grubun
toplanan toplam ve matiir (MII) oosit sayisinin, 3. giin embriyo sayisinin ortalama ve
ortancalarinin hMG eklenmeyen gruba gore istatiksel anlamli daha diisiik oldugunu
saptadik (sirasi ile 9.9’a kars1 17.3; p=0.000, 8.7’ye kars1 14.8; p=0.001, 4.5’e kars1
3.0; p=0.004). Bu durumu artan yasla toplanan oosit sayisinin ve kalitesinin ters
korelasyon gosterdigini bildiren birgok ¢alismada oldugu gibi hMG eklenen grubun
yas ortalamasinin daha yiiksek olmasi ile iligkilendirdik.

Balasch ve arkadaglarinin ayn1 dermografik 6zelliklere sahip uzun agonist
protokol uyguladiklar1 hastalar ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda % sadece FSH kullanilan
grup ile FSH ve hMG’nin kombine kullandigi grup arasinda embriyolojik ve
gebelikle iligkili siklus sonuglarmin benzer olmasi bizim bu gorisiimiizi
desteklemektedir.

Iki subgrubun yiiksek kaliteli embriyo (grade A) ve transfer edilen embriyo
sayilar1 arasinda ise istatiksel fark yoktu (sirasi ile 2.0’a kars1 3.0; p=0.058, 3.0’a
karst 3.0; p=0.802). Fertilizasyon, implantasyon, klinik gebelik, canli dogum ve
abortus oranlarinin da her iki subgrupta istatiksel anlamda benzer oldugunu saptadik
(swrast ile %58.7°ye karst %60.0; p=0.770, %16.8’e kars1 %20.0; p=0.939, %40’a
kars1 %35; p=0.744, %35’e karst %30; p=0.736 ve %12.5’e karst %14.3; p=0.919).
Gebelikle iliskili siklus sonucglarinin iki subgrupta benzer c¢ikmasi, literatiideki
agonist protokol uygulanan hastalarda hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin siklus
sonuglart arasinda fark olmadigini bildiren mevcut iki calismay1 99100 Jestekler
nitelikteydi.

Uzun agonist protokol uygulanan hastalarda sadece FSH ile FSH ve
hMG’nin kombine kullanimini1 karsilagtiran ¢alisma sayisinin ¢ok kisitli olmasiyla

birlikte uzun agonist protokol uygulanan hastalarda rFSH ile hMG’yi kiyaslayan
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2008 yilina ait iki metaanaliz mevcuttur. Al-Inany 12 randomize kontrolli

calismay1 dahil ettigi metaanalizinde, klinik gebelik ve canli dogum oranlarinin hMG
grubunda daha iyi oldugunu gt')sten‘nistir.lo1 HMG’nin basarisini igeriginde yer alan
orta ve ge¢ follikiiler fazda follikiil biiylimesini ve maturasyonunu direkt uyarabilen

LH aktivitesiyle iligkilendirmistir. Coomarasamy ve arkadaslar1 da 7 randomize

kontrollii ¢calismay1 dahil ettikleri metaanalizlerinde Al-Inany ile benzer sonuglari

elde etmislerdir. 102

Follikiil stvi  markirlarinin ~ konsantrasyonlar1 iki  subgrup arasinda
kiyaslandiginda; IGF-II, IGFBP-3, Inhibin-B, VEGF degerleri iki grup icin benzerdi
(swrast ile p=0.068, p=0.495, 0.829, p=0.903). Ancak IGF-I ve AMH degerlerinin
hMG eklenen grupta istatiksel anlamli daha diisiik oldugunu saptadik (sirasi ile 98.2
ng/mL’ye kars1 133.7 ng/mL; p=0.030, 1.15 ng/mL’ye kars1 2.0 ng/mL; p=0.019).

Follikiiler sividaki IGF-I konsantrasyonunun hMG eklenen grupta daha diigiik
olmasinin iki nedeni olabilir.

Birincisi, artan yasla birlikte serum ve follikiiler IGF-I konsantrasyonunun
diistiigiinii gdsteren calismanimn olmasidir. *° Dolayisiyla hMG eklenen grupta yas
ortalamasinin  istatiksel ~anlamli  yiiksek olmasi IGF-I'in daha diisiik
konsantrasyonlarda olmasina sebep olmus olabilir.

Ikincisi, hMG eklenmesi follikiiler IGF-I diizeyinin diismesine neden olmus
olabilir. HMG’nin IGF-I {izerine etkisini arastiran pek ¢ok calisma yapilmistir. Fried
ve arkadaslar1 IVF siklusuna alinan dermografik 6zellikleri benzer olan 63 hasta ile
yaptiklar ¢caligsmalarinda; stimulasyon i¢in 53 hastaya hMG 10 hastaya hpFSH verip
iki  grubun follikiil sivisindaki biiylime faktorlerinin  konsantrasyonlarini
kiyaslamislar ve follikiiler sividaki IGF-I konsantrasyonunun hMG ile stimule edilen
sikluslarda FSH ile stimule edilen sikluslara gore daha diisikk oldugunu
saptamiglardir ( 120 pg/L’ye kars1 146 pg/L; p=0.0078) (IGFBP-I i¢in ise tam tersi
oldugunu saptamiglar). Bu sonucun hMG’nin igeriginde bulunan LH’in follikiiler
IGF-I’1 inhibe etmesi ve/veya IGFBP-I’1 stimule etmesi ile iligkili olabilecegini ileri
stirmiislerdir. Ancak literatiirde LH’in IGF-I’in ekspresyonunu regiile ettigine dair
herhangi bir veri bulamamakla birlikte LH’1in IGFBP’leri stimule ettigine dair
yayinlarin oldugunu ileri siirmiislerdir.lo3 Hammadeh ve arkadaglari ise agonist

protokol uyguladiklar1 85 ICSI hastasinit 3 gruba ayirarak; birinci gruba hMG, ikinci
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gruba FSH, ticiincii gruba FSH ile hMG’yi kombine verip follikiil sivilarindaki IGF-I
diizeylerine bakmislar. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak hastalarin yaslari arasinda
istatiksel fark saptamamislardir. IGF-I’in FSH ile hMG’yi kombine ettikleri grupta

FSH grubuna gore istatiksel anlamli daha diisiik oldugunu bildirmislerdir (0.40

ng/mL’ye karst 0.42 ng/mL; p=0.036).104

Bu iki ¢aligma bizim ikinci goriisiimiizii
destekler niteliktedir. Ancak bu caligmalarla birlikte farkli gonadotropin

preparatlarinin follikiiler IGF-I diizeyinde farkliliga yol agmadigimi bildirenler de

34,105
vardir.

Simdiye kadar FSH’a hMG eklenen ve eklenmeyen gruplarin follikiil
stvilarindaki  AMH  konsantrasyonlarini  karsilastiran  herhangi bir c¢aligma
yapilmamistir. Biz yaptigimiz bu ¢aligmada, uzun agonist protokol uyguladigimiz
hastalarda rfFSH’a hMG eklenen (Grup la) ve eklenmeyen (Grup 1b) gruplarin
follikiil sivilarindaki AMH konsantrasyonlarin1 - karsilastirdik ve daha oOnce
belirttigimiz {izere follikiiler sividaki AMH’nin  hMG eklenen grupta daha diisiik
oldugunu saptadik. Bu sonucun nedeni olarak ii¢ goriis ileri siirebiliriz.

Birincisi, aynen IGF-I’de oldugu gibi artan yagla birlikte follikiiler sividaki
AMH konsantrasyonunun diistiiiinii gosteren calismalarin olmasidir. °* 7' Ancak
yagsla birlikte follikiiler sividaki AMH diizeylerininde 6nemli degisikligin olmadigini
bildiren yaymlar da mevcuttur. >* %

Ikincisi, daha &nce yapilan bir calismada follikiil matiir hale geldikce ve
liiteinize oldukca AMH f{iretiminin bu siliregten negatif etkilendigi goriisiiniin ileri
siiriilmiis olmasidir. * Bu goriisii hMG igerigindeki LH’1n orta-geg¢ follikiiler fazda
follikiiler bliylime ve maturasyonu pozitif yonde etkiligi goriisii ile birlestirirsek
hMG eklenen grupta AMH’nin daha diisiik olmas1 beklenen bir sonug olacaktir.

Ugiinciisii, hMG eklenen grupta kullanilan toplam gonadotropin dozunun
istatiksel anlamli daha yliksek olmasi bu grupta AMH’nin follikiil sivisindaki
konsantrasyonunun daha diisiik olmasina neden olmus olabilir. Literatiirde ekzojen
ve yiiksek doz FSH’nin  AMH f{iretimi lizerine negatif etkisinin oldugunu ileri siiren

06, 10

yayinlar meveuttur.' 7 Jancar ve arkadaglar1 dogal siklus ile stimule sikluslardaki

follikiiler stvi AMH diizeylerini kiyaslamislar, stimule sikluslarda diisiik bulduklar
AMH diizeylerinin ekzojen FSH’nin negatif etkisinden kaynaklandigini ileri

stirmiislerdir (siras1 ile 6.9 ng/mL’ye karsi 2.5 ng/mL; p=0.001 ).106 Sanchez ve
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arkadaglar ise fare overi lizerinde yaptiklar ¢aligmalarinda; preantral follikiillerin
preovulatuar follikiile kadar ilerleyebilecekleri 12-giin kiiltiir sistemini kullanarak
farkl1 dozlardaki FSH etkisinde oosit ve kiimiiliis hiicre transkriptlerinin
ekspresyonunun degisip degismedigine bakmislardir. Yiiksek doz FSH’nin
uygulandigr kiimiiliis hiicrelerinde AMH ekspresyonunun azaldigini tespit
etmislerdir.lo7 Bu iki calisma bizim daha fazla gonadotropin kullandigimiz grup
la’daki daha diisiik follikiiler AMH degerini acikliyor gibi goziikmektedir.

Esnek (Flexible) multiple doz GnRH antagonist protokol uygulanan subgruplar

Demografik o6zellikler ve tedavi karakteristikleri agisindan iki antagonist
protokol subgrubunu karsilastirdigimizda; rtFSH’1in hMG ile kombine verildigi grupta
(Grup 2a) kullanilan toplam gonadotropin dozunun sadece rFSH verilen gruba (Grup
2b) gore daha yliksek olmasi disinda diger 6zellikler acisindan iki subgrup arasinda
istatiksel anlamli fark saptamadik (31.6 ampule kars1 26.1 ampul; p=0.042).

Embriyolojik siklus sonuglarini degerlendirildigimizde; toplanan oosit sayisi,
matiir oosit (MII) sayisi, 3. giin embriyo sayisi, 3. giin yiikksek kaliteli (Grade A)
embriyo sayist ve transfer edilen embriyo sayisi ortalamalar1 (ortancalar1) her iki
antagonist subgrubunda istatiksel olarak benzerdi (siras1 ile 11.6’ya kars1 14.4;
p=0.088, 9.8’¢ kars1 12.1; p=0.142, 5.0’a kars1 6.5; p=0.103, 2.0’a kars1 3.0; p=0.078
ve 3.0’a kars1 3.0; p=0.362).

Fertilizasyon, implantasyon, klinik gebelik, canli dogum ve abortus oranlari
gibi gebelik sonuclar1 ile iligkili siklus sonuclarinin da her iki grupta istatiksel
anlamda benzer oldugunu saptadik (siras1 ile %50.6’ya karsit %54.8; p=0.534,
%]13.7’ye kars1 %23.75; p=0.318, %30’a kars1 %45; p=0.327, %25’e kars1 %35;
p=0.490 ve %16.7’ye kars1 %22.2; p=0.792) .

Follikiiler gelisimin orta-ge¢ fazinda FSH etkisiyle graniiloza hiicrelerindeki
LH reseptorlerinin arttigi takiben follikiil gelisimi ve Ostradiol iiretiminde FSH
bagimli genlerin bu siirecte LH 1n da kontrolii altina girmesi ve antagonistlerin hizli
reseptor blokajina bagli olarak belirgin LH baskilanmas1 yaratiyor olmasi birlikte
degerlendirildiginde caligmacilarin antagonist protokole LH eklemesine ve LH
eklenen ve eklenmeyen gruplarin siklus sonuglarini kiyaslamalarina neden olmustur.
Ancak son zamanlarda yapilan higbir c¢alismada antagonist protokol uygulanan

hastalarda FSH’a hMG eklenmesinin tedavi sonuglar1 acisindan FSH’a istiinliigii
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gosterilememistir. Bizim de calismamizda siklus sonuglari arasinda fark

saptamamamiz literatiirii destekler niteliktedir.

Follikiil stvi markirlarinin konsantrasyonlar1 iki antagonist subgrubu arasinda
kiyaslandiginda; AMH disindaki follikiil sivi markirlarinin konsantrasyonlart iki
subgrupta benzerdi ancak AMH degerleri hMG eklenen subgrupta istatiksel anlamli
daha diistiktii (1.45 ng/mL’ye kars1 2.4 ng/mL; p=0.006).

Antagonist subgruplar1 arasinda follikiiler IGF-I konsantrasyonlar1 ve yas
ortalamalar1 acisindan istatiksel fark saptanmamis olmasi agonist subgruplarda
ortaya cikan istatiksel farkliligin yasa bagli olabilecegi gortisiimiizii desteklemistir.

Antagonist protokol uygulanan hastalardan rFSH’a hMG eklenen grupta
(Grup 2a) hMG eklenmeyen gruba (Grup 2b) gore folikiiler sivi AMH degerinin
daha diisiik saptanmast ve bu iki grubun yas ortalamalarinin benzer olmasi agonist
gruplar arasindaki AMH degerleri arasindaki farkliligi yas ile iliskilendirerek
aciklamis olmamizi desteklememistir. Diger yandan agonist gruplardaki follikiiler
AMH degerlerindeki farkliligin nedeni agiklamak igin ileri siirdiiglimiiz ikinci ve
liciincii goriligler antagonist gruplardaki farklt AMH diizeylerini de agiklayabilir.
Follikiiler sivi markirlan ile siklus sonuclar: arasindaki iliskiler

Calismamizda farkli tedavi protokollerinin siklus sonuglar1 ve follikiiler sivi
markirlar1 tizerine etkilerini arastirmamiz yaninda follikiiler sivi markirlar ile
toplanan oosit sayisi, yiiksek kaliteli embriyo sayisi, fertilizasyon ve implantasyon
orani, klinik gebelik ve canli dogum gibi siklus sonuglar1 arasinda iligki olup
olmadigini da aragtirdik.

IGF-1

IGF-I'in  gonadotropinlerle  birlikte  follikiilogenezde ve  overyan
steroidogenezde lokal regiilator gibi rol oynamasi bir¢cok calismaciyr follikiiler sivi
IGF-I konsantrasyonu ile siklus sonuglar1 arasinda iliski olup olmadigini arastirmaya
yoneltmistir.

Jimena ve arkadaslar1 IVF siklusu uygulanan hastalarin follikiil sivilarim
incelediklerinde ayni hastanin matiir ve fertilize olabilen oositinin elde edildigi
follikiil sivisindaki IGF-I diizeyinin matiir ve fertilize olamayan oositinin elde
edildigi follikiil sivisindakinden daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir 2. Yine IVF

hastalar ile yapilan farkli bir ¢calismada ise follikiiler IGF-I’in oosit maturasyonu ile
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iliskili oldugu ancak fertilizasyon ve IVF sonuglarn ile iliskisi olmadig ileri

O § B
stirlilmiistiir.

Takiben yapilan pek ¢ok calismada follikiiler IGF-I ile siklus sonuglarinin
predikte edilemiyecegi bildirilmigtir, > °" 1% 112

Biz calismamizda her bir follikiil sivisinin oositini ayr1 ayr1 takip etmedigimiz
ve follikiil sivi markirn diizeylerine havuzlanmig follikiil sivisinda baktigimiz i¢in
IGF-I’in oosit maturasyonu ile olan bire bir iliskisini gosteremedik. Ancak IGF-I
diizeyinin siklus sonuglari ile iliski olmadigin1 gostermis olmamiz literatiirdeki diger
calismalar1 desteklemistir.

IGF-I1

IGF-II follikiilogenezde ve overyan steroidogenezde temel rol oynayan
IGF’dir. Buna ragmen IGF-II ve siklus sonuglar1 arasindaki iliskiyi arastiran ¢alisma
sayis1 oldukea kisithdir.

Wang ve arkadaglar1 225 matiir oositin follikiil sivisini inceledikleri
caligmalarinda; IGF-II’nin daha iyi maturasyon gosteren ve takiben ilk 48 saat icinde
erken embriyo gelisimi goOsteren oositlerin follikiil sivilarinda daha yiiksek
konsantrasyonda oldugunu gostermislerdir."!

Zhang ve arkadaslar1 agonist protokol uyguladiklar1 88 hastanin follikiil
stvilarindaki IGF-II konsantrasyonunun kullanilan toplam gonadotropin dozuyla

pozitif korelasyon gosterdigini ancak klinik sonuglarla iliskisi olmadigini ileri

N . 113
stirmiislerdir.

Klein ve arkadaglar ise yas ile serum ve follikiiler sividaki IGF-I diizeylerin
azalmasma ragmen IGF-II diizeylerinin degismedigini saptamislar 1% takiben
Stadtmauer ve arkadagslari azalan over rezervi ve yas ile birlikte IGFBP’lerdeki
degisikliklere bagl olarak follikiiler IGF-I’in azaldigint IGF-II'nin ise arttigini ileri
siirmiislerdir.*

Biz ¢calismamizda klinik gebelik ve canli dogum ile follikiiler IGF-II arasinda
istatiksel anlamli negatif korelasyon oldugunu (siras1 ile r=-0.220; p=0.049, r=-
0.277; p=0.013) ayrica bununla paralel olarak klinik gebeliK ve canli dogum pozitif
olanlarda negatif olanlara gore follikiiler IGF-II konsantrasyonlarinin daha diisiik
oldugunu saptadik (sirasi1 ile 1142.6 ng/mL’ye karsi 1357.8 ng/mL; p=0.049 ve
1103.2 ng/mL’ye karst 1356.2 ng/mL; p=0.027). Elde ettigimiz bu sonug¢ her ne

64



kadar Zhang’in calismasiyla uyusmasada Statmaurer’in ileri siirdigli azalmis over
rezervi ve artmig IGF-II iligkisi ile paralellik gostermektedir.
IGFBP-3

IGFBP-3’iin IGF’lerin esas tastyici proteini olarak 6nemi c¢esitli ¢alismalarda
vurgulanmugtir. >

Nardo ve arkadaglar1 IVF siklusuna aldiklar1 hastalarin  dominant

follikiillerinden elde ettikleri follikiil sivisindaki IGFBP-3 diizeyleri ile oosit

maturasyonu arasinda pozitif korelasyon oldugunu bildirmislerdir. H3

Wang ve arkadaslar1 da Nardo’nun sonucuna ek olarak folikiiler IGFBP-3
diizeylerinin oosit maturasyonu ile pozitif korelasyon gdstermesinin yaninda oosit
toplanmasini takiben ilk 48 saat i¢inde olusan erken embriyo gelisimi ile de pozitif
korelasyon gosterdigini saptamislardir. '

Dorn ve arkadaslar1 ise IVF siklusuna alinan hastalarla yaptiklar1 ¢aligmada;
IGFBP-3’iin serum ve follikiil sivisindaki konsantrasyonlar1 ile gebelik oranlar
arasindaki iliskiyi aragtirmiglar, gebeligin olustugu hastalarda serum IGFBP-3
diizeyinin yiiksek oldugunu saptamiglar ancak follikiiler IGFBP-3 diizeyleri ile IVF
sonuglari arasinda herhangi bir korelasyon oldugunu gosterememislerdir.'"!

Biz caligmamizda her bir follikiil sivisinin oositini ayri ayr1 takip
etmedigimiz ve follikiil sivi markir1 diizeylerine havuzlanmis follikiil sivisinda
baktigimiz i¢in IGFBP-3 ‘iin oosit maturasyonu ve embriyo gelisimi ile olan bire bir
iligkisini gosteremedik. Ancak follikiiler IGFBP-3 diizeyinin siklus sonugclari ile
iliski olmadigim1i  gostermis olmamiz Dorn ve arkadaglarinin  caligmasini
desteklemistir.

Inhibin-B

Inhibib-B’nin  de follikiilogenezde rol oynayan intraoveryan lokal
regiilatdrlerden biri olmas1 siklus sonuglar1 ile follikiiler sividaki Inhibin-B
konsantrasyonu arasinda iliski olup olmadigini arastiran g¢alismalarin yapilmasina
neden olmustur.

Chang ve arkadaglar1 156 IVF hastasi ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda; follikiiler
Inhibin-B konsantrasyonlar1 ile 2. ve 3. giin embriyo Kkalitesi arasinda pozitif
korelasyon oldugunu ve Inhibin-B’nin embriyo kalitesini tahmin etmede iyi bir

prediktif markir oldugunu ileri siirmiislerdir. "
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Ocal ve arkadaslari ise artmus follikiiler Inhibin-B diizeylerinin KOH’da daha
iyi overyan yanit ve yiiksek gebelik oranlar ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.*’
Wunder ve arkadaslar1 da 276 IVF/ICSI hastasi ile yaptiklar1 ¢alismalarinda benzer
sekilde gebelik ile follikiiler Inhibin-B diizeyleri arasinda pozitif korelasyon
oldugunu gdstermislerdir.

Tiim bu ¢alismalarin aksine Wen ve arkadaslar1 35 IVF/ICSI hastasi ile

yaptiklar1 calismalarinda follikiiler Inhibin-B diizeyleri ile fertilizasyon oranlari

arasinda herhangi bir korelasyon olmadigini bildirmislerdir. He

Biz calismamizda her ne kadar klinik gebeligi olanlarda olmayanlara gore
follikiiler inhibin-B diizeylerini yiliksek saptamis olsakda (9100 ng/mL’ye kars1 7300
ng/mL; p=0.276) siklus sonuglar1 ile follikiiler Inhibin-B diizeyleri arasinda istatiksel
herhangi bir korelasyon saptamadik. Bu durum literatiirdeki Inhibin-B ile iliskili
yapilan c¢aligmalara gore hasta sayimizin daha az olmasiyla iligkili olabilir.

VEGF

VEGF follikiilogenezde temel gereklilik olan mikrosirkiilasyonun

olusmasinda ana rol oynayan intraoveryan sitokindir. VEGF ile ilgili yapilmis olan

% yiiksek follikiiler VEGF seviyelerinin daha basarili

hayvan calismalarinda
follikiilogenez siireciyle iliskili oldugu gosterilmis olsada yapilan klinik ¢aligmalarin
cogu stimule sikluslarda hipoksik ve kotii intraoveryan mikrogevre olusumuna yanit
olarak follikiiler VEGF diizeyinin arttifin1 ve siklus sonuglarinin yiiksek follikiiler
VEGEF diizeylerinden kotii etkilendigini gostermistir.

Barroso ve arkadaslar1 16 IVF hastasinin 55 follikiil s1visini incelemisler ve
artmis follikiiler VEGF diizeylerinin follikiiler hipoksi ve suboptimal embriyo
gelisimi ile iligkili oldugunu ileri stirmiislerdir. *

Hem Ocal ve arkadaslari hem de Asimakopoulos ve arkadaslar1 follikiiler
VEGEF ile gebelik oranlar1 arasinda negatif korelasyon oldugunu gdstermislerdir. 4
117

Farkli bir ¢calismada da toplanan oosit sayisi ile follikiiler VEGF diizeyleri
arasinda negatif korelasyon oldugu saptanmistir. *°
Dorn ve arkadaslar1 ise IVF siklusuna alinan 100 hastanin follikiil sivisini

degerlendirmisler ve diger calismalardan farkli olarak siklus sonuclar ile follikiiler

VEGEF diizeyleri arasinda herhangi bir iliski saptayamamuiglardir. H
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50 IVF hastasi ile yapilan farkli bir ¢alismada da yukardaki ¢alismlarin tam
tersi olarak daha fazla oosit elde edilen, fertilizasyon ve gebelik oranlar1 daha yiliksek
olan hastalardan elde edilen luteinize graniiloza hiicrelerinde VEGF mRNA
ekspresyonunun daha yiiksek oldugu bildirilmistir. **

Biz ¢alismamizda literatiiriin cogunluguyla uyumlu olacak sekilde follikiiler
VEGF diizeyleri ile yliksek kaliteli embriyo sayisi, klinik gebelik ve canli dogum
arasinda negatif korelasyon oldugunu gosterdik (sirasi ile r=-0.278; p=0.012, r=-
0.250; p=0.025 ve 1=-0.342; p=0.002). Klinik gebelik ve canli dogumun pozitif
oldugu hastalarda negatif olanlara gore follikiiler VEGF konsantrasyonun istatiksel
anlamli daha diigiik oldugunu saptadik (siras1 ile 714 pg/mL’ye kars1 1028 pg/mL,;
p=0.026, 600 pg/mL’ye kars1 1048 pg/mL; p=0.002) Elde ettigimiz bu sonug, kotii
intraoveryan mikrogevre olusumuna bagli olarak follikiiler VEGF seviyesinin arttigi
goriisiinii desteklemistir.

AMH

Overyan aktivite lizerine diizenleyici etkisi oldugu bilinen AMH’nin de
follikiiler sividaki diizeyi ile siklus sonuglar1 arasinda iliskisi olup olmadiginm
arastiran pek c¢ok calisma mevcuttur. Ancak mevcut c¢alismalarin sonuglar
celiskilidir.

Fanchin ve arkadaglar1 IVF siklusuna alinan 118 hasta ile yaptiklar
caligmada; follikil sivisindaki AMH diizeyleri ile implantasyon oranlari1 arasinda
pozitif korelasyon oldugunu bildirmislerdir. "

Farkli bir ¢alismada ise follikiiler AMH konsantrasyonunun fertilizasyonu
olan hastalarda olmayanlara gore yaklasik 3.5 kat daha yiiksek oldugu saptanmugtir.®®

Wunder ve arkadaslar1 ise daha fazla hasta (n=276) ile yaptiklar
caligmalarinda;  follikiiler AMH diizeylerinin siklusu gebelik ile sonuglanan
kadinlarda gebe olmayanlara gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.”

Yine farkli iki ¢aligma sonucunda toplanan oosit sayisi ile follikiiller AMH
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon oldugu gdsterilmistir. 71,93

Literatiirde bu caligmalarin tersini bulan ¢aligmalar da mevcuttur. Cupisti ve
arkadaslar1 oosit maturasyonu ve kalitesi ile follikiiler AMH konsantrasyonlari

arasinda negatif korelasyon oldugunu saptamislardir.’® Takiben yakin zamanda

67



yapilan diger bir ¢aligmada da Cupisti’'nin sonuclar1 ile benzer sonuglar elde
edilmistir. %

Mashiach ve arkadaslar1 ise IVF siklusuna aldiklar1 PCOS’lu hastalarla
yaptiklar1 ¢alismalarinda; follikiiler AMH diizeyleri ile embriyo kalitesi arasinda
negatif korelasyon oldugunu ancak oosit maturasyonu, fertilizasyon ve klivaj

oranlar1 ile follikiiler AMH diizeyleri arasinda anlamli korelasyon olmadiginm

saptamiglardir. 18

Biz calismamizda toplanan oosit sayisi, matiir oosit sayist ve implantasyon
oranlari ile follikiiler AMH diizeyleri arasinda pozitif korelasyon oldugunu saptadik
(sras1t ile r=0.253; p=0.024, r=0.227; p=0.045) ancak klinik gebelik ve canh
dogumun pozitif oldugu hastalarda negatif olanlara gore follikiiler AMH degeri daha
yiiksek olmasina ragmen aralarinda anlaml istatiksel fark saptayamadik (sirasi ile
2.0 ng/mL’ye karst 1.55 ng/mL; p=0.085 ve 2.0 ng/mL’ye karst 1.6 ng/mL;
p=0.136).
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6. SONUCLAR

Bu calismada uzun GnRH agonist protokol ile esnek multiple doz GnRH

antagonist protokolii uyguladimiz toplam 80 ICSI-ET hastasinin siklus sonuglarini ve

follikiiler s1ivi markirlarini degerlendirdigimizde elde ettigimiz sonugclar;

1.

Uzun GnRH agonist protokol (Grup 1) ile esnek multiple doz GnRH
antagonist protokol (Grup 2) uygulanan hastalarin embriyolojik ve
gebelikle iliskili siklus sonuglar1 arasinda istatiksek fark saptanmamastir.
Uzun GnRH agonist protokol (Grup 1) ile esnek multiple doz GnRH
antagonist protokol (Grup 2) uygulanan hastalarin follikiil sivilari
incelendiginde; IGF-1, IGF-1I, IGFBP-3, inhibin-B, VEGF ve AMH
konsantrasyonlarinin her iki grupta istatiksel anlamda benzer oldugu
saptanmistir. Dolayisiyla follikiiler mikrogevrenin degerlendirilen
follikiil sivis1 markirlart agisindan agonist ve antagonist protokolde
farkli olmadig1 gortilmiistiir.

Uzun GnRH agonist protokol uygulanan hastalar stimulasyon rejimine
hMG eklenen (Grup 1la) ve eklenmeyenler (Grup 1b) olarak iki
subgruba ayrilip kiyaslandiginda; Grup 1la’da yas ortalamasinin,
stimulasyon siiresinin ve kullanilan toplam gonadotropin dozunun Grup
1b’ye gore daha yiiksek oldugu saptanmaistir.

Uzun GnRH agonist protokol uygulanan ve stimulasyon rejimine hMG
eklenen grupta (Grup la) eklenmeyen gruba (Grup 1b) gore toplanan
oosit sayisi, matiir oosit sayist ve 3. glin embriyo sayisi istatiksel
anlamli daha diisiik bulunmustur. Bu sonu¢ Grup la’nin yas
ortalamasinin daha yiiksek olmasiyla iliskilendirilmistir.

Uzun GnRH agonist protokol uygulanan ve stimulasyon rejimine hMG
eklenen (Grup la) ve eklenmeyen (Grup 1b) gruplar follikiil sivi
markirlar1 acgisindan kiyaslandiginda; Grup la’da follikiiler IGF-I ve
AMH’nin Grup 1b’ye gore istatiksel anlamli daha diisiikk oldugu
saptanmistir. IGF-I’in Grup la’da daha diisiikk olmasi bu grupta yas
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10.

11.

ortalamasiin daha yiiksek olmasiyla, follikiller AMH nin daha diisiik
olmasi ise bu grupta hem kullanilan toplam gonadotropin dozunun daha
yiiksek olmasiyla hem de LH kullanimiyla iliskilendirilmistir.

Uzun GnRH agonist protokol uygulanan ve stimulasyon rejimine hMG
eklenen grup (Grup la) ile eklenmeyen grubun (Grup 1b) gebelikle
iligkili siklus sonuclar1 arasinda istatiksel anlamli fark saptanmamastir.
Esnek multiple doz GnRH antagonist protokol uygulanan hastalar
stimulasyon rejimine hMG eklenen (Grup 2a) ve eklenmeyenler (Grup
2b) olarak iki subgruba ayrilip kiyaslandiginda; sadece kullanilan
toplam gonadotropin dozunun Grup 2a’da Grup 2b’ye gore daha yiiksek
oldugu saptanmaistir.

Esnek multiple doz GnRH antagonist protokol uygulanan ve
stimulasyon rejimine hMG eklenen (Grup 2a) ve eklenmeyen (Grup 2b)
gruplar follikiil sivi markirlart agisindan kiyaslandiginda; sadece
follikiiler AMH’nin Grup 2a’da Grup 2b’ye gore istatiksel anlamli daha
diisiik oldugu saptanmistir. Grup 2a’da follikiiler AMH nin daha diistik
olmasi ise aynen agonistlerde oldugu gibi bu grupta hem kullanilan
toplam gonadotropin dozunun daha yiiksek olmasiyla hem de LH
kullanimiyla iliskilendirilmistir.

Esnek multiple doz GnRH antagonist protokol uygulanan ve
stimulasyon rejimine hMG eklenen (Grup 2a) ve eklenmeyen (Grup 2b)
gruplar arasinda embriyolojik ve gebelikle iligkili siklus sonuglari
acisindan istatiksek fark saptanmamastir.

Follikiiler IGF-II konsantrasyonlar1 ile klinik gebelik, canli dogum
arasinda  negatif  korelasyon oldugu ve follikiiler IGF-II
konsantrasyonlarmin klinik gebelik ve canli dogumun pozitif oldugu
hastalarda daha diisiik oldugu saptanmustir.

Follikiiler VEGF konsantrasyonlar ile yiiksek kaliteli embriyo sayisi,
klinik gebelik, canli dogum arasinda negatif korelasyon oldugu ve
follikiiler VEGF konsantrasyonlariin klinik gebelik ve canli dogumun

pozitif oldugu hastalarda daha diisiik oldugu saptanmustir.

70



12. Follikiiler AMH konsantrasyonlari ile toplanan oosit sayisi, matiir oosit

13.

sayist ve implantasyon oranlari arasinda pozitif korelasyon oldugu
saptanmistir.

Follikiiler IGF-I, IGFBP-3 ve Inhibin-B konsantrasyonlar ile
embriyolojik ve gebelikle iligkili siklus sonuclar1 arasinda istatiksel

anlamli korelasyon saptanmamugtir.

71



OZET

Farkh kontrollii hiperstimulasyon protokollerinin follikiilogenezde rol oynayan

follikiiler s1ivi markirlari iizerine etkisi

YUT de multifolikiiler gelisimi saglamak icin uygulanan kontrollii overyan
hiperstimulasyon sirasinda meydana gelebilecek erken LH pikini engellemek igin
GnRH agonistleri ve GnRH antagonistleri yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ancak
GnRH agonistleri ve GnRH antagonistlerinin siklus sonuglar1 lizerindeki etkilerinin
farkli olup olmadigr halen tartigmali bir konudur. GnRH reseptdrlerinin over
dokusunda eksprese oldugu gosterildikten sonra GnRH antagonistlerinin follikiiler
mikrogevreyi kotii yonde etkiledigi goriisii ileri siirilmiistir.

Biz yaptigimiz bu calismada ICSI-ET sikluslarinda uzun GnRH agonist
protokol uygulanan hastalar ile esnek multiple doz GnRH antagonist protokol
uygulanan hastalarin follikiiler sivilarindaki IGF-I, IGF-1I, IGFBP-3, inhibin-B,
VEGF ve AMH konsantrasyonlarini belirleyip, farkli stimulasyon protokollerinden
nasil etkilendiklerini ve siklus sonuglar1 ile aralarinda iliski olup olmadigini
saptamay1 hedefledik.

Calisma Haziran 2009 - Ocak 2010 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigine bagvuran, ICSI-ET i¢in kontrollii
overyan hiperstimulasyon uygulanacak olan seksen hasta ile yapildi. Tiim hastalar
calisma hakkinda bilgilendirilerek, c¢alismaya dahil edildiklerine dair yazil
bilgilendirilmis onamlar1 alindi. Hasta se¢im kriterlerine uygun 6zellikler tagiyan 80
hastanin 40’mna uzun GnRH agonist protokolii (Grup 1), 40’ina esnek multidoz
GnRH antagonist protokolii (Grup 2) uygulandi. Ayrica her grup uygulanan
gonadotropinlere gore kendi iginde 20’ser kisilik subgruplara ayrildi. Hastalarin
yarisina tFSH ve hMG kombinasyonu (Grup la ve Grup 2a) diger yarisina sadece
rFSH (Gruplb ve Grup 2b) verildi. Tiim hastalarin OPU islemi sirasinda matiir
follikiillerinden elde edilen follikiil sivilar1 analiz edilene kadar -80°C’de sakland.
IGF-I, IGF-II, IGFBP-3, Inhibin-B, VEGF ve AMH’nin follikiil sivisindaki
konsantrasyonlar1 IRMA veya ELISA yéntemi kullanilarak analiz edildi.
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Calismanin sonucunda; Uzun GnRH agonist protokol (Grup 1) ile esnek
multiple doz GnRH antagonist protokol (Grup 2) uygulanan hastalarin siklus
sonuglar1 ve follikiiler sivi markirlar1 arasinda anlamli istatiksel fark saptanmadi,
(p<0.05). Subgruplar1 degerlendirdigimizde; rFSH ve HMG’nin kombine verildigi
subgruplarda (Grup la ve Grup 2a) follikiiler sividaki AMH konsantrasyonunun
sadece rFSH verilen subgruplara (Grup 1b ve Grup 2b) gore istatiksel anlamli daha
diisiik oldugu saptandi, (1.15 ng/mL’ye kars1 2.0ng/mL; p=0.019, 1.45 ng/mL’ye
karst 2.4 ng/mL; p=0.006). Follikiller AMH konsantrasyonlarinin hMG eklenen
gruplarda diisiik olmasi bu gruplarda kullanilan toplam gonadotropin dozunun daha
yiiksek olmas1 ve LH eklenmis olmas: ile iligkilendirildi. Subgruplarin gebelikle
iliskili siklus sonuclari arasinda anlamli istatiksel fark saptanmadi (p>0.05). Follikiil
stvt markirlart ile siklus sonuglar1 arasindaki iliski degerlendirildiginde; follikiiler
IGF-II ve VEGF konsantrasyonlari ile klinik gebelik, canli dogum arasinda negatif
korelasyon oldugu (sirast ile r=-0.220; p=0.049, r=-0.277; p=0.013 ve r=-0.250;
p=0.025, 1=-0.342; p=0.002) ve follikiiler IGF-II ve VEGF konsantrasyonlarinin
klinik gebelik ve canli dogumun pozitif oldugu hastalarda daha diisiik oldugu
saptandi, (sirast ile 1142.6 ng/mL’ye kars1 1357.8 ng/mL; p=0.049, 1103.2 ng/mL’ye
karsi 1356.2 ng/mL; p=0.027 ve 714 pg/mL’ye kars1 1028 pg/mL; p=0.026, 600
pg/mL’ye kars1 1048 pg/mL; p=0.002). Ayrica follikiiler AMH konsantrasyonlari ile
toplanan oosit sayisi, matiir oosit sayisi ve implantasyon oranlar1 arasinda pozitif
korelasyon oldugu tespit edildi (siras1 ile r=0.300; p=0.007, r=0.253; p=0.024,
r=0.277; p=0.045).

Sonug olarak, GnRH agonist ve antagonist protokollerinin follikiilogenezde
rol oynayan follikiiler sivi markirlar1 dolayisiyla follikiiler mikrogevre tizerindeki

etkilerinin farkli olmadig diisiiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Follikiiler sivi markirlari, GnRH agonist, GnRH antagonist,

ICSI-ET, Siklus sonuglar1
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SUMMARY

The effect of the different types of controlled ovarian hyperstimulation

protocols on the follicular fluid markers that play a role in folliculogenesis

GnRH agonists and GnRH antagonists are widely used to prevent premature
LH surge which may occur during controlled ovarian hyperstimulation, applied for
multifollicular devolopment in ART. However, whether the effects of GnRH
agonists and GnRH antagonists on cycle outcomes are different or not is still a
controversial issue. After observing that GnRH receptors expressed in ovarian tissue,
the opinion of GnRH antagonists affect the follicular microenviroment adversely has
been suggested.

The aim of our study was to determine the follicular fluid IGF-I, IGF-II,
IGFBP-3, Inhibin-B, VEGF and AMH concentrations of patients undergoing ICSI-
ET cycles, stimulated with either the long GnRH agonist protocol or flexible
multidose GnRH antagonist protocol and how they are affected by different
stimulation protocols. Additionally, it was aimed to determine whether there is a
relationship between them and cycle outcomes.

Beetween June 2009 and January 2010, Eighty patient admitted to Ankara
University Faculty of Medicine, Department of Obstetrics and Gynecology
undergoing controlled ovarian hyperstimulation for ICSI-ET cycle were recruited to
this study. All of the patients have been informed about the study and have signed a
written informed consent to participate in the study. Of the 80 patient conforming
selection criteria; 40 patient received long GnRH agonist protocol (Group 1), 40
patient received flexible multidose GnRH antagonist protocol (Group 2). Also, each
group were divided into two subgroups involving 20 patients according to
gonadotropin application. Half of the patients recieved rFSH alone (Grup la and
Grup 2a) and the other half received rFSH and hMG combination (Gruplb veGrup
2b). All patients follicular fluid samples were obtained from mature follicles during
oosit retrieval and stored at 80°C until assayed. Follicular concentrations of IGF-I,
IGF-I1, IGFBP-3, Inhibin-B, VEGF and AMH were measured by IRMA or ELISA

methods.
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Outcomes of the study were these: There was no significantly difference in
cycles outcomes and follicular fluid markers between long GnRH agonist protocol
(Grup 1) and flexible multidose GnRH antagonist protocol (Grup 2) cycles (p<0.05).
When we have evaluated the subgroups, follicular fluid concentrations of AMH were
significantly lower in the rFSH and hMG combination subgroups (Group la ve
Group 2a) than the rFSH alone subgroups (Grup 1b ve Grup 2b), (1.15 ng/mL vs
2.0 ng/mL; p=0.019, 1.45 ng/mL vs 2.4 ng/mL; p=0.006). The follicular fluid
concentrations of AMH which is lower in subgroups that received hMG may releated
to higher amount of administered gonadotrophis and adding LH to stimulation
protocol. Cycle outcomes related to pregnancy were not statistically different
beetween subgroups (p>0.05). When we have evaluate the relationship between
follicular fluid markers and cycle outcomes; follicular fluid concentratios of IGF-II
and VEGF were negatively corelated with clinical pregnancy and live birth
(Respectively; r=-0.220; p=0.049, r=-0.277; p=0.013 and r=-0.250; p=0.025, r=-
0.342; p=0.002). At the same time follicular fluid concentratios of IGF-II and VEGF
were lower in the group of patient who became pregnant and had live birth
(Respectively; 1142.6 ng/mL vs 1357.8 ng/mL; p=0.049, 1103.2 ng/mL vs 1356.2
ng/mL; p=0.027 and 714 pg/mL vs 1028 pg/mL; p=0.026, 600 pg/mL vs 1048
pg/mL; p=0.002). Additionally, there were a positive corelation between follicular
fluid concentration of AMH with retrieved oocytes, mature oocytes and implantation
rates (Respectively; r=0.300; p=0.007, r=0.253; p=0.024, r=0.277; p=0.045).

In conclusion, it is thought that there is no significant difference of agonist
and antagonist protocol cycles on follicular fluid markers concentrations and

consequently on follicular microenvironment.

Key words: Cycle outcomes, Follicular fluid markers, GnRH agonist, GnRH
antagonist, ICSI-ET.
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