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TABLO LISTESI

Tablo 1. Demografik veriler, infertilite etyoloji ve siiresi, bazal hormone seviyeleri, spermiogram
parametreleri, siklus tipi ve ilag dozu, siklus sonuglari, chaperonin 10 ve yiiksek sensitiviteli CRP
seviyeleri. (BMI: viicut kitle indeksi, FSH: Folikiil stimiile edici hormon, LH: Luteinize edici hormon,
hCG: insan koryonik gonadotropini, hsCRP: yiiksek sensitiviteli CRP.)



ONSOz

Intrauterin inseminasyon, subfertil ciftler icin ART uygulamasindan &nce

kullanilan yaygin bir yontemdir. Genellikle ovulasyon induksiyonu ile kombine edilir
ve 1imh erkek faktéri, anovulasyon, servikal faktor ya da agiklanamayan infertilitede
ilk secenek olarak kullanilan tedavi yontemidir. (Grup,2009) Her siklus igin basari
orani, % 5 ila % 20’dir.
Embriyo implantasyonu, basarili gebeligin en 6nemli adimlarindan birisidir. FetUs,
uygun implantasyon ig¢in maternal immuniteden korunmalidir. Annenin immudn
modifikasyonu  hakkinda  ¢esitli  mekanizmalar 6ne  sUrUlmustar. Bu
modifikasyonlardan bir tanesi, fertilizasyon sonrasi zigottan salgilanan bir molektlin
salinmasidir. Bu molekiule Human Chaperonin 10 (Erken gebelik faktora) (Cp10)
denmektedir. Bu molekul, embriyo implantasyonu ve gelismesi igcin gerekli olan
immunsupresanlara ve yeterliligi dizenleyen kaynaga sahiptir. (Athanasas — Platsis
et al. 1991, Quinn and Morton, 1992.) Bu molekill, uygun embriyo markeri olarak
onerilmektedir ve implantasyon i¢in dnemlidir. (Morton, 1998, Athanasas-Platsis et
al.,, 1995) Gectigimiz yillarda bu molekll, serumda rozet inhibisyon testi ile
kesfedilmistir. Yine de, bu yontem dezavantajlara sahiptir ¢inku, teknik zorluklara
sahiptir ve yari Olgulebilir bir dodasi vardir. ELISA testi daha standart bir tekniktir ve
Olculebilir sonuglara sahiptir. (Voller et al., 1978)

Bu ¢alismamizda, hsCRP ve CP10 seviyelerinin ovulasyon induksiyonu ve Ul

uzerindeki etkilerini arastirdik.



Calismamiz, Dr. Zekai Tahir Burak Kadin Hastaliklari Egitim ve Arastirma
Hastanesinde, Infertilite poliklinigine bagvuran hastalar ile yapilmigtir. Projenin
yapllmasini  destekleyen Namik Kemal Universitesi Rektorligi’ne icten
tesekkurlerimizi sunariz.



OZET

Amag: Embriyo implantasyonu basarili gebeligin en onemli adimlarindan birisidir.
Fetls, uygun implantasyon i¢in maternal immuniteden korunmalidir ve maternal
immunite modifikasyonu oldukga 6nemlidir. Disuk dereceli inflamasyonun indikatéru
olan Yuksek sensiviteli CRP ve immunsupresif Cp10 seviyelerini ovulasyon
indUksiyonu ile intrauterin inseminasyon uygulanmis infertil kadinlardaki asilama
sonrasi 2. Ve 8. glnlerde degerlendirdik.

Materyal Metod: 42 infertil hastada ovulasyon induksiyonu uygulanmigtir. Bagarih
ovulasyon induksiyonu sonrasi, Ul da yapilmistir. Cp10 ve hsCRP seviyelerini
Olgcmek igin Ul sonrasi 2. Ve 8. Gunlerde kan ornekleri alinmistir. Gebe ve gebe
olmayan gruplarin sonuglari karsilagtiriimigtir.

Sonuglar: Ul sonrasi 8. Glndeki Cp10 degerleri gebe grupta daha yuksektir, ancak
Ul sonrasi 2. Gun degerleri ile kargilastinildiginda aralarinda bir fark bulunamamistir.
Hs CRP seviyeleri 2. Ve 8. Gun karsilastirildiginda fark saptanmamistir. Fakat gebe
olmayan grupta Cp10 seviyeleri giderek dusmustir. 2. Gunden 8. Gune hs CRP
seviyeleri, gebe ve gebe olmayan hastalarda belirgin farklilik géstermemistir.

Tartisgma: CP10 seviyeleri fertilizasyonun erken asamalarinda daha ylksektir ve
gebe kalan hastalarda giderek yukselirken gebe kalamayan hastalarda giderek
dlismektedir.

Anahtar kelimeler: chapenronin 10, yuksek sensitiviteli CRP, infertilite,
inseminasyon.



ABSTRACT

Aim: The implantation of embryo is one of the crucial steps of a successful
pregnancy. The fetus should be protected from the maternal immune system, for the
appropriate implantation. We investigated high-sensitive C-Reactive protein(hs-
CRP), that is an indicator of low-grade inflammation, and Chaperonin(Cp10), which
has immunosuppressant capability levels in ovulation induction and intrauterine
insemination(lUl) applied women, two and eight days after [UI.

Materials and Method: The ovulation induction was maintained by clomiphene
citrate or gonadotropines for 42 infertile patients. After successful ovulation induction,
intrauterine insemination(lUI) was carried out. The blood samples were taken 2 and 8
days after 1Ul to evaluate Cp10 and hsCRP levels. The pregnant and non-pregnant
groups’ results were analyzed.

Results: The Cpl0 levels 8 days after IUI were higher in pregnant group whereas,
there was no difference for the 2 days after levels between pregnant and non-
pregnant group. The hsCRP levels were similar for both 2nd and 8th days when we
compared pregnant and non-pregnant groups. The Cp10 levels increased from day 2
to day 8 in pregnant group. In contrast the Cpl10 levels decreased in non-pregnant
group. The change in hsCRP levels from day 2 to day 8 was not significant in
pregnant and non-pregnant groups.

Conclusions: The Cpl0 levels were higher in early phases of fertilization and
elevated through the preceding days of conception in pregnant patients while it
decreased in non-pregnant patients with failed cycles.

Key words: Chaperonin 10, high sensitive CRP, infertility,insemination



GiRiS

[UI, subfertil giftler igin ART uygulamasindan 6nce kullanilan yaygin bir
yontemdir. Genellikle ovulasyon induksiyonu ile kombine edilir ve ihmli erkek faktord,
anovulasyon, servikal faktor ya da agiklanamayan infertilitede ilk segenek olarak
kullanilan tedavi yontemidir. (Grup,2009) Her siklus i¢in basari orani, % 5 ila %
20'dir.

Embriyo implantasyonu, basarili gebeligin en 6nemli adimlarindan birisidir.
FetUs, uygun implantasyon igin maternal immuniteden korunmalidir. Annenin immun
modifikasyonu hakkinda ¢esitli mekanizmalar 6ne surtlmuastar. Bu
modifikasyonlardan bir tanesi, fertilizasyon sonrasi zigottan salgilanan bir molekalin
salinmasidir. Bu molekile Human Chaperonin 10 (Erken gebelik faktort) (Cp10)
denmektedir. Bu molekul, embriyo implantasyonu ve gelismesi igin gerekli olan
immunsuUpresanlara ve yeterliligi diizenleyen kaynaga sahiptir. (Athanasas — Platsis
et al. 1991, Quinn and Morton, 1992.) Bu molekul, uygun embriyo markeri olarak
onerilmektedir ve implantasyon i¢in 6nemlidir. (Morton, 1998, Athanasas-Platsis et
al., 1995) Gectigimiz yillarda bu molekul, serumda rozet inhibisyon testi ile
kesfedilmistir. Yine de, bu ydntem dezavantajlara sahiptir ¢linku, teknik zorluklara
sahiptir ve yari 6l¢ulebilir bir dogasi vardir. ELISA testi daha standart bir tekniktir ve
Olculebilir sonuglara sahiptir. (Voller et al., 1978)

CRP, enfeksiyon ve travma durumlarinda farkl tabakalarda artis gosteren bir
akut faz reaktanidir. Yine de, CRP’deki minimal artislar, disuk seviyede
inflamasyonu gdsterir. HS CRP, CRP seviyelerindeki en ufak degisimleri bile
dlcebilmeyi saglamaktadir. (Michael T. Lotze, 2005) implantasyonda endometriyum
immun modulasyonu esastir ve inflamasyonun implantasyon Uzerinde zarar verici
etkileri vardir.

Bu calismamizda, hsCRP ve CP10 seviyelerinin ovulasyon induksiyonu ve Ul
uzerindeki etkilerini arastirdik.

GEREG VE YONTEMLER

Zekai Tahir Burak Kadin Saghigi ve Egitim Hastanesi Ureme Endokrinolojisi
Bolumi’ne 2013 Ocak ile 2014 Nisan arasinda basvuran 42 hasta calismamizda
kullanilmistir. En az 1 vyilhk korunmasiz, duzenli cinsel iliskiye ragmen gebe
kalamayan kadinlar dahil edildi. Yerel etik komitesinden ve yazili olarak da
hastalardan onay alinmigtir.

Hastalarin 6zge¢mis ve infertilite hikayeleri kaydedilmistir. Higbir kadin hastamiz
sistemik bir hastaliga sahip degildi. Yas, BMI, infertilite suresi ve etyolojisi, dnceki
sikluslarin sayisi, su anki siklusun tipi kaydedilmigtir. Her hasta igin
histerosalfingografi, serum bazal hormon seviyeleri, ovaryan antral folikil sayisi,
eslerinin  spermiyogrami calisilmis ve kaydedilmistir. Ovulasyon indiksiyonu,



klomifen sitrat ve gonadotropinlerle devam ettiriimigtir. Tedavilerin total dozu kayit
edilmistir.

Bazal ultrasonografi soucunda bir onceki siklustan kalan kist gdzlenmezse adetin 5.
Gununde klomifen sitrat tedavisi baslandi. Dozu hastaya goére ayarlanmaktadir.
Klomifen sitrat 5 gun boyunca uygulanir. Sonra, dongunun 12’inci veya 13’uncu
gununde gelisen folikulleri kontrol etmek amaciyla transvaginal sonografi uygulanir.
Eger 18 mm veya daha buyuk folikuller saptanmissa, hcg uygulanip 36 saat sonrasi
Ul yapilir.

Gonadotropin  protokolunde adetin 3. Gunu bazal ultrasonografi sonrasi
gonadotropinler uygulanir. lla¢ dozu hastalarin dnceki siklusuna gore ayarlanir. Eger
18 mm veya daha buyuk folikuller saptanmissa, hcg uygulanip 36 saat sonrasi Ul

yapllir.

Endometrial kalinlik ve gelisen foliklil sayisi kaydedilir. LH ve dstradiol seviyeleri hcg
gununde degerlendirilir.

Masturbasyon yontemi ile elde edilen spermler swim-up tekinigi ile hazirlanir. Esnek
kanller aracih@i ile 0.5 ml sperm kaviteye enjekte edilir. inseminasyondan sonraki 2.
Ve 8. Gunlerde alinan kandan yuksek duyarliikta CRP(hsCRP) ve human
chaperonin 10 (Cp10) seviyeleri calisiimistir.

Serumdaki HsSCRP seviyeleri ELISA araciidiyla olgtlmustar. Tespit limiti 0.1
mg/ml’dir. Intra-assay ve inter-assay degisimleri sirasiyla %7.5 ve %4.1 den azdir.
Serum Cp10 seviyeleri ELISA yontemiyle degerlendirilmistir. Minimum tespit limiti
0.004 ng/ml’dir. Intra ve inter observer katsayilari %8 ve %10’dan azd.

Takip eden adetin gecikmesi durumunda hastalara hamilelik testi uygulanmigtir.
Gebelik testi igin sayisal beta HCG kan testi uygulanmigtir. Pozitif test i¢in cut-off
degeri 101U olarak saptanmistir. Klinik gebeligin tespiti i¢in ultrason degerlendiriimesi
kulaniimigtir.

istatistiksel analiz

istatiksel analiz igin, Windows'un sosyal bilimler istatistik paket
programi(SPSS) 20.strimu kullanildi. Sayi ve ylzdelik olarak ifade edilen kategorik
verilerde Ki-kare testi kullanildi. Devam eden veri analizinde T testi(normal dagilan
veriler igin) veya Mann-Whitney U Testi(normal olmayan dagilan verilerde)kullanildi.
Veriler ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi. Gruplar arasi karsilastirma
Wilcoxon Testi ile karsilastirildi. P degeri 0.05 ve alti anlamli deger olarak kabul
edildi.

BULGULAR

Ovulasyon indiksiyonu uygulamasindan sonra gebe kadinlar belirlendi. Sonrasinda
gebe kadinlarin verileriin=8) ve gebe kalamayan kadinlarin(n=34) verilerini
karsilastirdik. Klinik gebelik olarak tanimladigimiz fetal kardiak aktiviteyi 8 kadindan
6’sinda gozlemledik.

Gebelerin ortalama yaslari 23.75 = 5.97 ve gebe kalmayanlarin 29.08 + 5.51 idi
(p=0.027). Gebe gruptaki kadinlarin yaslann daha gencti. Ortalama boy-kilo



indexi(BMI) gebe grupta 23.4 + 2 kg/m2 ve gebe kalmayan grupta 24.9 + 2.9kg/m2
(p=0.175). Infertilite etyolojisi iki grup icin de tablo 1 de dzetlendi. Her iki grupta da
pek ¢cok hastada etyoloji agiklanamayan infertiliteydi (gebe grubun %75’inde ve gebe
kalmayan grubun %64.7’inde). Hastalarin infertilite surelerini degerlendirdigimizde,
gebe kalmayan grup daha uzun suredir infertildi. Ovulasyon indiksiyonu girigimi
ortalama sayilari iki grupta da benzerdi.(Tablo 1). Bazal hormon seviyeleri ve
ortalama antral folikll sayilari iki grupta benzerdi. Sperm parametreleri iki grupta
benzerdi ve higbir hasta da erkek faktoru yoktu.(tablo 1). Uygulanan ilag
dozlarinda(clomiphene citrate ya da gonadotrophin) farklilik yoktu. Ortalama gelisen
folikul sayisi iki grup icin de 2 idi ve farkhlik yoktu (0.782). Endometriyal kalinlik gebe
grupta 10.2 + 4.1mm ve gebe kalmayan grupta 124 + 9.2 mm idi (p=0.278).
Ortalama Estradiol, LH duzeyleri ve gunlik HCG seviyeleri benzerdi (tablo 1).

I[Ul'dan 2 gin sonra Chaperonin seviyelerini karsilastirdigimizda iki grupta da
istatiksel bir fark bulamadik (p=0.393). Ancak gebe grupta seviyeler daha yuksekti.
IUl'dan 8 gun sonra dlgtugumuiz ortalama Chaperonin seviyeleri gebe grupta anlamli
Olclide daha yuksekti (p=0.033) (tablo1) (sekil 1a). I[Ul’'dan 2 ve 8 Gln sonra élgulen
ortalama hsCRP seviyeleri iki grupta da benzerdi (p=0.928, p=0.659, sirasiyla)
(Tablo 1) (Sekil 1b). IUPdan 2 gin ve 8 gin sonra Cp10 seviyesindeki degisimi
degerlendirildigimizde gebe kadinlarin oldugu grupta anlamliydi (0.417den
0.488¢)(p=0.017)(sekil 1a).

Gebe kalamayan grubun Cp10 seviyelerindeki degisimi degerlendirdigimizde farkhlik
bulamadik (p=0.345)(sekil 1a). Gebe ve gebe kalamayan grupta 2.ve 8.gunler arasi
hsCRP seviyelerindeki degisim anlamli degildi (p=0.600,p=0.954,sirasiyla)(sekil 1b).

TARTISMA

Bu calismada , "hs crp” nin ovulasyon induksiyonunda ve intrauterin
inseminasyon sikluslarindaki seviyeleri degerlendirildi. Konak immun sistemi |,
implantasyon fazi i¢in onemlidir. Asiri immun cevap implantasyon ve hamilelik
sansini dusurebilir. “hs CRP” inflamasyonun duyarli bir belirtecidir. Nitekim , biz bu
belirteci hamile ve hamile olmayan bayanlarin immun cevaplari arasinda bir fark olup
olmadidini anlamak icin kullandik. Dahasi gebeligin erken bir belirleyicisi olan
“CP10” seviyelerini  basarili sikluslar ile basarisiz olanlar arasindaki farklari
kanitlayabilmek icin kullandik. inseminasyon sonrasi erken ve ge¢c ddnemler
arasindaki farklar arastirildi.

Sonuglarimiz gésteriyor ki ; ortalama yas ve infertilite suresi ortanca degeri hamile
olan grupta beklenildigi gibi daha kisaydi. Dahasi, 2. Gin Cp10 seviyelerinin hamile
ve hamile olmayan gruplarda benzer oldugunu bulduk. Hamile olan grupta
olmayanlara goére 8. Gundeki CP10 seviyeleri 6nemli miktarda ylUksekti. hsCRP
seviyelerinde ise 2. Ve 8. GuUn degerlendiriimelerinde gruplar arasinda bir fark
bulunamadi. Hamile gruptaki 2.gun ile 8. Ginu karsilastigimizda CP10 seviyelerinin
8. Gunde artmis oldugunu gdézlemledik. Fakat hamile olmayan grupta, 2. Gin ve 8.
Gun karsilastirmasinda azalmis CP10 seviyelerini goérdik. 2. Gin ve 8. Gun
degerlendirmelerinde hsCRP’nin hem hamile olan gruplarda hem de hamile olmayan
gruplarda 6nemli bir degisimi olmadigini goérdik. Literatlrdeki galigmalarda CRP
seviyelerinin IVF( in vitro fertilizasyon) sikluslarinda geliskili sonuglari vardir . Levin ve
arkadaslari yuksek CRP seviyelerinin kotld siklus sonuglari ile ilgili oldugunu



savunmaktadir. Tersine Almagor ve arkadaslari 2004 ve Orvieto ve arkadaslari CRP
seviyelerinin IVF sonugclar ile ilgili olmadigini gostermektedir. Bu konumuz ise
hsCRP seviyesinin IVF sikluslari ile iligkili olmadigini géstermektedir (Robinson ve
arkadaglari 2008)(Seckin ve arkadaglari 2012). Hs CRP seviyelerinde bir farklilik
bulunmadigi gibi IUl(intrauterine insemination) periodunun erken dénemlerinde de
bir seviye degisikligi bulunmadi . Bildigimiz kadariyla literatirde daha 6nce hs CRP
seviyelerinin ovulasyon induksiyonunda ve |Ul sikluslarindaki seviyeleri arastirilmadi.
Yapilan butun galismalar IVF sikluslarina ait idi.

Ovulasyon indiksiyonu ve IUl , secilmis ciftlerde ART ‘den dnce birinci basamak
tedavi seklidir . Tedavinin sonucunu 2 ana faktor etkiler ; fertilizasyondaki basari ve
implantasyondaki basari. Ancak , hastalardaki basarisiz sikluslarin sebebinin
hangisinden kaynaklandigini hala tam olarak tanimlayamiyoruz. Cp10 (erken
hamilelik faktort ) , implantasyon ve embriyonun hayatta kalmasi icin kritik neme
sahiptir. Yasamakta olan embriyonun markeridir (Morton , 1998) . Bu faktoér
embriyodan implantasyondan dnce salgilanir ve trofoblastlardan hCG salgilanmadan
once salgilanir. 2. Gin Cp10 seviyeleri 2 grupta da yakin bulduk fakat 8. Gin de
hamile olmayan grupta hamile olan gruba gore daha dusuk seviyede bulduk. Dahasi
CP10 seviyeleri hamile olan grupta artmis hamile olmayan grupta ise azalmisti .Bu
sonuglar gosteriyor ki , CP10 salgilanmasi hamile olmayan grupta fertilizasyonun
oldugunun kanitidir. Daha sonra CP10 seviyelerinin dismesi implantasyonun
basarisiz oldugunu ve embriyonun kaybedildigini gosterir (8. GUn sonugclari ) .Bu
CP10 daki disus embryonun implantasyondan énce kaybedildigini agiklamaktadir .
Bu sonuglar daha 6nce CP10’nun clomiphene cytrate sikluslarinda subklinik
hamilelik kayiplarinin tanimlanmasi igin yapilan ¢alismalar ile uyumludur (Shahani ve
arkadaslari 1995 ).

Cheng ve ark., cerrahi abortus uygulanan hastalarda, cerrahi sonrasi 5-7. Glinde
Cp10 seviyesindeki negatif kontrol seviyelerine ani distsu gostermiglerdir (Cheng et
al., 2000).

Bildigimiz kadariyla 1Ul sikluslarindaki olculebilir CP10 ve hsCRP seviyelerinin
arastinldigr  ilk c¢alhsma bizimkidir. Calismadaki limitayon, duslik o&rneklem
bayuklugudur. Sonuglar, daha genis gruplarda tekrarlanmalidir.

Ozetle, 1UI sikluslarindaki CP10 seviyeleri daha detayli degerlendiriimelidir. CP10
seviyeleri, fertilizasyonun erken evrelerinde daha yuksek iken ve gebe kalan
hastalarda ilerleyen glnlerde artis gdstermektedir; gebe kalamayan hastalarda ise
ilerleyen gunlerde dususe gecmektedir.
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Tablo I. Demografik veriler, infertilite etyoloji ve siiresi, bazal hormone seviyeleri, spermiogram
parametreleri, siklus tipi ve ilag dozu, siklus sonuglari, chaperonin 10 ve yiiksek sensitiviteli CRP
seviyeleri. (BMI: viicut kitle indeksi, FSH: Folikiil stimiile edici hormon, LH: Luteinize edici hormon,
hCG: insan koryonik gonadotropini, hsCRP: yiiksek sensitiviteli CRP.)

hCG positive (n=8) hCG negative (n=34) P value

Age (years) 23.75+5.97 29.08 £ 5.51 0.027
BMI (kg/m°) 23.4£20 249+2.9 0.175
Infertility etiology

PCO 2 (%25) 10 (%29.4)

Unexplained 6 (%75) 22 (%64.7)

Endometriosis 0 2 (%5.8)
Infertility Duration 25+0.93 41+272 0.017
(years)
Number of Cycle 1.5 (1-4) 3(1-13) 0.068
FSH (mIU/ml) 7.77 £2.23 6.45 +1.46 0.061
LH (mIU/ml) 5.70 + 3.02 5.83 +4.80 0.943
Antral Follicle 7 (4-19) 10 (2-19) 0.428
Count
Sperm Volume (ml) 246+1.1 2.57 +1.22 0.832
Sperm Count 132.70 £ 76.44 107.76 + 68.29 0.392
(million)
Total Functional 24.05 + 20.12 17.53 +£12.69 0.398
Motile Sperm Count
(million)
Total Clomiphene 375+136.9 446.4 +174.8 0.387
Dosage (mg)
Total Gonadotropine 762.5+53.0 1067.5 + 463.5 0.392
Dosage (Units)
Follicle Count 2 (1-2) 2 (1-8) 0.782
Endometrial 74+19 83+22 0.278
Thickness (mm)
LH on the day of 10.2+4.1 124+9.2 0.372
hCG administration
(mlIU/ml)
Estradiol on the day 406.7 +172.3 693.5+651.1 0.059
of hCG
administration
(pg/ml)
Chaperonin on the 0.417 +0.313 0.313+0.172 0.393
2" day (ng/ml)
Chaperonin on the 0.488 + 0.323 0.289 +0.173 0.033
8" day (ng/ml)
hsCRP on the 2™ 700.3 + 533.3 1021 + 904.7 0.391
day (ng/ml)
hsCRP on the 8" 1028.3 + 1458.9 992.4 + 668.6 0.374

day (ng/ml)
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Figiur 1. Zamana bagh Cp10 ve HsCRP seviyelerindeki degisim goriilmektedir. Figur (a)'da
Cp10 seviyelerinde gebe grupta artis1 gebe olmayan grupta azalmay1 gostermektedir. Figur
(b) HsCRP seviyelerini gostermektedir. Gebe gruptaki CRP yiiksekligi istatistiksel olarak
anlamh degildir.



