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1. GIRiS

Infertilite, herhangi bir dogum kontrol yontemi kullanmaksizin, diizenli cinsel
iliskiye ragmen bir yil siire ile gebe kalimamama durumu olarak tanimlanmaktadir.
Toplumda ¢iftlerin yaklasik %10-20’sini etkileyen ¢cok boyutlu ciddi bir problemdir.
Temel olarak erkek ve kadina bagl bircok etmen infertilite de yer almaktadir (1,2).
Son yillarda infertiliteye yonelik tedavilerde c¢ok ciddi adimlar atilmis olmasina
ragmen elde edilen basar1 oranlar1 istenilen seviyeye ulasamamistir. Uremeye
yardimc1 tedavilerde basar1 oranlarini artirma yolundaki arastirmalar ise halen

siirmektedir (3).

Infertilite tedavisinde, {iremeye yardimei tedaviler kullanilarak kontrollii over
hiperstimiilasyonu yapildig1 halde, ovulatuvar bozukluklardan PCOS halen en sik
karsilagilan problemlerden biri iken (4) erkek infertilitesi oranlar1 ise giinden giine

artmaktadir (5).

Granuloza hiicreleri, ovaryan folikiiliin somatik hiicrelerini olusturur. Oosit
kalitesinin disi fertilitesi lizerinde anahtar bir rolii vardir. (6-10). Oositler folikiil
icerisinde olgunlasip gelistiklerinden granuloza hiicreleri ile karsilikli ve yogun bir

etkilesim i¢indedir (6-14).

Hiicresel bir¢cok islevin yerine getirilmesinde iyonlar temel olarak gorev
almaktadir. Tkincil haberci olan kalsiyumun evrenselligi, bir¢ok hiicresel reaksiyonda
istlendigi gorevden kaynaklanmaktadir. Cok kisa siirelerde degisen bu iyon dengesi

ise kalsiyum sinyalini olusturmaktadir.

Programli hiicre 6limii olarak da bilinen “Apopitoz” bir¢ok arastirma
sonucunda tanimlanabilmistir. Bu konuda birgok arastirmaci apopitozun
diizenlenememesinin bircok insan patolojisi ve infertiliteye neden oldugunu

saptamustir (15).

Fagositik aktivite ve mitokondriyal fonksiyon gibi normal fizyolojik sartlar

altinda hiicresel reaksiyonlar sonucunda olusan serbest radikaller, ROS olarak



adlandirilmaktadir. Birgok antioksidan tamponlama mekanizmasi tarafindan etkisiz
hale getirilebilmekte iken dengenin bozulmast ise oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir. Katyon kanallari aktivasyonu yoluyla sitozole akan Ca™ iyonlar1
mitokondride porlarin agilarak depolarizasyonu neden olarak ROS iiretiminin daha
da artmasma neden olmaktadir. Bu artan ROS TRPV1 ve voltaja duyarh kalsiyum
iyon kanallarim1 daha fazla agarak hiicre disindan igine Ca™ akisina neden
olmaktadir. Bu zincirleme olaylar ya hiicrelerin calismasmi zorlastrmakta veya
hiicreleri apopitozise gotiirmektedir (16, 17). Biitiin bu patofizyolojik olaylarda
oksidatif stres, kaspaz aktiviteleri, apopitozis, mitokondriyal depolarizasyon

oranlarida degisiklikler gozlenmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, granuloza hiicreleri ve oositler arasindaki
kanallarin, sadece metabolit transferinde onemli olmadigini, ayn1 zamanda oositin
mayotik duraklamasmnimn siirdiiriilmesinde de 6nemli rol {istlendigini gostermektedir.

Bu kanallarin 6nemi ise giinden giine artmaktadir (4, 18, 19, 20).

Cesitli arastiricilar  yaptiklar1  caligmalarda granuloza hiicrelerindeki
apopitotik cisimlerin bulunusunun IVF basarisinda kotii prognozun belirlenmesinde
prediktif olabilecegini bildirmis ve hamile olan grupta apopitotik granuloza hiicre

indeksi 0;01 den diistik bulmuslardir (11, 21-25)

Yapilan baz1 ¢caligmalarda infertilite de ROS iiretiminin arttig1 bildirilmistir.
Granuloza hiicrelerinin antioksidanlari iireterek oositi ROS’larin zararh etkilerinden
korudugu belirlenmistir. Cesitli arastiricilar yardimci tireme tekniklerinde elde edilen
basar1 oranlarinin gamet ve embriyo kalitesi tarafindan etkilendigini, folikiiler sivi ve
granuloza hiicrelerinin oositle yakin iliskide olduklarindan bunlarin incelenmesi ile
elde edilen sonuclar IVF basarisi tespit etmede kullanilabilecegini rapor etmistir.
Ornegin granuloza hiicrelerindeki gelistirilmis ROS iiretimi diisiik oosit fertilizasyon
kabiliyeti, diisiik embriyo kalitesi ve azalmis implantasyon oranlar1 ile iliskili
bulunmustur. Sonucta oksidatif stres lireme ve gelisme patolojisi ile iliskili gibi
durmaktadir. Granuloza hiicrelerindeki antioksidan enzimler oosit maturasyonunu
diizenler ve yardimci iireme tekniklerindeki basar1 oranlar1 ile iliskilidir. Ureme ve
fertilizasyonun diizenlenmesinde ROS ve antioksidanlarin 6nemi dikkate alinmalidir

(26-31)



Ayrica cesitli arastiricilar kalsiyumun granuloza hiicrelerinde mayozun
ilerlemesi ve devami ile maturasyon ve dollenmede etkili oldugu diisiinseler de ek

calismalara ihtiya¢ bulundugunu belirtmiglerdir (32-36).

Yaptigimiz literatiir calismalarinda TRPV1 aracili kalsiyum girisini granuloza
hiicrelerinde gdsteren bir ¢alismaya rastlamadik ancak Shukla ve ark (2012) ¢esitli
katyon kanallarinin sperm fizyolojisi ve fertilite de etkili oldugunu bunlardan bir
tanesinin de TRP kanali oldugunu soylemistir. Benzer sekilde PCOS hastalarinda
kalsiyum sinyalinin TRPV1 kanal1 yoluyla etki gosterdigini bildirmislerdir (37).

Tez calismamda farkli infertilite nedenleri ile IVF sikluslarinda tedavi géren
hastalardan elde edilen granuloza hiicrelerinde, oksidatif stresin, kalsiyum sinyalinin,
apopitoz ve apopitotik yolaklarin nasil etkilendigini ve TRPV1 kanallarmin etkisinin

olup olmadigini degerlendirmeyi amagladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. infertilite

2.1.1. infertilite tanim

Infertilite, bir yillik korunmasiz iliski sonrasinda gebelik olmamasi olarak
tanimlanmaktadir. Daha once hi¢ gebelik olmamissa primer infertilite, daha once
canli dogumla sonuglansin veya sonuglanmasin en az bir gebelik olmussa sekonder
infertilite olarak siniflandirilabilir. infertil ¢iftlerin yaklasik %30’unda primer erkek
faktorii vardir, % 20-30’unda ovulatuvar bozukluklar, %20-30 tubal peritoneal
patoloji ve geriye kalani nedeni agiklanamayan infertilite vakalarini kapsar. Yine
yaklasik % 20-30’unda erkek faktorii ile birlikte kadma bagli faktorler bulunur (38-
41).

Bir menstriiel siklusta, gebe kalabilme olasiligina fekundabilite, bir siklusta
canli dogum olma olasiligina ise fekundite denir. Geng saglikli c¢iftlerde, her
ovulatuar siklus basina gebe kalabilme sansi, yani fekundabilite % 20-25 iken, kadin
yas1 arttikca fekundabilite de diigser. Birinci yilin sonunda ¢iftlerin % 85-90 nin da
gebelik gerceklesir. Infertilite, iireme ¢agmdaki ciftlerin % 10-15" inde goriiliir (5,
42, 43).

2.1.2. infertilite Nedenleri

Her iki cinste de lireme sistemlerinin temel islevi, kadin ve erkek gamet

hiicrelerinin iiretilmesi ve {ireme hormonlarmin salgilanmasidir. Bu iki temel



mekanizmanin kusursuz olarak islevini yerine getirebilmesi i¢in her iki cinste de
normal genetik yapmin varligy, iyi ¢alisan saglam ve fonksiyonel bir hipotalamus ve
hipofiz, kadinlarda overlerin varligi ve islevsel olusu ile Miiller kanalindan gelisen
fallop tiipleri, uterus ve yine Miiller kanali ve iirogenital siniisten kdken alan vajen
ile normal dis genital oganlarin varligi, erkeklerde skrotum igerisine yerlesmis
testisler, Wolf kanalindan gelisen yapilarin (epididim ve Vaz deferens) normalligi,
yardimci salg1 bezlerinin (seminal vezikiiller, prostat ve bulbotiretral bezler) calisiyor

olmas1 ve fonksiyonel bir penis gerekmektedir (5, 44).

Ureme islevinin kusursuzca calisabilmesi hem kadm hem erkekte tiim bu
anatomik, hormonal ve fizyolojik sistemlerin bir ahenk icerisinde ¢alistyor olmasina
baghdir. Aksine bir durum, tireme islevinde bozulma yani infertilite olarak karsimiza

cikar.

Kadina ait infertilite nedenleri

o Ovulatuvar bozukluklar

o Tubal/Peritoneal faktorler

. Servikal ve immiinolojik faktorler
o Uterin faktorler

o Diger (5, 45, 46).

Erkege ait infertilite nedenleri

° Endokrin hastaliklar
° Anatomik bozukluklar
o Anormal spermatogenez

o Anormal motilite (5, 45, 46).

2.1.2.1. Ovulatuvar bozukluklar

Kronik anovulasyonun % 80 nedeni olan Polikistik Over Sendromu ilk olarak

1935 yilinda Irving F. Stein ve Michael L. Leventhal tarafindan amenore,



anovulasyon ve biiylik polikistik overlerle karakterize semptom kompleksi olarak

tanimlanmistir (5, 47)

Polikistik over, makroskobik olarak normal over biyikliigiiniin 2-5 kati
kadardir. Gros olarak beyaz bir kapsiille ¢evrilidir. Ayni sayida primordiyal folikiil
vardir, ancak gelisen ve atreziye giden folikiil sayis1 iki kat artmistir. Mikroskobide
yilizeyel korteks, fibrotik ve hiposelliillerdir ve damarlar1 igerir. Kiigiik atrofik
folikiillere ilaveten, artmis sayida luteinize teka interna iceren folikiiller de vardir
(48). En distaki tunika kalinlig1 1/2 kat, kortikal stroma 1/3 kat, subkortikal stroma 5
kat artmistir. Stromadaki artig, hem teka hiicre hiperplazisine hem de asir1 folikiil
atrezisine baglhidir. Over hilus hiicre topluluklar1 normalden 4 kat fazladir (Hugheston

1982).

Normal kadmlarla karsilastirinca siirekli anovulasyonu olan Polikistik Over
Sendromu (PCOS)'lu olgularda, Luteinizan hormon (LH) konsantrasyonu daha
yiiksek, Folikiil uyarici hormon (FSH) konsantrasyonu ise diisiik veya normalin alt
sinirindadir (50). Yiksek LH ve diisiik FSH seklindeki gonadotropin tablosunun
Gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) salgisinin frekansinda artis sonucunda
hipofizde kismi duyarlhilik kaybina bagli olmasi da miimkiindiir (51). Hipofiz ve
hipotalamustaki duyarlilik artisina, dstrojen diizeylerinde yiikselmenin neden oldugu
diistiniilmiis, fakat son zamanlarda seks hormonu baglayan globulin (SHBG)
konsantrasyonunda azalmanin da bu konuda etkin bir faktor oldugu bildirilmistir. LH
diizeyinde yiikselme de serbest Ostradiyol diizeyindeki ylikselme ile pozitif bir
baglant1 gosterir. FSH diizeyi tam supresyona ugramadigindan siirekli olarak yeni
folikiiller gelismekte ancak tam olgunluga erisememekte ve ovulasyon
olmamaktadir. Bdylece bazen 15mm’ye dek biiyliyebilen, ¢ogunlukla 2-8 mm

capinda olan ¢ok sayida folikiil kistleri olugsmaktadir (5).

Atrezi sirasinda granuloza tabakasinda dejenerasyon olusmamaktadir. Yine
atrezi sirasinda overin stroma bolimiine katkida bulunan teka hiicreleri varligini
siirdiirmekte ve bu teka hiicreleri androjen salgilamaya devam etmektedir. Artmis LH
diizeyine cevap olarak androjen salgis1 hizlanir. Daha sonra kisir dongii ile ylikselmis

androjen diizeyleri ekstraglandiiler olarak androjenden Ostrojene doniisiimii arttirir,



SHBG sentezi baskilanir. Sonugta Ostrojen diizeyinde yiikselmeye neden olur.

SHBG'de azalma, serbest testosteronda iki kata yakin bir artisa neden olmaktadir (5).

2.1.2.2. Tubal Faktor

Infertil ¢iftlerin % 30-35’inde goriiliir. Laparoskopik adezyolizis sonrasi, ilk
bir yil igersinde, gebelik sans1 % 50, hafif dereceli distal okliizyonlarda gebelik sans1
%380, orta dereceli okliizyonlarda % 30, ciddi okliizyonlarda ise % 15 dir. Distal
tubal okliizyonlari prognozunu belirleyen adezyon disindaki faktorler, tubal kalinlik
ve ampuller mukozal yapidir. Birgok gebelik cerrahiden sonraki iki yil i¢inde

gerceklesir.

2.1.2.3. Agiklanamayan infertilite

Infertil ¢iftlerin % 10-15’inde goriiliir. Bu hastalar, normal semen ve normal
ovulatuar fonksiyona sahip, normal uterus yapist ve bilateral tubal agikligi olan
hastalardir. Bu hastalarda siklus fekunditesi (¢iftin fertilite potansiyeli) % 2-4 tiir.

Tedavi siklus fekunditesini arttirmaya yoneliktir (52).

2.1.2.4. Erkek faktorii ve Semen Analizi

Infertil giftlerin yaklasik % 20-30’unda primer erkek faktorii vardir. % 20 ila
30’unda ise ortak faktorler s6z konusudur. Ayrica erkek faktor degerlendirilmesinde
sperm analizi biiyiik nem tasimaktadir. Ug giinliik koitus yasagmdan sonra erkekten

masturbasyon yontemi ile alman spermler, ejakulatin volumune, viskositesine,



spermlerin sayisina, morfolojisine ve motilitesine gore degerlendirilir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) 2010 yil1 kriterlerine gdre normal semen parametrelerine sahip bir

erkegin degerleri asagidaki tablodaki gibidir (5, 45, 46, 53)

Parametre WHO 2010

1. Miktar (voliim) 1.5ml

2. ph >7.2

3. ml de sperm say1s1 (konsantrasyon) >15 milyon/ml
4.Total sperm sayis1 >39 milyon/ml
5. Hareketlilik (motilite) %40

6. Sekil (morfoloji) >%4

7. Canlilik >58

8. Lokosit <1 milyon/ml

Tablo 1. Semen Analizi Normal Degerleri (WHO 2010) (54)

2.1.3. infertilite Tedavisinde In Vitro Fertilizasyon Yontemleri

Gebelik sonuglarini artirmak i¢in oosit, sperm ve embriyonun manipiile
edilebilecegi bir¢ok teknik tanimlanmistir. Bunlar gamet intra fallopian transfer
(GIFT), zigot intra fallopian transfer (ZIFT), in vitro fertilizasyon (IVF) ve embriyo
transferi (ET) ve intrastoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) prosediirlerini
icermektedir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlar ilk kez 1970 yilinda gergeklestirilen
IVF-ET, ilk kez 1992°’de bildirilen ve son yillarda popularite kazanan ICSI

uygulamasidir.



2.1.3.1. Klasik IVF ve ICSI Yontemi

IVF prosediirii icin toplanan semen, swim up ya da gradient santrifuj
yontemleri ile isleme tabi tutulur. Ardindan spermler proteinle desteklenmis ortamda
kapasitasyonu gerceklestirmesi i¢in 4 saate kadar inkiibe edilir. Ovum basina en az
100.000 kapasite olmus sperm ovumla beraber inkiibe edilir ve 18 saat kadar sonra

oositler fertilizasyon agisindan incelenir (55).

Diisiik sperm sayisinda, sperm motilitesi az ve morfolojisi bozuk oldugunda
klasik IVF basarisiz olur (56). Bu durumda bir ovumun fertilizasyonu i¢in sadece
fonksiyonel bir genomu ve sentrozomu olan bir spermatozoa yeterli oldugu ICSI
islemi kullanilmaktadir. Boylece kapasitasyon, hiperaktivasyon, zona pellusida (ZP)
ve oolemmanin tanmmasi ve gecilmesi sathalar1 atlanmis olmaktadir. ICSI ile
immotil ve vital olmayan spermatozoa ile fertilizasyon oranlar1 diismektedir. Bunun
disinda konsantrasyon morfoloji (globozoospermi disinda) ve yiliksek antisperm

antikor konsantrasyonlar1 ICSI basarisini etkilememektedir.

ICSI i¢in 6ncelikle oositler 6n inkiibasyon i¢in 37°C ve %5 karbondioksitli
(CO,) ortamda 1 ile 3 saat arasinda bekletilmektedir. ICSI islemi uygulanacak
petriler hazirlanmakta, bu petrilerin i¢inde, i¢ine oosit konulan her biri 5 ul’lik 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) tamponlu damlalar
hazirlanmakta, damlalarin yanina polivinilpirolidin (PVP) iceren diger bir damla
daha eklenmektedir. PVP damlacigi spermler i¢in eklenmektedir. Damlalarin {izeri

CO; ile dengelenmis mineral ve yag ile ortiilmektedir.

Hazirlanan petri kaplar1 inkiibatére konulmakta, 6n inkiibasyona alinan
oositler enzimatik (hyaliironidaz) ve mekanik yollarla deniidasyon islemine tabi
tutulmaktadir. Dentlidasyon islemi ile oositler kumulus ve korona hiicrelerinden
arindirilmaktadir. Bu islemin yapilmasinda iki amag¢ vardir. Birincisi oositin
etrafindaki hiicrelerin islem sirasinda ICSI pipetini tikamasina engel olmak, ikincisi
ise oosit matiirasyonunun tam olarak tespit edilebilmesini saglamaktir. Bu islem

yapilmaksizin oosit etrafinda bulunan kumulus hiicreleri, goriintiiniin net olarak



izlenmesini engellemektedir. Ciplak birakilmis oositlerin ZP’leri, germinal vezikiil
ve 1ilk polar -cisimcikleri, perivitellin araliklar1 incelenerek oosit kalitesi
degerlendirilmektedir. ICSI isleminde haploid kromozoma sahip, 1. polar cisimcigi
gozlenebilen metafaz 2 (MII) oositler kullanilmaktadir. PVP igine zenginlestirme
islemi yapilan spermler konmakta, HEPES tamponlu damlalara da tek tek

deniidasyon islemi yapilmis olan oositler konmaktadir.

OPU isleminden yaklasik 4-6 saat sonra ICSI pipeti ile sperm kuyruguna
hafif bir basi olusturularak immobilizasyon saglanmaktadir. Sperm immobilize edilip
pipet i¢ine alindiktan sonra i¢inde oosit bulunan damlaya gidilmekte ve polar cisme
miimkiin oldugu kadar uzak bir noktadan oolemma delinerek ooplazmanin ortasindan
bir miktar alinarak manipiile edilmekte daha sonra sperm yavas bir ekspirasyon ile

verilmektedir.

Fertilize olmus oositin ilk degerlendirilmesi ICSI isleminden 16-18 saat sonra
yapilmaktadir. Yapilacak ilk inceleme proniikleuslar ve kutup cisimciklerinin varlig
ve morfolojileri {izerine olmaktadir. Transfer edilecek embriyonun se¢iminde en
onemli kriterlerden birisi blastomer sayismin giin ile uyumudur. Ikinci giin
kontrollerinde 2 ila 4 blastomerli embriyolar olusmus olmalidir. Blastomerlerdeki
niikleer fragmantasyonun <%?20 olmasi iy1 kalitede embriyo olarak adlandirilmalari

icin gereklidir.

Ancak fragmantasyonun hi¢ olmamasi kalitenin ¢ok daha iyi oldugu seklinde
degerlendirilebilmektedir. Vakuoliizasyonun bulunmasi1 degerlendirmede negatif
kriterler arasmmda bulunmaktadir. ZP’nin kalinligi normal, rengi acik olmali,
perivitellin aralikta debri bulunmamalidir. Ugiincii giin yapilacak kontrollerde
blastomer sayisinin en az 7 veya 8 olmasi beklenmektedir. Gelisimi ¢ok 1yi olan
embriyolarda {i¢ilincli giiniin sonunda kompaktlasmanin basladig1 goriilebilir. Bu tiir
embriyolarin gelisim potansiyeli ve basarili implantasyon orami fazladir. Dordiincii
gilin blastomerler aras1 baglant1 kompleksleri olusmakta, besinci giin blastomerlerin
arasinda sivi birikerek blastokist olusmaktadir. Blastokistteki sivi boslugunun
genislemesi ile birlikte blastomerler iki farkli hiicre grubunu olusturmaktadirlar.
ZP’nin altin1 ¢evreleyen hiicre grubuna trofoblast denir. Merkezi olarak yerlesen

blastomer grubuna i¢ hiicre kitlesi adi verilir. Fetus i¢ hiicre kitlesinden meydana
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geleceginden dolayr embriyoblast adi da verilmektedir. Embriyo kalitesinin
degerlendirilmesinde blastosel yapisi, i¢ hiicre kitlesi, trofoblast hiicrelerinin yapisi
gbz dniinde bulundurulmaktadir. I¢ hiicre kitlesinin degerlendirilmesinde hiicrelerin
sikica ve bir arada olmasi embriyo kalitesinin olumlu oldugunu gosterir. Trofoblastik
doku ¢ok sayida hiicre ve siki epitelyum igermelidir. Blastokist boslugunun da biiyiik

olmas1 implantasyon oranlarini artirmaktadir.

2.2. Ovaryum embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik olarak dollenme sirasinda belirlenmis olmasina
karsin, gonadlar gelisimin 7. Haftasina degin erkek ya da disi yapisal 6zellige sahip
degillerdir (57).

Cinsiyetin farklanmasi ¢ok sayida genin rol oynadigi karmasik bir siirectir.
Sex Determining Region Y (SRY, Y kromozomunun iizerindeki cinsiyet belirleyici
bolge) kromozomunun kisa kolunda (Ypl1) bulunur ve cinsiyet belirleyicisidir. Bu
genin protein Urlni olan transkripsiyon faktorii, gelismemis durumdaki lireme
organlarmin cinsiyetini belirleyen genleri harekete gecirir. SRY geni Testis
Belirleyici Faktor‘diir (TBF). Bu faktoriin var olmas1 durumunda fetusun cinsiyeti

erkek, yoklugunda ise kizdir (57).

Gonadlar baslangigta sdélom epitelinin ¢ogalmasi ve altindaki mezensimin
yogunlasmasiyla olusmus bir ¢ift genital ya da gonadal kabartilar seklinde belirirler.

Geligimin 6. haftasina kadar bu kabartilar i¢cinde {ireme hiicreleri goriilmez (57,58).

Ilkel (primordiyal) {iireme hiicreleri, gelisimin 2. haftasinda primer
embriyonik ektodermden (epiblast) koken alirlar. Daha sonra epiblasttan ayrilarak
ameboid hareketlerle vitellus kesesinin ekstraembiyonik yapilarina go¢ ederler.
Baslangicta embriyonun kaudalinde yerlesik ekstraembriyonik mezodermde
goriiliirler, sonra vitellus kesesi duvari endoderminde izlenirler. Gelisimin 4.
haftasinda son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek 5. hafta basinda

ilkel gonadlara ulasirlar. 6. haftada ise genital kabartilara yerlesirler. ilkel iireme
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hiicrelerinin izledigi bu yola germ cizgisi (hatt) denir. ilkel iireme hiicreleri agik
renk sitoplazmalar1 ve oval sekilleriyle ayirt edilirler. Bu hiicreler genital kabartilara
ulagamadiklarinda gonadlar gelisemez. Gonadlarm ovaryum ya da testise

farklanmalarinda ilkel {ireme hiicrelerinin tetikleyici etkisi vardir (57,58).

Ilkel iireme hiicrelerinin ilkel gonadlara ulasmasindan hemen &nce ve
ulagsmast sirasinda, genital kabartinin epiteli ¢ogalir ve epitel hiicreleri altindaki
mezensimin i¢ine gomiiliirler. Burada ilkel cinsiyet kordonlar1 olarak adlandirilan
diizensiz sekilli kordonlar1 olustururlar. Erkek ve disi embriyolarda bu kordonlar
ylizey epiteline baglidir ve bu evrede erkek ya da disi gonadlarinin birbirinden ayirt
edilmesi olanaksizdir. Bu nedenle bu evreye farklanmamis evre, bu gonada da

farklanmamis gonad denir (57).

XX kromozomlar1 ovaryumun gelisimi i¢in genler icerir. 10. haftaya kadar
ovaryumlar histolojik olarak aymrt edilmezler. XX kromozomlarina sahip disi
embriyolarda, ilkel cinsiyet kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir. ilkel iireme
hiicresi gruplar1 igeren bu kiimeler, daha c¢ok ovaryumun medullar boélgesinde
yerlesmislerdir. Bu hiicre kiimeleri bir siire sonra kaybolarak yerlerini damarl
stromaya (medulla) birakirlar (57, 58). Disi gonadin yiizey epiteli, erkek gonadin
aksine cogalmay siirdiiriir. 7. haftada yiizey epitelinden kdken alan hiicre kordonlar1
alttaki mezensim i¢ine gomiiliir. Bunlar yiizeye yakin yerlesirler ve ikincil kordonlar

olarak adlandirilirlar.

4. ayda, bu kordonlar bir ya da daha cok sayida ilkel iireme hiicresini
cevreleyen izole hiicre topluluklari haline gelirler. Bu iireme hiicreleri zamanla
oogonyumlara doniisiirken ylizey epitelinden asagiya goc¢ eden ve lireme hiicrelerini
cevreleyen epitel hiicrelerinden de folikiiler hiicreler olusur (57, 58). Germ hiicreleri
gocleri swrasnda bir yandan da ¢ogalirlar. Bunlar spermiyum ve oositlerin
onciilleridir. 6. haftanin sonunda mitoz boliinmeyle cogalan hiicrelerin sayilari
kadardir (59, 60). Ovaryum farklilagsmasimnin ilk belirtileri 6 ile 8. haftalar arasinda
germ hiicrelerinin hizla mitotik boliinmesidir. Bu bdliinme sonucunda 16 ile 20.
haftalar arasinda yaklasik 6-7 milyon oogonyum olusur. Bu evreden baslayarak

ovaryumun iireme hiicre sayis1 geri doniisiimsiiz azalir ve yaklasik 50 yil sonra da
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tim oosit igerigi tiikkenir. 20’li yaslarda 104.000, erken 30’lu yaslarda 33.000
diizeyine inen folikiil ve oosit sayis1 40’11 yaslarda 7900’e kadar diiser (59).

arter ve tunika albuginea

germinal epitel primordial folikiil

venler

medulla

korteks

karpus luteum 7 s
P korpus albikans Biwyitven folikiiller

Sekil 1: Ovaryumun genel histolojik kesitinin sematik goriiniimii (61)

2.2.1. Oogenezis

Ilkel iireme hiicreleri, disi gonada wulasir ulasmaz genetik olarak
oogonyumlara farklanirlar. Ardi ardina gegirdikleri mitotik boliinmelerle ¢ogalan
oogonyumlar 3. aym sonunda kiimeler halinde dizilir, yassi epitel hiicreleriyle
cevrelenirler. Yassi epitel hiicreleri folikiil hiicreleri olarak isimlendirilirler ve
ovaryum yiizey epitelinden koken alirlar. Bir kiime i¢indeki oogonyumlarin timii,
tek bir ilkel iireme hiicresinden gelisir (57). Oogonyumlarin ¢ogunlugu mitozla
boliinmeyi siirdiiriirken, bir kismi boliinmesini 1. Mayoz bdlinmenin profaz
evresinde durdurarak primer oositlere farklanir. Bundan sonraki birka¢ ay iginde
oogonyumlarin sayist hizla artar. Gelisimin 5. aymda ovaryum igindeki germ

hiicrelerinin sayis1 ortalama 7 milyona ulagir. Bu evreden sonra hiicre dliimii baslar.
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Cok sayida oogonyum ve primer oosit atretik hale gelir. 7. ayda yiizeye yakin
yerlesmis birka¢ oogonyum disinda ¢ogu dejenere olur. Hayatta kalan primer
oositlerin tiimii I. Mayoz boliinmenin profaz evresine girerler ve her biri tek sira
yassi1 folikiil hiicre katmaniyla cevrelenirler. Primer oosit, ¢cevresindeki yassi epitel
hiicreleriyle birlikte primordiyal folikiil adin alir (57). Doguma yakin evrede primer
oositlerin tiimii I. Mayoz boliinmenin profazinin diploten evresindedirler. Primer
oositler puberteye degin dinlenme evresinde kalirlar ve birinci mayoz bdliinmelerini
tamamlamazlar. Bu siire boyunca oosit olgunlasmasi folikiil hiicrelerince salgilanan
oosit matiirasyon inhibitdrii (OMI) ile baskilanir. Dogumda ovaryumlardaki primer
oosit sayist 700 bin ile 2 milyon arasinda degisir. Puberteye degin bunlarin biiyiik
cogunlugu atretik hale geldiginden, puberte baslangicindaki bu say1 400.000° e diiser
ve 500°’den daha azi1 bir kadinmn ilireme dongiisii i¢inde ovulasyonla atilir. Digerleri
cesitli gelisim evrelerinde dejenere olup atretik hale gelir. Geg olgunlasan oositlerin

bazilar1 40 yil siiresince I. Mayoz boliinmenin profaz evresinde bekler (57-59).

Puberteye gelindiginde disi gonad primordiyal folikiillerden beslenen bir
folikiil havuzuna sahip olmus durumdadir. Her ovaryal dongiide bu havuzdan se¢ilen
5 ile 15 arasinda degisen sayida primordiyal folikiil, primer (preantral), sekonder
(antral) ve Graaf (tersiyer, preovulatuvar) olarak adlandirilan 3 asamadan gegerek
olgunlasmaya baslar. Bunlar arasinda en uzun olan1 antral folikiil evresidir.
Preovulatuvar evre yaklasik 37 saat siirer. I. Mayoz boliinmenin diploten evresinde
dinlenme asamasinda olan primer oosit biiylimeye baslar. Bekleme evresinden ¢ikan

bu folikiillere primer folikiil denir ve bunlar iki tiptir:

1. Tek katmanli primer folikiiller: Bunlarin c¢evresinde tek sirali kiibik

folikiiler hiicreler bulunur.

2. Cok katmanlhi primer folikiiller: Cok smrali folikiil hiicre katmaniyla
cevrilidirler. Folikiiler hiicreler, kendilerini ovaryum stromasindan ayiran bir bazal

lamina ile desteklenir.

Primer folikiil evresinde primer oosit ZP denilen glikoprotein bir kilif
sentezlemeye baslar. ZP folikiil hiicrelerini oositten ayirir. Folikiiler hiicrelerin ince
sitoplazmik uzantilar1 ZP’yi deler ve oositin mikrovilluslariyla iliski kurar. Iliski

bolgelerinde oluklu baglantilar bulunur (58, 57, 62). Bunu izleyen evrede folikiil
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hiicreleri siirekli olarak ¢ogalip ¢ok katmanli folikiil hiicrelerini olustururlar. ZP
kalinlasir. Folikiilii ¢evreleyen stromal hiicreler, teka (kilif) denilen hiicresel bir kilif
olusturulacak sekilde diizenlenirler. Teka katmani daha sonra iki tabakaya farklanir:
(1) Teka interna (i¢ kilif) (2) Teka eksterna (dis kilif). Gelismekte olan folikiiliin
bazal laminasina komsu, iyi damarlanmis teka interna katmani hiicreleri steroit salgi
olusturur. Teka eksterna ise kapstil benzeri bir bag dokusu katmanidir ve ovaryumun

stromasi ile karisir. Bu hale gelen folikiil sekonder folikiildiir (62).

Folikiiler hiicreler arasinda, kiigiik hiicreler arasi bosluklar Call-Eksner
cisimcikleri goriiliir. Bu araliklar folikiiler siv1 igerir ve daha sonra birleserek, daha
biiyiik bir bosluk olan folikiil antrumunu yapar. Antrumun olugmasiyla, folikiiler
hiicreleri primer oosit ¢evresinde yeniden diizenlenirler. Oosit ile folikiil duvari
arasinda bulunan bir grup folikiiler hiicre kiimesine kumulus ooforus denir. En biiyiik
folikiil, olgun folikiildiir. Buna Graaf folikiilii ya da preovulatuvar folikiil denir. 15-
20 mm ¢apindadir. Ovulasyondan hemen 6nce primer oosit, folikiil i¢inde eksentrik
bir konum alir. Primer oosit ZP’ye sikica yapismis ve korona radiata denilen tek
siral1 kiibik ya da prizmatik folikiiler hiicrelerle ¢evrilidir (62). Ovulasyondan birkag
saat once I. Mayoz boliinme tamamlanir. Bunun sonucunda sekonder oosit ve birinci
kutup cismi olusur. Birinci kutup cismi perivitellin aralik denilen ZP ile oosit
arasindaki araliga atilir. I. Mayoz bdliinmenin tamamlanmasindan hemen sonra ve
sekonder oositin ¢ekirdegi dinlenme evresine ge¢meden Once, DNA eslesmesi
olmaksizin hiicre II. Mayoz boliinmeye girer. II. Mayoz bdliinme ancak oosit 11 bir
spermiyumla ddllenirse tamamlanir. D6llenme olmazsa ovulasyondan 24 saat sonra
oosit I dejenere olur. Ovaryumda oogonyumlardan oosit II olusuncaya kadar

gerceklesen degisimlere oogenezis denir (57, 58, 62).

2.3. Ovaryum histolojisi

Ovaryum tek katli yass1 epitelden algcak boylu kiibik epitele degin degiskenlik
gosteren bir epitel ve epitelin hemen altindaki tunika albuginea denilen bir bag

dokusu katmaniyla c¢evrelenmistir. Enine kesitlerde dista korteks (kabuk), icte
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medulla (6z) birbirinden kesin bir ¢izgiyle ayrilmaz. Korteks katmani oldukca
kalindir. Bag dokusu ve c¢esitli gelisim evrelerinde folikiilleri igerir (62). Medulla
kollajen demetlerden ve elastik lif aglarindan zengin siki bag dokusudur. Medullada
kan ve lenf damarlari, kalin sinir demetleri ve hilus yakininda birkag diiz kas hiicresi

izlenir (63).

Korteks stroma ve stromada yerlesik ¢esitli gelisim evrelerindeki ovaryum
folikiillerinden olusur. Stroma kollajen ve elastik lifler ile retikiiler lif aglar1 ve 1§
bicimli bag dokusu hiicrelerinden yapilmistir. Korteksin bu intersitisyal bag dokusu,
germinal epitel altinda siklasarak tunika albuginea’y1 olusturur. Kortekste stroma
icinde c¢esitli gelisim evrelerinde folikiiller yerlesmistir. Ovaryum folikiilleri ortada
ir1 bir germ hiicresi (oosit) ile bunu ¢evreleyen folikiil epitelinden olusan yapilardir

(63).

2.3.1. Ovaryum folikiilleri:

Yenidogan bir cocugun her iki ovaryumunda toplam 400.000 adet folikiil
bulunur. Bunlar 40 mikron ¢apinda yuvarlak olusumlardir ve iri bir oosit ile bunu
cevreleyen yassi folikiil epitelinden olugsmustur. Bunlara primordiyal folikiiller denir.
Her 28 giinde bir ovaryumlardan bir oosit atilir. Bir kadinin tireme siireci 30-40 yil

stirer. Bu stire icerisinde yaklasik 450 oosit atilir (63).

2.3.1.1. Primordiyal Folikiil

Folikiillerin gelisiminde ilk fiziksel belirtiler oositin biiyiimesi ve granuloza
hiicrelerinin goriiniimiindeki degisikliklerdir. Primordiyal folikiiller fotal yasam
sirasinda olusan tek sirali yassi folikiil hiicreleriyle ¢evrili primer oositleri igerir.

Primer oositler organellerden zengindirler. Cok sayida mitokondriyon, gelismis
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Golgi kompleksi, graniilli endoplazmik retikulum ve birka¢ ribozom igerirler.
Primordiyal folikiiller korteksin en iist katmaninda yer alirlar. Sayilar1 artmaz ancak

biiytliyiip gelisirler ve ¢ogu da dejenere olur (64-66).

2.3.1.2. Primer Folikiil

Pubertenin baslamasiyla, her menstrual dongiide 5- 15 arast primordiyal
folikiil olgunlagmaya baslar. Biiylimenin ilk isareti yass1 folikiil epitel hiicrelerinin
kiibiklesmesidir. Bu asamada folikiil tek tabakali (unilaminar) primer folikiil adini
alir. Ilerleyen asamalarda folikiil hiicrelerinin ¢ogalmasiyla ¢ok tabakali
(multilaminar) primer folikiil olusur. Cogalan folikiil hiicreleri de granuloza hiicreleri
adim alir. Granuloza hiicreleri ile oosit arasinda oluklu baglantilar (neksus) olusur.
Bunlar besleyici maddelerin, iyonlarin ve diizenleyici molekiillerin gegisine olanak
saglar (63-66). Granuloza hiicreleri ¢cogalirken ¢evredeki stroma hiicreleri de folikiilii
bag dokusundan olusmus bir kilifla sararak teka folikiili katmanini olusturur. Teka
katmani gelistikce iki tabakaya ayrilir. igte teka interna denilen oldukc¢a damarls,
kiibik salg1 hiicrelerinden olusan kat yer alir. Bu kiibik hiicreler farklilasarak steroid
hormon iireten hiicrelere doniisiirler. LH reseptorii tasiyan hiicreler dstrojen onciilii
androjenleri salgilarlar. Teka interna katmani fibroblastlar, kollajen lifler ve kiiciik
damarlardan olusur. Dista bulunan diger kat teka eksternadir. Icerdigi kollajen
demetler ve diiz kaslariyla daha ¢ok bir kapsiil gérevi goriir. Teka eksterna katmani
ile ovaryumun stromasi arasindaki sinir tam olarak belirgin olmamasina karsin teka
interna ile granuloza katmani arasindaki sinir burada bulunan bazal lamina

(membrana limitans eksterna) ile oldukca 1yi belirlenmistir (66).

Oosit ve granuloza hiicreleri, folikiil gelisimi sirasinda kendi gevresinde,
glikozaminoglikan ve glikoproteinlerden zengin bir katman olan zona ZP’yi
olusturur. ZP, homojen, asidofilik, periodic acid schiff (PAS (+)) ve olduk¢a iyi
boyanan jel kivaminda bir yapidir. ZP ZP1, ZP2 ve ZP3 denilen farkh
glikoproteinden olusur (66).
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Sekil 2: Ovaryum folikiilleri (61)

2.3.1.3. Sekonder folikiil

Biiyiimeyi siirdiiren folikiil i¢inde sivi dolu bosluklar (antrum) olusur. Kisa
siirede bosluklar birbirleriyle birleserek yarim ay seklinde folikiil antrumunu
sekillendirir. Folikiiler boslugu dolduran sivi kan damarlarindan plazmanin
sizmastyla olusup yerel salgilarin metabolik {iriinleri ile degismis hale gelir. Bosluk

olustuktan sonra folikiil sekonder (antral) folikiil adin1 alir (62, 65, 66). Sekonder
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folikiiliin granuloza hiicrelerinin ¢ogalmasi hipofiz bezinin 6n lobundaki bazofil
hiicrelerinden salman FSH’a baghdir. FSH’ 1n etkisi altinda granuloza hiicrelerinin
sayist artar ve hiicreleraras1 bosluga folikiil sivis1 birikir. Bu siv1 glikozaminoglikan,
proteoglikan ve hormon baglayici proteinler iceren kan plazmasi benzeridir. Folikiil
stvist hormonlardan progesteron, Ostradiol, inhibin, follistatin ve FSH ile LH
salinimini diizenleyen aktivin igerir (65, 66). Granuloza katmani oositi ¢evreleyen
bolge disinda her yerde ayni kalinliktadir. Antrumda kenarda yerlesik oosit
cevresinde ise granuloza hiicreleri daha yogun bir sekilde birikerek bir tepecik
olusturur. Buraya kumulus ooforus denir. Buradaki granuloza hiicreleri ovulasyon
sonrasina degin oosit ile birlesik halde kalirlar. ZP ¢evresinde gevsek yerlesmis
kiibik ya da al¢ak boylu prizmatik granuloza hiicreleri sitoplazmik uzantilariyla oosit
ile baglantilarn1 siirdliriir. Primer oositi ¢evreleyen bu tek katli granuloza hiicre
katmanina korona radiata denir. Oosit sitoplazmasinda mitokondriyonlar cekirdek
yakininda toplanirlar. Sitoplazmada protein ve lipit yapisinda vitellus olugmaya

baslar. Oosit 60-80 mikron biiyiikliige ulasir (63, 65, 66).

2.3.1.4. Tersiyer Folikiil (Graaf folikiilii)

Graaf folikiiliinde granuloza hiicreleri ¢ogalir, antrum genisler. Folikiil
boslugu folikiil sivisi ile dolar. Oositi saran ZP’ye komsu ilk sira granuloza hiicreleri
tek katli kiibik ya da prizmatiktir. Bunun disindakiler poligonal bi¢imlidir. Graaf
folikiiliinii en distan saran bazal membran kalin, homojen ve saydamdir. Buna camsi
zar denir. Tersiyer folikiil dongiiniin baslangicindan baglayarak 10-12 giinde olusur

(63, 65, 66).

2.3.1.5. Atretik Folikiil

Cok sayida primer folikiil olgunlasma siirecine basglasada bunlardan yalnizca

bir tanesi gelisimini tamamlar, digerleri atrezi denilen bir olayla dejenere olur.
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Granuloza hiicreleri kapillerler tarafindan isgal edilip, antral bosluga ddokiiliirler.
Teka hiicreleri hipertrofiye ugrayip, karakteristik parlak membran goriinimii
olustururlar. Oosit kisa zamanda dejenere olur. Granuloza hiicre dokiilmesi ile folikiil
duvar1 kollabe olur, bos ve kollabe ZP bir siire daha bag dokusu i¢inde kalabilir.
Hipertrofiye ugrayan teka hiicrelerinde lipid depolanmasi olur. Daha sonra parlak
membran parcgalanir, hiicre pargalar1 over dokusuna yayilir ve fibroz skar olusur (67).
Atretik folikiiller dogum Oncesinden baslayarak menapozun birka¢ yil sonrasina

kadar olusurlar (62).

2.3.2. Ovulasyon

Ovulasyondan yaklasik 24 saat 6nce adenohipofizden LH salmimi tetiklenir.
Kandaki LH hormonu diizeyinde olusan asir1 yiikselme sonucu granuloza
hiicrelerindeki LH reseptorleri duyarliligini yitirir ve LH’a yanit olarak daha fazla
Ostrojen tiretemezler. Oositin I. Mayoz boliinmesi bu tetiklenme ile durakladigi
yerden devam etmeye baslar. LH ylikselmesinden 12-24 saat kadar sonra gerceklesen
bu olay, oositin mayoz I’i tamamlayarak ilk kutup cisimcigini olusturmasini ve ayni
zamanda II. Mayoz bolinmenin baslamasini saglar. Ancak oosit ovulasyondan
yaklagik 3 saat Oncesine degin metafaz evresinde duraklar. Bu sirada ovaryumun
yiizeyinde bir kabariklik olusur. Bu kabarikligin tam tepesinde stigma adi verilen
damarsiz bir nokta belirir. Yiiksek LH diizeyi kollajenaz aktivitesini arttirir ve
folikiiliin cevresindeki kollajen lifler1 sindirir. LH diizeyindeki ani artisin diger bir
etkisi de prostaglandin miktarmi arttrmasidir. Prostaglandin ovaryum duvarinda
yerel kas kasilmalarina neden olur. Bu kasilmalarla olgun folikiil (Graaf folikiilii)
yirtilarak igerdigi oositi tuba uterinanin fimbriyalar1 yakininda periton bosluguna
atar. Fimbriyalarin hareketi ile oosit tuba uterina i¢ine alinir (66, 61- 63). Ovulasyon
puberteden menapoza degin 28 giinde bir olaylanir. Ovulasyon iki menstrual kanama
arasindaki dongiiniin tam ortasinda olur. Ovulasyon dongiiniin ortalama 14. giiniinde
gerceklesir. Ovulasyonda genelde bir oosit atilir. Bazen ayni anda birka¢ oosit

atilabilir. Bu da ikiz ya da ¢oklu gebeliklere neden olur (63).
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2.4. Apopitoz

2.4.1. Apopitoz tanim ve tarihgesi

Programli hiicre 6liimii olarak da bilinen “Apopitoz” ge¢misten giliniimiize
yapilan bir¢cok arastirma sonucunda tanimlanabilmistir. Programli hiicre 6limiiniin
tanimlanmas1 ilk kez 1964’te Lockshin tarafindan ipekbdcegi metamorfozunun
incelenmesi swrasinda yapilmistir. 1885’te  Walther Flemming tarafindan,
‘chromatolysis’ siirecinin, tavsan ovaryumunda folikiiler atrezi sirasindaki granuloza
hiicrelerinin kaybindan sorumlu oldugu tarif edilmistir. Bundan iki y1l sonra da ayni
arastirmact aynit Olim siirecini testikiiler germ hiicre dejenerasyonunda
gozlemlemistir. Bu ¢aligmalarda, apopitoz terimi kullanilmamis olsa da morfolojik
olarak apoptotik hiicrelerin ayrintili sekilde gosterilmesinden dolayr o donemde en

cok ilgi ceken caligmalar olmustur.

Apopitoz terimi ilk olarak 1972’de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan,
Yunancada apo (ayrilan) ve ptosis (diisen) terimleri birlestirilerek, ‘agactan dokiilen
yapraklar’ anlamindaki ‘apopitozis’ terimiyle agiklanmistir (68). Memelilerde hiicre
Olimiinlin fiziksel asamas1 sirasinda, bircok hiicre tipinde morfolojik 6zelliklerin
olduke¢a iligkili diizenlendigini gozlemlemislerdir. Gelisimsel ve homeostatik hiicre
Olimlerinin kontroliiniin tesadiifi olmadigini gostermesi agisindan bu c¢alisma bir
doniim noktas1 olmustur (69). Kerr ve arkadaslar1 apoptotik hiicreyi morfolojik ve
elektron mikroskobik olarak; hiicrelerin komsu hiicrelerden ayr1 olmasi, hiicre
hacminin kii¢lilmesi (sitoplazmik biiziilme), kromatinin kondanse olmasi, niikleusun
kendini ¢evreleyen zarfin (nuclear envelope) periferinde toplanmasi ya da kiigiilmesi
(niikleer piknosis) ve sitoplazma membrani i¢indeki fragmantasyonlar olarak bilinen
apoptotik cisimciklerin (eski adiyla Councilman bodies) gozlemlenmesiyle
karakterize etmislerdir (68, 69). Wyllie 1984’de apoptotik hiicrede morfolojik
degisimlerin yani swa bir¢ok karakteristik biyokimyasal belirtecin de oldugunu

gozlemlemistir (70).

Bunlardan en 6nemlisi agaroz jel elektroforezi yontemi ile DNA da mono ve

oligonukleozomal (180-200 bg) birimlerin merdiven gibi belli araliklarla kiriklar
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gostermesinin niikleer kromatin fragmantasyonu olarak bilinmesidir. 1999’da
Horvitz ve arkadaglar1 tarafindan, memelilerde apopitozun gelisimsel siirecteki
molekiiler mekanizmas1 Caenorhabditis elegans (yuvarlak solucan) ile yapilan
deneylerle aciklanmistir. Calismada baslangigtaki 1090 somatik hiicreden 131 inin
programli bir sekilde 6ldiigi ve bunun apopitoz ile genetik olarak kontrol edildigi
ortaya konmustur (70). Cok hiicreli organizmalarda hiicre sayisi, doku biiytikligii ve
bu hiicrelerin homeostazi, hiicre bdliinmesi, hiicre gocii, hiicre Olimiiniin

programlanmasi ile sik1 bir sekilde kontrol altinda tutulur (71).

Apopitoz ve mitoz dokuda siirekli bir denge halindedir (70). Belirli bir
dokuda hiicre proliferasyonu mitozla, o dokuda olmasi gereken hiicre sayisi1 da
apopitoz ile belirlenir (71). Yapilan ¢alismalarda, programli hiicre éliimiiniin hem
normal gelisim, homeostaz ve yaslanma siirecinde hem de hastalik ve zararh
ajanlarin hiicrede hasar olusturdugu durumlarda var oldugu gosterilmistir (69, 70,
72). Apopitoz gelisimin normal siirecinde fizyolojik olarak goriilmekle birlikte bir
denge i¢inde olmalidir. Bu dengenin bozulmasi ¢esitli patolojilere yol agabilir. Bu
konuda bir¢ok arastirmaci apopitozun diizenlenememesinin bir¢ok insan patolojisi,

kanserleri, otoimmiin hastaliklar ve infertiliyeye neden oldugunu saptamistir (15).

2.4.2. Apopitoz mekanizmalari

Apopitoz mekanizmasi oldukca karmagsik ve enerji bagimli molekiiler aktivite
kaskadin icerir. Bu giine kadar yapilan calismalarda, intrinsik ve ekstirinsik olmak
iizere iki ana apopitotik yolak oldugu bildirilmistir. Ancak bazi arastirmacilar
Endoplazmik retikulum aracili apopitozu tigiincii bir sinif olarak tanimlamaktadirlar.
Bir kisim arastirmaci, hiicresel stresin kalsiyum salinimi ile mitokondriyal yolagi ya
da Kaspaz 12 yi aktive etmesiyle apopitozu indiikledigi goriislinii savunmaktadir
(73). Bazi arastrmacilar ise intrinsik ve ekstrinsik yol ile baglantili olan ve bu
yollardan birinin molekiillerini etkileyen baska bir apopitotik yolak oldugunu ileri

siirmektedirler (74). Bu sonradan tanimlanan yolak, T hiicre aracili sitotoksisite ve
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perforin-granzim bagimli hiicre 6limiinii igerir. Ekstrinsik, intrinsik ve perforin-

granzim yollarinin {i¢ii de ayni 6liim yolunda birlesirler (Sekil 3).

(1) Granzyme B pathway (1) Extrinsic pathway
FaslL/TNFa
Perforin Death receptors

Active ‘
caspase$ ‘hf FADD

P

&c‘

(i) Intrinsic pathway

Caspased .A. Caspase-7 . Caspased

Caspase s . .Cnpm
Caspase 8 . . Caspase-10

Sekil 3: Apopitoz mekanizmalari (75)

Bu yol kaspaz 3 {in yarilanmasi ile baslatilir ve DNA fragmantasyonu,
niikleer proteinlerin ve hiicre iskeletinin bozulmasi, proteinlerin ¢apraz yer
degistirmesi, apoptotik cisimlerin olugmasi, fagositik hiicrelerin reseptorleri icin
ligandlarin eksprese edilmesi ve son olarak da hiicrenin fagositler tarafindan ortadan
kaldirilmasi ile sonuglanir (72). Apopitozun regiilasyonunda kaspazlar, Bcl-2 ailesi

proteinleri, IAP ailesi proteinleri, p53 ve iliskili proteinler rol oynar.

Hiicrede programlanmig hiicre 6liimiinii baslatan ii¢ temel mekanizma vardir:
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1. Ekstrinsik; Oliim reseptorleri yolu
2. Intrinsik; Mitokondrial yol
3. Perforin —Granzim Yolu; Graniil bagimli Granzim A ve Granzim B yolu

Hiicrede o6liim karar1 verildigi zaman apoptotik Olim aracilarmin
koordinasyonuyla ¢ok sayida alt program aktive edilir. Kaspaz ailesi ve Bcl-2 ailesi
en Onemli apoptotik regiilator faktorlerdir. Apoptotik siirecin en dnemli yoneticisinin
kaspaz ailesi oldugu diisiiniilmektedir. Kaspaz aracilig1 ile apopitoza yol acan 100

den fazla madde tanimlanmistir (Laminin, fodrid vb)

Saglikli folikiillerde kaspaz 3 inaktif formda bulunurken atretik folikiillerde
aktif kaspaz 3 konsantrasyonunun arttig1 gosterilmistir. Postnatal hayatta primordiyal
folikiil asamasindan preantral agsamaya kadar olan folikiillerde apopitoz ozellikle
oositin 6liimiiyle baglar (76). Preantral folikiillerden preovulatuar folikiile kadar olan
atrezide ise apopitoz granuloza hiicrelerinde baslar. Infertil ovulatuar sikluslarda
korpus luteum regresyonunda da apopitozun énemli oldugu gosterilmistir. Kaspaz 1,
3, 9 korpus luteum regresyonunda Onemli kaspazlardir (76). Bcl-2 ailesi de
antiapoptotik ve proapoptotik {iyeleri olan bir ailedir. Proapoptotik faktorlerin
salmimini diizenleyerek etki yaparlar. Mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c
salmimini saglarlar. Mitokondri apopitotik silirecte Onemli bir organeldir.
Proapoptotik pek ¢cok maddenin sitoplazmaya salinimini saglar. Sitokrom-c kaspaz 9
aktivasyonu i¢in gereklidir. Pek¢ok apopitotik regiilator mitokondride depolanarak
uyar1 geldigi zaman salinir. Apoptotik 6liimden sonra hiicresel artiklar ortamdan

uzaklastirilir (77).

Apopitozun basamaklarini kisaca 6zetleyecek olursak;

. Apopitozun indiiksiyonu,

o Hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin uyarilmasi,

° Sitokrom c¢’nin saliverilmesi,

o Apoptozom olusumu (sitokrom ¢ + Apaf-1 + kaspaz-9),
o Mitokondriyal transmembran potansiyelinin degismesi,
o Kaspazlarin aktivasyonu,
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o Fosfotidilserinin hiicre membaninin i¢ yiiziinden dis yiiziine transloke
olmasi,

o DNAaz’1n aktivasyonu sonucu DNA’nin fragmantasyonu
(interniikleozomal DNA fragmantasyonu),

o Yapisal proteinlerin yikilmasina bagli olarak apopitoza 6zgii

morfolojik degisikliklerin meydana gelmesi (72).

2.5. Kalsiyum Iyonu (Ca™)

Hayatin ilk basamagi olan fertilizasyondan baslayarak gen transkripsiyonu,
kas kasilmasi, hormon salinimi, hiicrelerin farklilagsmasi, gelismesi, nekroz ve
apopitozla tanimlanabilecek hiicre 6liimii gibi bir¢cok olaydan sorumlu olan bir hiicre
ici ikincil haberci olan kalsiyumun evrenselligi, bircok hiicresel reaksiyonda
iistlendigi gorevden kaynaklanmaktadir. istirahat halindeki bir hiicrede hiicre i¢i Ca™

([Ca™]i) konsantrasyonu yaklasik olarak 100 nM civarmndadir.

Depolarizasyon, hormon aktivasyonu vb. olaylar hiicredeki [Ca™]i artis
mekanizmalarini tetikler ve konsantrasyonu 1-3 pM seviyesine ylikselebilir. Bu
yiikselmenin tiim fizyolojik olaylar1 kontrol edebilmesinin sirr1 hizi, genligi, yer ve
zamanla (spatio-temporal) ilgili modelinden kaynaklanmaktadir. Hiicre i¢i Ca™
sinyali de hiicre i¢i konsantrasyonunun ([Caﬂ]i) gecici bir sekilde artisgindan olusur.
Ca™nin sinyal iiretime yonelik fonksiyonu sitozolik miktarimn artmasi ile dogru

orantilidir (78- 81).

Bu artis niikleustan sizma yolu ile olabilecegi gibi sadece mitokondriden tek
basina da olabilir (82). Hiicre igerisindeki kalsiyum konsantrasyonu, es zamanli
bircok ters yonlii etkilesim neticesinde artabilmekte veya azalabilmektedir. Bu
olaylar1 artmaya ya da azaltmaya yonelik olarak agma-kapama (on-off) seklinde
6zetlemek de miimkiindiir. Ca™ konsantrasyonu artis mekanizmalar1 hiicre disindan

hiicre icerisine yoOnelik, hiicre zarma yerlesik vaziyetteki iyon kanallar1 ile
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endoplazmik retikulum (ER) ve sarkoplazmik retikulum (SR) yiizeyindeki iyon
kanallar1 vasitasi ile olmaktadir (83). Buna zit olarak Ca™ konsantrasyonu da hiicre
zarmda ve ER/SR deki istihdam edilen Ca™ ATPaz’lar, yogunluk farkliligindan
kaynaklanan ve enerji harcanmasi ile neticelenen bir takim degis-tokus
mekanizmalar1 (Na"/Ca™?) tarafindan saglanir. [Ca™]i seviyesinin diizenlenmesinde
mitokondri 6nemli rol oynar. Mitokondri Ca™’a karsi diisiik affinite gostermesine
karsilik, cok fazla oranda depolama kapasitesine sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde
[Ca™]i miktarin1 azaltmada dolayisi ile de hiicresel cevap (azaltarak) olusumunda
etkin rol oynamaktadir. Bunlarla birlikte hiicre dis1 ortamda bulunan kalsiyum da

sinyal mekanizmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

2.5.1. Hiicre Icerisine Ca** Giris Kanallari

Hiicre icerisine Ca™un girisi biiyilk bir elektrokimyasal konsantrasyon
farkliliginin olmas1 durumunda gerceklesir (84). Hiicreler bu dis kaynagi farkli
ozellikteki kanallar vasitastyla kullanirlar. Hiicreler Ca™’un hiicre igerisine
girmesine neden olabilecek aktivasyon mekanizmalarma gore gruplandirilmis farkl

tipte kanallardan faydalanirlar.
Bu kanallar;
1. Voltaja duyarli Ca™ kanallar1 (Voltage operated Ca’" channels/VOCCs)
2. Reseptore duyarli Ca™ kanallar1 (Receptor operated Ca®” channels/ROCCs)
3. Mekanik olarak aktive olan Ca™ kanallar1 (Mechanically activated Ca*"
channels)
4. Depolanmis Ca™ miktarina duyarli Ca™* kanallar1 (Store operated Ca*"

channels / SOCCs) bagliklar1 altinda siniflandirilabilirler.
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2.5.1.1. Voltaja Duyarh Ca** Kanallar

Ureme, kas ve sinir hiicreleri gibi plazma membraninin depolarizasyonu

sonucu aktive olabilen, uyarilabilen hiicre tiplerinde bulunurlar.

Memeli hiicrelerindeki VOCCs bes tane alt birimden (al, a2, B, 7y, 0)
olusmustur. Bu alt tiplerden sadece bir tanesi (al) Ca™* kanali olarak gorev almakta

diger alt tipler ise kanalin a¢ilip kapanmasimin diizenlenmesinde gorev almaktadirlar.

2.5.1.2. Reseptore Duyarh Ca ** Kanallar

Bu tip Ca™ kanallar1 yap1 ve fonksiyonu itibariyle farkhilik arz eden ve salg:
hiicreleri ve sinir sonlarinda sikc¢a rastlanan bir dizi kanaldan olusmuslardir. En 1yi
bilinen ROCCs’ler nikotinik asetilkolin ve N-methyl-D-aspartate reseptorlerini
icerirler. ROCCs’lar hiicre ylizeyinde bulunan 6zel alana, agonistin baglanmasi ile
aktive olurlar. Farkli tipteki ROCCs’lar ¢cok genis bir agonist yelpazesi igerisinde

cesitlilik gosterirler (Orn: ATP, Serotonin, glutamat ve asetilkolin.)

2.5.1.3. Depolanmis Ca*? Miktarina Duyarh Ca** Kanallan

Hiicre ici Ca™ depolarinim bosalmasia cevap olarak aktive olabilecekleri gibi
farmakolojik bir ajan veya fizyolojik olarak Ca™’u hareketlendirecek haberciler

tarafindan aktive olurlar.

Bu kanallarin bulundugu hiicre igerisindeki depolarinin nasil dolduruldugu
heniiz aydinlatilamamistir. Yapilan caligmalar iki tezin belirgin olarak 6ne ¢iktigini

gostermektedir. Bunlar;
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1- Hiicre zarindaki (PM) Ca™ giris kapilar1 ve ER’deki Ca™ kanallar: (83,
85).

2- Salmim kapilarmin birbiriyle birlikte uyumlu bir sekilde caligmalar1 ya da
Ca™ depolarmm patlatiimas: ile sentezi miimkiin olabilen yayilabilme 6zelliginde
olan kalsiyum giris faktorii habercisi araciligi ile PM’daki Ca™ kanallarmin

aktivasyonunun olustugu varsayilmaktadir (86).

Ca"™ depolarmin patlatilmasindan kaynaklanan Ca™ girisi artmasmimn birgok
hiicre tipinde goriilmesinden dolayr SOCCs’ler PM’deki en yaygin Ca' kanal alt tipi
olabilirler (87). Bu kanallarin elektrofizyolojik olarak deneyleri de yapilmis ve hiicre
tipine gore farkliliklar arz ettigi goriilmiistiir. Her bir hiicre tipinin farkl tipte SOCCs
kanalina sahip oldugunu belirtilmistir. Giinlimiizde SOCCs’lerin en iyl Ornegi
Drosophila tiirlerinde gorev yapan transient receptor potential olarak adlandirilan

homolog yapidaki proteinlerdir (88- 90).

2.5.1.3.1. Transient Reseptor Potential (TRP) Ust Ailesi

TRP katyon kanallar iist ailest VOCCs’a gecirgen katyon kanallariyla genis
bir yelpaze olusturmaktadir. 28 adet memeliye ait TRP kanallar1 yedi alt birime

ayrilmigtir.

Bunlar; TRP conancial (TRPC) yedi alt birimden, TRP vanilloid (TRPV) alt1
alt birimden, TRP melastatin (TRPM) sekiz alt birimden, TRP polycystein (TRPP)
ii¢ alt birimden, TRP mucolipin (TRPML) ii¢ alt birimden ve TRP ankyrin (TRPA)
bir alt birimden olugsmaktadwr. Tiim bu TRP katyon kanallar1 heniiz tam olarak
karakterize edilememesine ragmen, bir¢ok hastalik onlarla iligkili olarak ortaya
ciktigindan bu tip iyon kanallarina olan ilgi giin gectikce artmaktadir. Kanal
gozeneginin 5. ve 6. segmentleri arasinda bulunan bir iletken iyon etrafinda homo
veya heterotetromerik diizenlemelerle TRP kanallar1 voltaja duyarli K kanallarina
benzer basit bir yapiya sahiptir (91). Transmembran segmentlerinden dordiinciisii ise

pozitif yiiklii olmama 6zelligi ile digerlerinden ayilir. TRPV N ucu ve TRPV tekrarli
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baglayici, ¢oklu ankyrin igerir. TRPC ve TRPM kanallarina ait 6. segmentin C ucu
kismi “TRP alan1” i¢erir. TRPM2 kanallarinda iyon akisi 5. ve 6. segmentler arasinda
gerceklesmektedir. Ayrica, TRPM2 ve TRPC kanallarinin N ucu ADPR pirofosfataz
(ADPR’yi, riboz 5- fosfat ve adenozin monosfosfata parcalar ve kanal agilir) enzim
aktivasyonu icermektedir. ADPR pirofosfataz aktivasyonu TRPV kanallarinda
gozlemlenmemistir. Cok yonlii Protein Kinaz A (PKA) ve Protein Kinaz C (PKC)
varsayilan fosforilasyon alan fonksiyonlar1 tanimlanmis ve kismen test edilmistir
(92). TRP kanallar1 ya direkt olarak hiicre zarindaki Ca™ giris kanallar1 gibi
davranmakta ya da Ca™ giris kanallarmm modiilasyonu icin itici gii¢ olan zar
potansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca™ kanallarinda degisime yardimei
olmaktadirlar. Tanimlanabilmis tiim islevsel TRP kanallar1 (TRPM4 ve TRPMS5
kanallar1 disinda) Ca™ icin gegirgendirler. (93).

TRPM

(melastatin)

TRPV

(vanilloid)

TRPA
(ankyrin)

TRPC

(canonica)

TRPML
(mucolipin)

Sekil 4. TRP iist ailesinin alt1 alt aileden olustugunu gosteren sekil (94).

2.5.1.3.1.1. TRPV (Transient Receptor Potential Vanilloid) Kanallar
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TRPV1 kanallart vanilloid grubu igerisinde yer almaktadir ve memelilerin
bircok fizyolojik, patolojik ve hastalik durumlarinda rol oynamaktadir. Kapsaisin
(CAP), diisik pH ve 1s1 iceren uyarimmlarin birgogu secici olmayan katyon
kanallarindan (TRPV1) Ca ** hiicre igine girisine sebep olur. TRPV1 zararli birgok
uyarimdan sorumlulukta isaret verici olarak rol alabilir. TRPV1’in tekrar eden
aktivasyonunda Oliimciil hiicre yaralanmalari, oksidatif stres ve sitozoldeki serbest

kalsiyumun artigindaki sonuglar daha once belirtilmistir.

Kapsaisin Is1 43°C Uzeri

HUcre Dig Asit (H+)
Ortam

. Ozmotik Basingta artig

(vOcut is1sina yakin)

HUcre
Zar\

STRPVI

Hucre i¢l
Ortam

Na* Ca

M

Sinir Hucresi uyanmi
Granulosa hiicre uyarimi

Sekil 5. TRPV1 Kanali Aktivasyonu (95)

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, hem TRPAl1 hem de TRPVI1
kanallarinin yapisinda ve aktivasyonunda tiyol ve siilfidril gruplarmin 6nemine
deginilmistir (17, 96). TRPV1 kanallarinin kimyasallarca aktive edilebildiginden
yukarida bahsedilmisti. Daha ziyade kirmizibiberde bol miktarda bulunan CAP
maddesi TRPV1 kanallarmin baglica agonistidir (uyaricisidir). Bu madde
verildiginde kanal aktive olmaktadir. Bunun yani1 sira, hiicre i¢erisinden ve disindan
gelen uyarilarla da aktive olmaktadir. Bu uyarilar arasinda yiiksek 1s1 (>42 °C), asidik

ortam, inflamasyonu uyaric1 faktorler (6rnegin interlokinler), kimyasal uyaricilar yer
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almaktadir (97). H,O, gibi hiicre zarmi gegebilen oksidanlarm TRPV1 kanallarini
aktive edebildikleri, hiicre zarin1 gegemeyenlerin ise aktive edemedikleri
gozlenmigstir (98). Bununla birlikte, H,O, in TRPVI1 kanallarmi aktive ettigi
biyokimyasal yolaklar hakkinda yeterince bilgi yoktur. CAP ile oksidatif triinler
arasindaki etkilesimle CAP etkisinin azalmasindan dolayi, oksidatif stres tiriinlerinin
fazla Tretildigi hiicresel ortamlarda, CAP’la uyarilan TRPV1 kanal akimlari,
oksidatif {irtinlerin az bulundugu ortamlara kiyasla daha az gozlenmistir (98,99).
Oksidatif stres {irtinleri kinaz enzimleri ve hiicre zar1 proton yapilarinda
degisikliklere neden olmaktadir. Bu nedenle, uzun siire oksidatif strese maruz
kalindiginda tiyol-sulfidril gruplarindaki baglardaki degisimlerden dolayi, TRPV1
kanallarmin duyarhiliginin azaldigi, fakat sistein i¢eren maddeleri inkiibe edilen
Human Embryonic Kidney 293 cells (HEK-293) hiicre serilerinin TRPVI
kanallarmin agilma-kapanma hassasiyetinin diizeldigi rapor edilmistir (100).
Yukarida bahsedildigi gibi, TRPM2 ve TRPVI1 kanallarinin da oksidatif stres
araciligiyla aktive oldugu da iyi bilinmektedir (17).

Apoptozis

Endoplazmik
Retikulum

Mitokondri

T ROT Uretimi

Sekil 6: TRPV 1 Kanallar1 ve Apopitozis liskisi (95)
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2.6. Oksidatif Stres

2.6.1. Serbest Radikaller

Atomlar, ¢ekirdek ve ¢ekirdegin etrafinda orbita denen yoriingelerinde
spinleri birbirine zit iki elektron icerirler. Bu elektronlara eslenmis ya da ortaklanmis
elektron adi verilir. Atomlar yoriingelerindeki elektronlar eslenmis olduklarinda
kararli yap1 gosterirler. Serbest radikaller, son yoriingelerinde bir ya da daha fazla
eslesmemis elektron tasiyan, kimyasal olarak cok aktif, kisa Omiirlii, kararsiz,
molekiil agirhigi diisiik, zararli molekiillerdir. Yani serbest radikaller negatif yiiklii
elektron sayisinin pozitif yiiklii proton sayisina esit olmadigi molekiillerdir (101).
Olduk¢a kararsiz olan bu molekiiller, ¢evrelerindeki molekiillerle hizli reaksiyona
girme ve bu son yoriingelerindeki elektronlarin1 paylagsma egilimindedirler. Son
yoriingelerinde paylasilmamis elektron bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini

oldukga arttirir (102).
Serbest radikaller baslica 3 yolla meydana gelir:

1. Kovalent baglarin hemolitik kirilmasi: Kovalent bag tasiyan normal bir
molekiiliin hemolitik yikimi sonucu olusurlar. Boliinme sonrasi her bir parcada ortak

elektronlardan biri kalir.

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak boliinmesi: Kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlardan

birisinde kalir.

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: Radikal o6zelligi
tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylagilmamis

elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir.

Bu 3 tepkimeden biri olustugunda radikal olmayan tiirler radikal haline gelir.
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Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucunda tepkimeye

giren maddeler de serbest radikallere doniiserek hasar zincirini ilerletirler.

Fizyolojik sartlarda serbest oksijen radikalleri hiicrede mitokondrial
respirasyon, hiicrenin sinyal iletim sistemi ve bakteri fagositozu, karacigerde
detoksifikasyon islemi gibi viicut i¢in gerekli bir¢ok fonksiyonun gerceklesmesinde

onemli rol oynar.

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli etmenlere bagli
olarak olusurlar. Endojen etmenler organizmada normal olarak meydana gelen
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 ile olusurlar. Oksijen, nitrik oksid, aktive
notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, ER, peroksizom ve plazma
membrani, aragidonik asit metabolizmasi baslica endojen kaynaklardir. Eksojen
kaynakli etmenler arasinda; diyet faktorleri, stres, cevresel faktorler (hava kirliligi),
ilaglar, ksenobiyotikler, zararli ismlar (x-ray, ultraviole vs.) yer alir. Biyolojik
sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir (1).
Oksijenin toksik etkisi yoktur ancak aerobik hiicre metabolizmas:1 sirasinda
molekiiler oksijen, Reaktif Oksijen Tirleri (ROS)’ne doniisiir, ROS’lar normal O,
metabolizmast sonucu olusan siiperoksit radikali (O,”), hidrojen peroksit (H,O,) ve

hidroksil radikalidir (¢<OH").

2.6.1.1. Siiperoksit Radikali (O;")

Eksojen ve endojen etmenler nedeni ile en ¢ok ve en kolay olusan oksijen
radikalidir. Aerobik organizmalarda oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile

stiperoksit radikali olusur (103).
0, +e 20,
0, + H,0,> O, +*OH + «OH

Stiperoksit radikali, mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte
nikotinamid adenin diniikleotidin (NADH) okside nikotinamid adenin diniikleotide

(NAD") okside olmas ile iiretilir. Uretilen siiperoksit radikali iiretildigi yerde kalir.
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2NADH+2 0,2 2NAD +2H+20,

Ayrica pek cok oksidaz tarafindan O,” {iretilir. O,7, bir serbest radikal
olmakla birlikte, kendisi direk olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemli olan, H,O,
kaynag1 ve gecis metal iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir. O,”, notrofillerin
bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve vaskiiler fonksiyonlarin
regililasyonu gibi yararli etkilere sahiptir. O, diizeyi hiicrede azalirsa bakteriyal
enfeksiyonlara karsi yatkinlik olur. O,” diizeyleri artarsa O," siiperoksit dismutaz

enzimi (SOD) ile H,O, ve O,’e doniistiiriilerek ortamdan uzaklastirilir.

2.6.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya

da siiperoksitlerin enzimatik / nonenzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur.
20,"+2H 2>H,0, + 0,

Esas iiretim yolu O,7’in dismutasyonudur. Bu tepkimede iki tane O,"
yapilarina iki hidrojen atomu alarak SOD katalizorligiinde H,O, ve O, olustururlar.
H,0,; radikal olmayan reaktif oksijen tiirevlerindendir. Siiperoksitin aksine hiicre
membranlar1 arasinda serbestce difiize olabilen ve sitozole gecebilen uzun émiirlii bir
oksidandwr. Siiperoksitin ulagamadigi membranla korunan yapilara kolaylikla
ulagabilir. H,O,, fizyolojik pH ve 1sida ve metal iyonlar1 yoksa stabil ozellik
gosterirse de ozellikle proteinlerdeki hem grubundaki serbest demir (Fe™) ile
reaksiyona girerse demir okside olurken hidroksil radikali olusur (Fenton
reaksiyonu). Okside formdaki reaktif demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip

olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir.

H,0, aym1 zamanda siiperoksitle reaksiyona girerek reaktif ve zarar verici
radikal olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir (Haber-Weiss
reaksiyonu). Belirtilen potansiyel oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H,O;’nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi1 gerekir. Bu gorevi, hiicrelerdeki

onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler.
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2.6.1.3. Hidroksil Radikali (*OH")

Bilinen en reaktif oksidandir. Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-

Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten olugsmaktadir.
H,0, + Fe'? >+OH+ *OH + Fe"

Yarilanma omrii ¢ok kisadir. Aminoasitler, niikleik asitler, organik asitler,
fosfolipitler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir¢coguyla reaksiyona girebilir
(104). DNA ile tepkimesi sonucu DNA hasar1 meydana gelir. Ileri derecedeki DNA
hasarlar1 tamir edilemediginden hiicre Olimiine neden olur. Proteinler iizerinde
oksidasyonla yap1 degisikligi yaparak proteinler proteolitik yikima gotiiriiliir.
Hidroksil radikalinin baslica hedefi yag asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu

zarn yapisini bozar ve geg¢irgenligini arttirip hiicre 6liimiine neden olabilir (105).

2.6.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Organizmada serbest radikal olustugu zaman bu radikallerin zararh
etkilerinden korunmak i¢in antioksidan sistemler vardir. Serbest radikal olusum hiz1
ile bunlarin antioksidan sistemler tarafindan kaldirilma hiz1 bir denge i¢indedir. Bu
denge saglandig1 silirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme
dengenin bozulmasma neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum
Ozetle, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi1 arasindaki

ciddi dengesizligi gdstermekte olup, sonugta doku hasarma yol agmaktadir (106).

2.6.2.1. Oksidatif Stresin Proteinlere Etkisi
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Proteinler hiicrenin ve enzimlerin yapi tagidir. Proteinler aminoasitlerden (aa)
olusmaktadir. Serbest radikallerin 6zellikle duyarli aa’lar ile dogrudan etkilesimi
sonucunda proetinlerde fragmantasyon, ¢apraz baglanmalar ve agregasyon meydana
gelerek hasar olusur. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme diizeyleri
icerdikleri aa’lara gore farklik gdsterir. Metionin, sistein gibi terminal siilthidril
grubu bulunduran aa’lar ile triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi aromatik
aa’lar, oksidasyona en fazla maruz kalan molekiillerdir. Proteinler oksidasyona
ugradiklar1 zaman sekonder ve tersiyer yapilarinda meydana gelen degisiklik
sayesinde fonksiyonlar1 etkilenir. Serbest radikaller, protein yapisindaki enzimlerin
aktivitelerini degistirir, membran tasiyic1 proteinlerini ve reseptor etkilesimlerini

bozarlar (107).

2.6.2.2. Oksidatif Stresin Membran Lipidlerine Etkisi

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller (mitokondri, ER vs.) membran
fosfolipidlerindeki doymamis yag asitlerinin varligi nedeniyle OS’e duyarhdirlar
(108). Lipid peroksidasyonu; serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membran
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan bdylece
membran lipid yapisim1 degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan kimyasal bir
olaydir (109). Yapisal hasarin derecesine gore, plazma membraninin akiskanliginda
azalma, membran gecirgenliginde degisme, membran potansiyelinde azalma,
membrana bagli enzimlerin aktivitesinde azalma gozlenir. Lizozomal ve
mitokondrial membranlar1 ilgilendiren ileri derecede lipid peroksidasyonu ile organel
iceriginin hiicre i¢ine salinmasi sonucunda proteoliz hizlanr ve doku hasari
siddetlenir. Membran gecirgenligi bozulursa potasyum ve magnezyum iyonlarinin
konsantrasyonlar1 degisir ve bdylece protein sentezinde inhibisyon gergeklesir. Lipid
peroksidasyonunda oOncelikle lipid radikali olusur. Lipid radikali de oksijenle
reaksiyona girerek lipid peroksit radikalini olusturur. Lipid peroksit radikali de diger
doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer. Bdylece zincirleme bir reaksiyon

baslamis olur. Ayrica lipid peroksitler ortamdaki hidrojen atomlar1 ile de reaksiyona
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girerek lipid hidroperoksitleri olustururlar. Lipid peroksitler daha sonra

malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal gibi yikim triinlerine doniisiirler.

MDA, proteinlerin amino gruplarma, fosfolipitlere ve niikleik asitlere
baglanarak toksik etkisini gosterir. Membran bilesenlerinde capraz baglanma ve
polimerizasyona neden olur. Membranlardan kolaylikla difiize olarak, DNA
yapisinda yer alan nitrojen bazlarla reaksiyona girer ve mutajen, karsinojen,
genotoksik etkiler gdsterir. Lipid peroksidasyonunun 6l¢timii doku hasarmnin iyi bir
gostergesi kabul edildiginden, peroksidasyon sirasinda olusan konjugelerin 6l¢timii,

in vivo lipit peroksit diizeyini yansitabilecek 6nemli bir yontemdir.

2.6.2.3. Oksidatif Stresin Niikleik Asitlere Etkisi

Serbest radikallerin, farkli mekanizmalar ile deoksi ribo niikelik asit (DNA)
iizerinde hasara yol agarlar. OH™ radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona
girerek DNA’da hasara neden olur. DNA’nim temel yap1 tasi olan niikleotidin yapisi
icinde yer alan purin ve pirimidin bazlar1 oksijen radikallerinin etkilerini gosterdigi
bolgelerdir. Serbest radikaller 6zellikle bu bazlarda mutasyona neden olurlar.
Ozellikle guanin bazinmn bu radikaller araciligi ile hidroksilasyonu sonucunda DNA

molekiiliiniin yapis1 de§ismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (110).

2.6.2.4. Oksidatif Stresin Karbonhidratlara EtKkisi

Ozellikle glikoz, mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda
otooksidasyona ugrayarak O, ve H,0,’1 meydana getirirler. Okside glikoz, protein

ile reaksiyona girer ve glikolizasyon ve glikasyon {irtinleri olusturur (111).
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2.7. Antioksidanlar

Notrofil, makrofaj gibi immiin sistem hiicrelerinin savunma mekanizmasi i¢in
serbest radikal reaksiyonlar1 gerekli olsa da serbest radikallerin fazla iiretimi, doku
hasar1 ve hiicre oliimii ile sonu¢lanmaktadir (112). ROS’un yarilanma Omiirleri
kisadir fakat baslattiklar1 serbest radikal zincir reaksiyonlar1 ile doku hasarma sebep
olmaktadirlar. Dolayis1 ile serbest radikallerin tetikledigi oksidatif hasara karsi
savunma mekanizmalar1 harekete geger. Bunlar Onleyici mekanizmalar, tamir

mekanizmalari, fiziksel savunmalar ve antioksidan savunmalardir.

Paglasilmamis €lgRtron

“ntioksidanlar

€legRktron
Jardim

Serbest Radikal

Sekil 7: Antioksidanlar ve Serbest Radikaller (95)

Antioksidan savunma; canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat
ve DNA gibi oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun Onlenmesi veya
geciktirilebilmesidir. Bu siliregte rol oynayan maddelere antioksidanlar denir (113).
Enzimatik antioksidanlar SOD, CAT ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
enzimleridir. SOD’ 1n yapisinda bakir, ¢inko ve manganez, GSH-Px ’da ise selenyum
iyonu bulundugundan bu enzimler metalloenzim olarak da adlandirilirlar (114).
Hiicre i¢i ortamimn aksine hiicre digi ortamda gergeklesen enzimatik olmayan
antioksidan savunmadan ise E ve C vitamini, transferrin, seruloplazmin, albumin,
bilirubin, B-karoten sorumludur. SOD, GSH-Px ve CAT enzimlerinden ayr1 olarak E

ve C vitamini de hiicre i¢i antioksidan oOzellige sahiptir. Her ikisi de hiicre

38



membranlarindaki LPO zincir reaksiyonlarmi kiran antioksidanlardir. Hiicre ici

ortamin aksine hiicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirhidir

(115).

2.7.1. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

Antioksidanlar; ROS ve nitrojen tiirlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle
hasarlanmig dokularin tamiri, diger antioksidanlarin onarimi/yenilenmesi ve metal
selasyonu gibi farkli etki sekillerinden birini veya birkagini ortaya koyarlar. ideal bir
antioksidan, bu etki sekillerinden cogunu yerine getirebilir. Biyolojik sistemlerde
oksidanlarin yikimi ve olusumu arasindaki denge, hiicre ve dokunun biyolojik

biitlinliigiiniin siirdiiriilmesinde 6nemlidir (116).
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Sekil 8: Folikiiler granuloza hiicresinde apopitoz sinyalleri (77).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

6,5 MHz’lik vaginal prob (Logio 200)

Cam pastor pipet (Swemed)

Cell Star Cell Culture Flask, Greiner (Avusturya)

Center well (IVF-Thermoscientific, Rochester-NY 14625, USA)

CO; inkubator: (Heal Force, Smart Cell, Japonya)

Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

Floresan spektrofotometre: (Cary Eclipse, Varian Firmasi, Avustralya)
Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (isvigre)

Insiilin ignesi (Hayat)

Laminar Flow Kabini: Jouan B41 (Fransa)

Logio 200 marka USG cihazi

Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)

Olympus Stereo Mikroskop IX 70

Opu ignesi (Labotect-Ovarial Biopsie set, Nr.3, Koompweg 12, D-37, 124,

Rosdorf, Germany)

40



Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)

Petri plagi (IVF-Thermoscientific, Rochester-NY 14625, USA)
pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

Plate reader: Tecan Infinite M 200 Pro (96) (Avusturya)
Sogutmali santrifiij: Kubota (Japonya)

Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

10X PBS Buffer Solutions, Sigma (Almanya)

Apopercentage Apopitoz Kiti, Biocolor (Ingiltere)
Colleganase-Type 4 4188/47M9961, 100 mg, Worthington (ABD)
Dihydrorhodamine 123 (DHR 123), Santa Cruz, (ABD)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Solusyonu
DMSO ( Dimethyl sulphoxide) Hybri-Max, Sigma (Almanya)
Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline, Biochrom (Almanya)
EGTA, Merck (Almanya)

Fura-2-acetoxymethyl ester (Fura—2-AM), Invitrogen (ABD)

G mops plus (Vitrolife AB Box 9080, 400 92 Goteborg, Sweden)
Hidrojen Peroksit (H,0;), Sigma (Almanya)

Hidrojen Peroksit, Sigma (Almanya)

Hydrochloric Acid, Merck (Almanya)

Metanol, Merck (Almanya)
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Oil-100 (Vitrolife AB Box 9080, 400 92 Goteborg, Sweden)
Potassium Tartarat, Merck (Almanya)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 Medium (Almanya)
Sodium Carbonate (Na,COs3), Merck (Almanya)

Sodium Chloride, Merck (Almanya)

Sodyum hidroksit (NaOH), Riedel-de Héen (Almanya)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma (Almanya)

Trypsin 1 X Solutions, Sigma (Almanya)

3.1.3. Kullamilan ilaclar

Gonal-F® RFF Pen - follitropin alfa injection, Merck Serono, Istanbul,
Tiirkiye ya da Puregon® Schering-Plough, Istanbul, Tiirkiye (GnRH analoglarr)

Menogon 75 U ampul, Ferring, istanbul, Tiirkiye (HMG)

Cetrotide flakon® 0,25 mg, Merck Serono, Istanbul, Tiirkiye (luteinizan

hormonu salgilatan hormonun (LHRH) antagonistidir)

Ovitrelle® PreFilled Syringechoriogonadotropin alfa injection, 250
mikrogram, Merck Serono, istanbul, Tiirkiye (hCG)

3.1.4. Calismanin yiiriitiildiigii laboratuvarlar

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Kadm Hastaliklar

ve Dogum IVF Unitesi ve Biyofizik ve Sinir Bilimleri Anabilim Dallar1 ile N&rolojik
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Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezi (NOROBAM) Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir.

Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi

tarafindan 3517-D2-13 proje numarasi ile desteklenmistir.

3.1.5. Calisma Hastalarinin Se¢imi

Calismamiza Nisan 2013- Mart 2014 tarihleri arasinda Siileyman Demirel Tip
Fakiiltes1 Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Ana Bilim Dali Tiip Bebek Merkezine IVF
tedavisi icin bagvuran 48 infertil hasta dahil edildi. Calisma prospektif ve tek
merkezli olarak planlandi. Hastalardan ¢alismaya katilmalari i¢in yazili onam alindu.

Hasta anamnezleri alind1.

Jinekolojik muayeneyi takiben transvaginal USG yapildi. Olgularin tiimiine
temel infertilite tetkikleri yapildi. Adetin 3. giinii hormon tayini yapild1 (Bazal FSH,
LH, progesteron, estradiol, prolaktin, tiroid stimulan hormon), histerosalpingografi
yapilarak infertilite nedenleri saptandi. Eslerinden {iroloji konsiiltasyonuyla

spermiyogram tetkikleri istendi.

3.2. Yontem

3.2.1. Gruplarin Olusturulmasi

Hastalar, erkek faktor infertilitesi ve PCOS olmak {izere iki gruba ayrilds;
iremeye yardimci teknikler kullanilarak rekombinant FSH tedavisi ile gelistirilen

folikiillerden normal ovulasyon diizeyine sahip olup, aspirasyon sonucu elde edilen
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oositlerin sayis1 10 ve daha fazla olan kadinlar degerlendirmeye alindi. Ovulasyon

indiiksiyonunu takiben istenilen olgunluga erisen oositler ultrason esliginde aspire

edildi.

3.2.2. Granuloza hiicrelerinin izolasyonu

Bu hastalardan OPU sonrasi her bir oosit etrafindaki korona radiata

tabakasinin mekanik ve hiyaluronidaz enzimi kullanilarak ayrilmasi ile granuloza

hiicreleri elde edildi.

Resim 1: Granuloza hiicrelerinin izolasyon asamalar1 (SDU Tip Fak. IVF Unitesi)

Elde edilen granuloza hiicreleri planlanan analizler yapilmak iizre SDU Tip
Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali Laboratuarina tagindi. Bu hiicrelerde hiicre ici
serbest Ca™ diizeyleri, mitokondriyal depolarizasyon, hiicre i¢ci ROS iiretimi, kaspaz

3-9 ile apopitoz parametrelerine bakildi.
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Calisma Oncesinde Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
arastirmalar Etik Kurulu 27.03.2013 tarih ve 89 sayihi kararla ¢alismanin

gerceklestirilmesinde etik sakinca olmadigina karar verildi.

Calismaya dahil edilme kriterleri:

1. Ek hastalik olmamasi

Sigara, alkol, ila¢ kullanmayan hastalar
25-35 yas arasi en az bir y1l infertil ¢iftler
Primer infertil olanlar

PCOS (hasta grubu)

Erkek faktor infertilite olanlar (kontrol grubu)

A R o

OPU isleminde 10 veya daha fazla folikiil gelisen hastalar

Hastalarin aglik kan sekeri, lire, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), hemogram (12 saatlik aclik siiresini takiben, 10 ml venéz
kan Orneklemesi yapilarak) Olciimleri yapilarak ve elektrokardiyografi (EKG) ve
akciger filmleri cekilerek anestezi doktoru tarafindan konsiilte edildi. Preoperatif

anestezi almasinda sakica olmadig: gosterildi.
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Resim 2: Oosit pick-up islemi sirasinda overin ultrasonografik gériiniimii (SDU Tip Fak. IVF Unitesi)

3.2.3. Laboratuvar Analizleri

3.2.3.1. Hiicre i¢ci Ca™ Olgiilmesi

Hiicre i¢i kalsiyum iyon miktarinin 6l¢iimii i¢in granuloza hiicreleri oda
1s1sinda 45 dakika boyunca 4uM fura—2 AM fliioresan boyasi ile boyanacak (117).
Boyanma isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicre manyetik olarak karistirilan,
seffaf kiivetlere hiicre yogunlugu 10° olacak sekilde Na'-HEPES [(mM cinsinden)
NaCl, 140; KCl, 4,7; CaCl,, 1,2; MgCl,, 1.1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7.4)]
soliisyonu icerisinde florasan spektrofotometrede (Varian Cary Eclipse, Australia)
haznesine yerlestirilecek. Fura—2 AM icin eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380
nm, 505 nm emisyon dalga boyalarinda fluoresan 151k ile uyarilacak ve yaklasik yedi

dakika boyunca kayit alinacak.

Hiicre i¢i serbest Ca™ iyon diizeyi [Ca™*] degisimleri bilgisayar ekraninda
340 nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlar: ile kaydedilip (118-119) metoduna
gore hesaplanacaktir. TRPV1 calismalarinda ise uyarim kapsaisin (0.1 mM) ile
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yapilirken, agilan kanalim TRPV1 mi oldugunu test etmek i¢in, TRPV1 antagonisti
kapsazepin (0.04 mM) kullanilmistir.

3.2.3.2. Hiicre i¢i ROS Uretimi Tayini

Izole edilen hiicreler 150 ul 1xPBS ile sulandirilacaktir. Sonrasinda her bir
ependorfta 50 ser ul olacak sekilde hiicreler 3’e boliinecektir. Daha sonra iizerlerine
950 ul RPMI konuldu. Pipetaj yaptiktan sonra iizerine 1ul Dihydrorhodamine (DHR)
123 ROS boyasindan konuldu ve giizelce pipetaj yapildi. Ependorflar 30 dk siireyle
inkiibatore konuldu. Siire bitimini takiben 4x100 G devirde 5 dakika santrifiij edildi.
Sonrasinda olusan siipernatant dokiilerek tlizerlerine 300 pl 1xPBS koyup giizelce
pipetaj yapildiktan sonra plate kuyucuklarina (Infinite 200 Pro, Avusturya) her bir
kuyucuga 100 pl olacak sekilde hiicreler boliindii. Plate readerda florasanlar 498 nm
emisyon ve 522 nm eksitasyon (uyarim) dalga boylarinda okunmustur ve aradaki
fark deger olarak belirlenmistir (120). Degerler, kontrole kiyasla misli artig olarak

verildi.

3.2.3.3. Kaspaz 3 ve 9 enzim aktiviteleri tayini

Kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarinin hazirlanmasi i¢in 2,5 ml kaspaz 3 ve
kaspaz 9 un buffer ham soliisyonlarindan 15 ml lik falkon tiiplerine konuldu. Her 2
tampona da 2,5ul NP-40 (+23°C) kimyasalindan ilave edildi, sonrasinda vortekste
karistirip floresan kaspaz DTT boyasindan kaspaz 3 ve kaspaz 9 bufferlarmin iizerine
10ul ve 2,5ul konulup giizelce vortekste karistirildi. Izole edilen granuloza hiicreleri
150 pl 1xPBS soliisyonuyla sulandirildiktan sonra her bir plate kuyucuguna 15 pl
olacak sekilde 10 kuyucuga esit bir sekilde konuldu. Uzerine de dncesinde hazirlamis
oldugumuz kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarindan 50ul konuldu ve sonrasinda agiga
cikan enzimler (Infinite 200 Pro, Avusturya) cihazinda 360 nm uyarilma ve 460 nm

emilme dalga boylarinda okunarak kaspaz 3 ve 9 aktiviteleri degerlendirildi. (AC-
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DEVD-AMC Kaspaz 3 ve AC-LEHD-AMC Kaspaz 9 i¢in). Elde edilen veriler
kontrole kiyasla misli artis olarak degerlendirildi (121, 122).

3.2.3.4. Apopitozis analizi

Izole edilen granuloza hiicreleri 150 pl 1xPBS ile sulandirildi. Sonra her bir
ependorfta 50 ser pl olacak sekilde hiicreler 3’e boliindii. Daha sonra iizerlerine
950ul 1XPBS konuldu. Pipetaj yaptiktan sonra iizerine 3-5ul apopitozis boyasindan
(Apopercentage dye 10 ml) ilave edildi ve 30 dk siireyle ¢alkalama cihazina konuldu.
Calkalama sonras1 3500 rpm de 5 dk santrfiij ettik ve {istte olusan siipernatant (iistte
olusan hiicresiz sivi kisim) dokiildii. Uzerine tekrar 1xPBS eklendi ve 200ul
Apopercentage Release’den ilave edildi. Pipetaj yaptiktan sonra siipernatant alindi ve
plate kuyucuklarimiza yerlestirerek 550 nm de Infinite 200 Pro (Avusturya) kuyucuk
okuyucu cihazinda okundu. Elde edilen veriler kontrole kiyasla misli artig olarak

degerlendirildi.

3.2.3.5. Mitokondriyal membran depolarizasyon tayini

Hiicre icerisine Ca™ iyon akisi, mitokondride depolarizasyon artisi yoluyla
ROS iiretimini artirmakta, artan hiicre i¢ci ROS miktari, gerek hiicre i¢i organale
kapilarin1 agarak ve gerekse katyon kanallarina zarar vererek sitozolde Ca"™ miktarini
artirmaktadir. Mitokondriye daha fazla Ca™ girisi depolarizasyonu artirmakta ya
hiicre caligmasi bozulmakta veya hiicre apopitozise gitmektedir. Bu nedenle,
mitokondriyal zar depolarizasyonu tayininin yapilmasi bu halkadaki zinciri

tamamlayarak molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglamistir.

Analizin yapilisi: Hiicreler 0.001 mM JC-1 ile 37 °C de 15 dakika inkiibe
edildi (123). JC-1 boyast mitokondride depolarizasyon artisma paralel girisi
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artmaktadir. JC-1 inkiibasyon sonrasi kirmizidan yesile dogru florasan artisi
mitokondriyal depolarizasyonu gostermekte ve bu durum plate reader tarafindan
degisik dalga boylarinda hemen pesi sira cihaz tarafindan otomatik olarak
belirlenebilmektedir. Yesil dalga boylar1 eksitasyon 485 ve emisyon 535 dalga
boylarinda belirlendi. Kirmiz1 dalga boyu degisimleri ise 540 nM (Eksitasyon) ile
590 nM (Emisyon) de belirlendi. Elde edilen veriler kontrole kiyasla misli artig

olarak degerlendirildi.

3.2.4. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verilecektir. Granuloza hiicrelerinde g¢alisilan bilimsel degerlerin aritmetik
ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS Inc. SPSS for Windows. Version
17.00, Chicago, 2009 lisanslt paket bilgisayar programi kullanilarak istatistiksel
olarak karsilastirilacaktir. Gruplar arasi fark olup olmadigi Mann-Whitney U testi
istatistiksel analizi ile degerlendirilecektir. Tiim istatistiki karsilastirmalarda

anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilecektir.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 48 olgunun infertilite nedenlerine bakildiginda: 18
olguda erkek faktorii; 30 olguda polikistik over sendromu nedenli infertilite saptandi.
Calismaya alinan olgular, kontrol (erkek infertilite grubu) ve hasta (PCOS) olmak
iizere iki gruba ayrilarak istatiksel analizler yapildi. Erkek infertilitesine sahip olan
18 olguda hastanin yas ortalamasi 32,2+ 1,2 iken PCOS olan 30 olguda yas
ortalamasi ise 33,4 =+ 2,1 olup (p<0,05), gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmamaistir.

4.1. Gruplarda hiicre ici serbest kalsiyum analizi sonuclar

TRPV1 kanallar1 yiiksek 1s1 (=43 °C), oksidatif stres, inflamasyon ve asidik
pH da aktive olmaktadirlar. CAP kirmizi ac1 biberde yaygin olarak bulunmaktadir ve
TRPV1 kanallarinin uyaricisi olarak kullanilmaktadir. Granuloza hiicrelerinde hiicre
ici ROS ve Ca™ artisinn, granuloza hiicrelerinin fizyolojik gorevlerini yakindan
etkiledikleri iyi bilinmektedir. Hiicre igerisine Ca™ girisinin artisinin TRPV1 kanal
aracilt gergeklesip gerceklesmedigini test etmek igin, granuloza hiicreleri CAP ile
uyarilarak CPZ ile bloke edildiler. Kontrol, kontrol+CAP, hastatCAP ve
hasta+tCAP+CPZ gruplarinin [Ca™]; diizeyleri ¢izgi grafigi olarak sekil 9-10-11 de
gosterildi. Kontrol, kontroH-CAP, hastatCAP ve hastatCAP+CPZ gruplarmnin
[Ca™]; diizeyleri siitin grafigi olarak grafik 1 de gosterildi. Bu sonuglar
incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda hiicre i¢i [Ca™]; diizeylerinin
istatistiksel olarak (p<0.01) onemli diizeyde arttig1 gézlemlendi. Kontrol+CAP ve
kontroHrCAP+CPZ gruplarmna kiyasla hastatCAP+CPZ grubunun hiicre i¢i [Ca™];
diizeylerinin ylksek oldugu (p<0.05) go6zlemlendi. Bu sonuglar, granuloza
hiicelerinde hiicre ici [Ca™]; diizeylerinin arttigi ve bu artisin TRPV1 kanallar

araciligi ile gerceklestigi gozlemlendi.
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Sekil 10. Granuloza hiicrelerinde TRPV1 kanal blokiirii CPZ in kontrol ve hasta gruplarinin hiicre igi

serbest Ca™ ([Ca"™];) diizeyleri iizerine etkileri. (n=6).
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hiicre ici serbest Ca** ([Ca™];) diizeyleri iizerine etkileri. (n=6). (Sekil 9 ve 10’un birlikte ifadesi)
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Grafik 1. Granuloza hiicrelerinde CAP ve TRPV1 kanal blokiirii CPZ in kontrol ve hasta gruplarinin

hiicre ici serbest Ca™ ([Ca™];) diizeyleri itizerine etkileri. (n=6). *p < 0.01, p < 0.05 ve kontrol

grubuna kiyasla. °p < 0.01, %p < 0.05 ve Hasta+CAP grubuna kiyasla. °p < 0.05 ve Kontrol+CAP+CPZ

grubuna kiyasla.
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4.2. Gruplarda programh hiicre o6liimii (Apopitozis), kaspaz 3 ve kaspaz 9

Sonuglari

Granuloza hiicrelerinde CAP ve TRPV1 kanal blokiirii CPZ in kontrol ve
hasta gruplarinin apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri iizerine etkileri sirasiyla,

grafik 2-3-4 de gosterilmistir.

Kontrol grubuna kiyasla, hasta grubunda apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9
degerleri onemli diizeyde (p<0.05) fazla oldugu gozlemlendi. Hasta grubu
hiicrelerinin CAP ile uyarilmasi sonucu apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri
kontrol ve hasta grubuna kiyasla daha da arttigi gozlemlendi (p<0.001). Bununla
beraber apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri CPZ ile inkiibe edilmesi sonucu
apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri daha da azaldig1 gozlemlendi (p<0.05 ve

p<0.001).

Bu sonuglara gore, hasta granuloza hiicrelerinde apopitozis, kaspaz 3 ve

kaspaz 9 degerlerinin TRPV1 kanal aracil1 gergeklestigi gozlemlendi.
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Grafik 2. Granuloza hiicrelerinde CAP ve TRPV1 kanal blokiirii CPZ in kontrol ve hasta gruplarinin
apopitozis diizeyleri iizerine etkileri. (n=6). *p <0.05, °p < 0.001 ve kontrol grubuna kiyasla. °p <
0.001 ve Hasta grubuna kiyasla. %p < 0.001 ve Hasta+CAP grubuna kiyasla. °p < 0.001 ve Hasta+CPZ

grubuna kiyasla.
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Grafik 3. Granuloza hiicrelerinde CAP ve TRPV1 kanal blokiirii CPZ in kontrol ve hasta gruplarinin
kaspaz 3 aktivitesi {izerine etkileri. (n=6). *p <0.05, °p <0.001 ve kontrol grubuna kiyasla. °p < 0.001
ve Hasta grubuna kiyasla. p < 0.001 ve Hasta+CAP grubuna kiyasla. ‘p < 0.05 ve Hasta+CPZ

grubuna kiyasla.
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Grafik 4. Granuloza hiicrelerinde CAP ve TRPV1 kanal blokiirii kapsazepin CPZ in kontrol ve hasta
gruplarmnin kaspaz 9 aktivitesi iizerine etkileri. (n=6). °p < 0.05, °p <0.001 ve kontrol grubuna kiyasla.
°p < 0.001, *p < 0.05 ve Hasta grubuna kiyasla. °p < 0.001 ve Hasta+CAP grubuna kiyasla. 'p < 0.001
ve Hasta+CPZ grubuna kiyasla.
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4.3. Gruplarda hiicre ici ROS analizi sonug¢lar

ROS sonuglar1 grafik 5 de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla hasta
grubunda ROS’un 6nemli diizeyde (p<0.05) arttig1 gézlemlendi. CAP TRPV1 kanal
aktivatoriidiir. Hasta grubunda granuloza hiicrelerini CAP ile muamele edildiginde
ROS’u daha da artirdigi (kontrole gore) goriildii (p<0.001). CPZ TRPV1 kanal
blokiirtidiir. Hasta+CPZ grubuna kiyasla, hastatCAP+CPZ (p<0,001) gruplarinda
hiicre i¢i ROS diizeylerinin 6nemli diizeyde arttig1 gézlemlendi. Bu sonuglarda ROS

iiretiminde TRPV1 kanallarinin 6nemini gostermektedir
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Grafik 5. Granuloza hiicrelerinde CAP ve TRPV1 kanal blokiirii CPZ in kontrol ve hasta gruplarinin
hiicre i¢i ROS iiretimi tizerine etkileri. (n=6). *p < 0.05, °p < 0.001 ve kontrol grubuna kiyasla. °p <
0.001 ve Hasta grubuna kiyasla. %p < 0.001 ve Hasta+CAP grubuna kiyasla. °p < 0.001 ve Hasta+CPZ

grubuna kiyasla.

4.4. Gruplarda mitokondriyal depolarizasyon analizi sonug¢lari

Mitokondriyal depolarizasyon analizi sonuglar1 grafik 6 da gosterilmistir.
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Kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda mitokondriyal depolarizasyonun
onemli diizeyde (p<0.05) arttigi gézlemlendi. CAP kalsiyum kanal aktivatoriidiir.
Hasta grubunda granuloza hiicrelerini CAP ile muamele edildiginde mitokondriyal
depolarizasyonu daha da artirdigi (kontrole gore) goriildii (p<0.001). CPZ, TRPV1
kanal blokiirtidiir. Hasta+CPZ grubuna kiyasla, hastatCAP+CPZ (p<0,001)
gruplarinda mitokondriyal depolarizasyon diizeylerinin 6nemli diizeyde arttig1
gozlemlendi. Bu sonuglarda mitokondriyal depolarizasyon iiretiminde TRPV1

kanallarmin 6nemini gostermektedir.
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Grafik 6. Granuloza hiicrelerinde CAP ve TRPV1 kanal blokiirii CPZ in kontrol ve hasta gruplarinin
mitokondriyal depolarizasyon orani iizerine etkileri. (n=6). p < 0.001, °p < 0.001 ve kontrol grubuna
kiyasla. °p < 0.001 ve Hasta grubuna kiyasla. %p < 0.001 ve Hasta+CAP grubuna kiyasla. °p <0.001 ve
Hasta+CPZ grubuna kiyasla.
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5. TARTISMA

Infertilite, herhangi bir dogum kontrol yontemi kullanmaksizin, diizenli cinsel
iliskiye ragmen bir yil siire ile gebe kalimamama durumu olarak tanimlanmaktadir.
Toplumda ciftlerin yaklasik %10-20’sini etkileyen ¢cok boyutlu ciddi bir problemdir.
Temel olarak erkek ve kadina bagl bir¢ok etmen infertilite de yer almaktadir (2).
Son yillarda infertiliteye yonelik tedavilerde c¢ok ciddi adimlar atilmis olmasina
ragmen (1) elde edilen basar1 oranlar1 istenilen seviyeye ulasamamistir. Uremeye
yardimc1 tedavilerde basar1 oranlarini arttirma yolundaki arastirmalar ise halen

siirmektedir (3).

Infertilite tedavisinde, {iremeye yardimei tedaviler kullanilarak kontrollii over
hiperstimiilasyonu yapildig1 halde, ovulatuvar bozukluklardan PCOS halen en sik
karsilagilan problemlerden biri iken (4) erkek infertilitesi oranlar1 ise giinden giine

artmaktadir (5).

Granuloza hiicreleri, ovaryan folikiiliin somatik hiicrelerini olusturur. Oosit
kalitesinin disi fertilitesi lizerinde anahtar bir rolii vardir. Kaliteli bir oosit olusumu
ve bu siiregte isleyen mekanizmalar ile ilgili halen kisith bilgi mevcuttur (6- 10).
Oositler folikiil icerisinde olgunlasip gelistiklerinden granuloza hiicreleri ile karsilikl

ve yogun bir etkilesim i¢indedir (6 -14).

Hiicresel bir¢cok islevin yerine getirilmesinde iyonlar temel olarak gorev
almaktadir. Hayatin ilk basamagi olan fertilizasyondan baglayarak gen
transkripsiyonu, hormon salinimi, hiicrelerin farklilasmasi, gelismesi, nekroz ve
apopitozla tanimlanabilecek hiicre 6liimii gibi birgok olaydan sorumlu olan bir hiicre
ici ikincil haberci olan kalsiyumun evrenselligi, bircok hiicresel reaksiyonda
tistlendigi gorevden kaynaklanmaktadir. Hiicre disindaki Ca™ iyon konsantrasyonu
hiicre i¢ine oranla yaklasik olarak 20.000 misli daha fazla olmasi (84) mikro diizeyde
bakildiginda ise hiicrelerdeki yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi i¢in de belli bir

denge denkleminde bir takim iyon kanallar1 vasitasiyla iki yonlii hareketi s6z
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konusudur. Hiicre icerisinde ¢ok kisa siirelerde degisen bu hassas denge hiicre ici

Ca' ([Ca™]i) sinyalini olusturmaktadur.

Programli hiicre 6liimii olarak da bilinen “Apopitoz” ge¢misten giinlimiize
yapilan bir¢ok arastirma sonucunda tanimlanabilmistir. Gelisimin normal siirecinde
fizyolojik olarak goriilmekle birlikte bir denge icinde olmalidir. Bu dengenin
bozulmasi ¢esitli patolojilere yol agabilir. Bu konuda birgok arastirmaci apopitozun
diizenlenememesinin bir¢ok insan patolojisi, kanserleri, otoimmiin hastaliklar ve

infertiliteye neden oldugunu saptamustir (15).

Bilindigi  gibi  mitokondri  protein,  karbonhidrat ve  yaglarin
degerlendirilmesinde ©nemli bir hiicre i¢i organeldir. Bu fizyolojik aktiviteler
sirasinda artik {irtin olarak ROS olusmaktadir. Kas hiicrelerinde sarkoplazmik
retikulum, sinir hiicreleri gibi diger hiicrelerde endoplazmik retikulum, katyon
kanallar1 aktivasyonu yoluyla sitozole akan Ca™ iyonlar1 mitokondride porlarin
acilarak depolarizasyonu neden olarak ROS firetiminin daha da artmasma neden
olmaktadir. Bu artan ROS TRPV1 ve voltaja duyarl kalsiyum iyon kanallarini1 daha
fazla acarak hiicre digindan icine Ca™ akigma neden olmaktadir. Bu zincirleme
olaylar ya hiicrelerin calismasint zorlagtrmakta veya hiicreleri apopitozise
gotliirmektedir (16, 17). Biitiin bu patofizyolojik olaylarda oksidatif stres, kaspaz
aktiviteleri, apopitozis, mitokondriyal depolarizasyon oranlarinda degisiklikler

gozlenmektedir.

Tez calismamda farkli infertilite nedenleri ile IVF sikluslarinda tedavi goren
hastalardan elde edilen granuloza hiicrelerinde, oksidatif stresin, kalsiyum sinyalinin,
apopitoz ve apopitotik yolaklarin nasil etkilendigini ve TRPV1 kanallarmin etkisinin

olup olmadigini degerlendirmeyi amacladik.

Markstom ve ark. (77)’de folikiiler gelisimin tiim asamalarinda da apopitozun
varligindan bahsetmisler ve preantral folikiillerden preovulatuar folikiile kadar olan
atrezide ise apopitozun granuloza hiicrelerinde basladigmi rapor etmislerdir. Cesitli
arastiricilar yaptiklari ¢alismalarda granuloza hiicrelerindeki apopitotik cisimlerin
bulunusunun IVF basarisinda kotii prognozun belirlenmesinde prediktif olabilecegini
bildirmis, dogal sikluslarda granuloza hiicrelerinde en diisiik sayida apopitotik cisim

gozlendiginden bahsetmis (124, 125) ve hamile olan grupta apopitotik granuloza
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hiicre indeksi 0,01 den diisiik bulmuslardir (11, 21- 25), Toya ve ark. (126) yaptiklar1
bir ¢alismada ise farkli infertilite tiirlerinde granuloza hiicrelerinde apopitotik
cisimlerin bulunusunun erkek faktoriinde en alt diizeyde iken diger gruplarda yiiksek

oldugunu rapor etmistir.

Yapilan literatiir calismalarinda TRPV1 kanallar1 ile granuloza hiicreleri ve

kalsiyum mekanizmasina iligkin bir calisma tespit edilememistir.

Hiicrede o6liim karar1 verildigi zaman apoptotik Olim aracilarmin
koordinasyonuyla ¢ok sayida alt program aktive edilir. Kaspaz ailesi ve Bcl-2 ailesi
en 6nemli apoptotik diizenleyici faktorlerdir. Siirecin baslangicindan sonuna kadar
farkli kaspazlar rol almaktadir (76). Johnson (76) ve Glamoclija (127) saglikh
folikiillerde kaspaz 3 inaktif formda bulunurken atretik folikiillerde aktif kaspaz 3
konsantrasyonunun arttig1 ve kaspaz 3’lin gelisimde ve oositin kalitesinde de
belirleyici oldugunu ifade etmislerdir. Benzer sekilde dondurulan granuloza
hiicrelerindeki apopitozda kaspaz 3-8-9’un etkin oldugunu bildirmislerdir (128).
Buna karsin Claveroa ve ark. (129) ICSI sikluslarinda granuloza hiicrelerindeki

apopitozun oosit maturasyonu ve fertilizasyonunu degistirmedigini belirtmistir.

Yaptigim calisma ile elde edilen sonuglara bakildiginda mitokondriyal
depolarizasyona bagli olarak sitozole kalsiyum girisinin artarak apopitozun
tetiklendigini gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, hasta grubunda apopitozis,
kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri 6nemli diizeyde yiiksek oldugu goézlemlendi. Hasta
grubunun CAP ile uyarilmasi sonucu apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri
kontrol ve hasta grubuna kiyasla daha da arttigi gézlemlendi. Bununla beraber
apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri CPZ ile inkiibe edilmesi sonucu
apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9 degerleri daha da azaldig1 goézlemlendi. Bu
sonuglara gore, hasta granuloza hiicrelerinde apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9

degerlerinin TRPV1 kanal aracili gerceklestigi gézlemlendi.

Normal fizyolojik sartlar altinda hiicresel reaksiyonlar sonucunda olusan
serbest radikaller, ROS olarak adlandirilmaktadir. ROS’lar bir¢ok antioksidan
tamponlama mekanizmas: tarafindan etkisiz hale getirilebilmekte ve ROS’lar ile
tamponlama mekanizmalar1 arasindaki dengenin bozulmas: ise oksidatif stres olarak

adlandirilmaktadir. Kadmn iireme sisteminde serbest radikaller ve ROS apopitozda
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zincir reaksiyonlar ile etki gosterir (130) ve ayrica ROS ve antioksidanlar
folikiilogenezis, oosit maturasyonu, luteal regresyon ve fertilizasyonda fizyolojik rol

oynarlar (2).

Yapilan bazi1 ¢caligmalarda infertilite de ROS {iretiminin arttig1 bildirilmistir.
Granuloza hiicrelerinin antioksidanlari iireterek oositi ROS’larin zararlh etkilerinden
korudugu belirlenmistir. Cesitli arastiricilar yardimci tireme tekniklerinde elde edilen
basar1 oranlarinin gamet ve embriyo kalitesi tarafindan etkilendigini, folikiiler siv1 ve
granuloza hiicrelerinin oositle yakin iliskide olduklarindan bunlarin incelenmesi ile
elde edilen sonuclar IVF basarisi tespit etmede kullanilabilecegini rapor etmistir.
Ornegin granuloza hiicrelerindeki gelistirilmis ROS iiretimi diisiik oosit fertilizasyon
kabiliyeti, diisiik embriyo kalitesi ve azalmis implantasyon oranlar1 ile iliskili
bulunmustur. Sonucta oksidatif stres lireme ve gelisme patolojisi ile iliskili gibi
durmaktadir. Granuloza hiicrelerindeki antioksidan enzimler oosit maturasyonunu
diizenler ve yardimci iireme tekniklerindeki basar1 oranlar1 ile iliskilidir. Ureme ve
fertilizasyonun diizenlenmesinde ROS ve antioksidanlarin 6nemi dikkate alinmalidir

(26- 31, 125)

Yine tez ¢alismamda elde ettigimiz sonuglara gére kontrol grubuna kiyasla
hasta grubunu granuloza hiicrelerinde sitozole Ca™ girisinin arttigi gozlemlenirken
buna paralel ROS iiretimininde arttigi gozlendi. Bu Ca™ girisinin TRPV1 kanal
aracilt m1 oldugunu belirlemek i¢in CAP ile inkiibe edilip CPZ ile bloke edildiler.
Literatiirde granuloza hiicreleri ROS ve TRPV1 aracili kalsiyum girisinin birlikte

arastirildig1 calismalara rastlamadik.

Hiicre i¢i ikincil haberci sisteminin en 6nemli elemanlarindan biri olan Ca™
hiicresel bircok hayati fonksiyonun yerine getirilmesinde Onemli bir rol
istlenmektedir. Chen ve ark. (131) kalsiyum mobilizasyonunun germ hiicre hatt1
gelisiminde, ddllenme fonksiyonu ve liremede son derece 6nemli oldugunu rapor
etmistir, benzer sekilde Sun ve Machaca (132) Ca™* diizeyindeki diizensizliklerin
oositlerde geri doniisiimsliz bir etki gosterdigini soylemektedir. Ayrica g¢esitli
arastiricilar kalsiyumun granuloza hiicrelerinde mayozun ilerlemesi ve devamu ile
maturasyon ve dollenmede etkili oldugu diisiinselerde de ek c¢aligmalara ihtiyag

bulundugunu belirtmislerdir (32 -35) ve Bernabo ve ark. (36) manyetik alana maruz
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kalan domuz granuloza hiicrelerinde intraseliiler kalsiyum artigma bagli morfoloji,
metabolizma, fonksiyon bozukluklar1 ve {ireme bozukluklar1 goriildigini
bildirmisler (143). Naziroglu (133)’de sitosoldeki Ca™ diizeyinin azalmasiyla
mitokondriyal depolarizasyonun azaldigmi ve serbest radikal olusumununda da
azaldigindan bahsetmistir. Buna ragmen Tola ve ark. (134) fertilize olan oositlerden

alman granuloza hiicrelerindeki Ca"™ "u yiiksek bulmuslardur.

Son yillarda yapilan ¢alismalar, granuloza hiicreleri ve oositler arasindaki
kanallarin, sadece metabolit transferinde 6nemli olmadigini, ayn1 zamanda oositin
mayotik duraklamasinimn siirdiiriilmesinde de 6nemli rol {istlendigini gostermektedir.

Bu kanallarin 6nemi ise giinden giine 6nem artmaktadir (4, 18, 20, 45,142).

Yaptigimiz literatiir calismalarinda TRPV1 aracili kalsiyum girisini granuloza
hiicrelerinde gosteren bir calismaya rastlamadik ancak Shukla ve ark (135) cesitli
katyon kanallarinin sperm fizyolojisi ve fertilite de etkili oldugunu bunlardan bir
tanesinin de TRP kanali oldugunu sdylemistir. Benzer sekilde Kose ve Naziroglu
(37)’te PCOS hastalarinda kalsiyum sinyalinin TRPV1 kanali yoluyla etki
gosterdigini bildirmislerdir. Laporta ve ark. (136, 141) tavuk granuloza hiicrelerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada kalsiyumun L tip kanallar araciligi ile ovaryum gelisiminde
etkili oldugundan bahsetmistir, ayrica Montalbetti ve ark. (137) gebelikteki ROS un
insan sinsityoblastlarindaki TRPP2 (PC2) kanallar1 yoluyla aktive olabilecegini
bildirmislerdir, benzer sekilde Teilmann ve ark. (138) PCI-2’nin fare granuloza
hiicrelerinde ovaryan folikiilerin gelisiminde ve olgunlagsmasinda énemli oldugunu
bildirmislerdir. Yine kuslarda yapilan bir ¢alismada T ve L-tip Ca™ kanallarmin
varlig1 gosterilmistir (139).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda sonuglar incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla hasta
grubunda hiicre i¢i [Ca™]; diizeylerinin istatistiksel olarak onemli diizeyde arttigi
gozlemlendi.  KontroHCAP ve  Kontro+CAP+CPZ  gruplarma  kiyasla
Hasta+tCAP+CPZ grubunun hiicre i¢i [Ca™]; diizeylerinin yiiksek oldugu
gdzlemlendi. Bu sonuglar, granuloza hiicelerinde hiicre i¢i [Ca™]; diizeylerinin artti1

ve bu artigin TRPV1 kanallar1 aracilig ile gerceklestigini gostermektedir.

Tez calismamda farkli infertilite nedenleri ile IVF sikluslarinda tedavi géren
hastalardan elde edilen granuloza hiicrelerinde, oksidatif stresin, kalsiyum sinyalinin,
apopitoz ve apopitotik yolaklarin nasil etkilendigini ve TRPV1 kanallarinin bu

etkideki roliinii gordiik.

TRPV1 kanallar1 yiiksek 1s1 ve oksidatif stresle aktive olduklar1 1yi
bilinmesine ragmen, bizim yaptigimiz literatiir taramalarinda, granuloza hiicreleleri
ile TRPV1 kanallar1 arasindaki etkilesime dair bir bildiri mevcut degildi. Bu
calismamizda, oksidatif stresin neden oldugu Ca™ akisinda TRPV1 kanallarmin da

roliiniin oldugu gozlemlendi.

infertilitede, hiicre icerisine Ca™ akisinin artist ve buna bagl olarak
mitokondriyal depolarizasyon artisi, serbest oksijen radikallerinin liretimini artirdigi,
sonu¢ olarak da kaspaz aktivasyonlarim1 artirarak apopitozisi tetikledigi
bilinmektedir. Fakat granuloza hiicrelerinde bir etkisinin varligi bu g¢alismamizla
literatiirde ilk kez tespit edilmis olup neticede granuloza hiicrelerinden sitozole Ca™
akigmin artiginin, hiicre ici ROS iretimini, apopitoz, kaspaz 3 ve kaspaz 9

aktivitelerini artirdig1 gézlemlendi.

Bu sonuglara gore ¢esitli infertilite nedenlerinde TRPV1 kanallarinin 6nemi
gdzlemlendi. Calismada Ca™, apopitozis, hiicre ici ROS sonuglari incelendiginde
uyum igerisinde oldugu gdzlenmektedir. Diger bir ifadeyle, hiicre i¢i asir1 Ca™ iyon
akismin hiicre canliligini azalttigi, ROS diretimini artirdigi ve hiicre Oliimiini

tetikledigi gozlemlendi.
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Bu etkilerin degerlendirilmesinin belki de halen karisik bir etyolojiye sahip
olan infetilite tedavilerinde gebelik ve implantasyon oranlarimi artirma ve basari

yoniinde katk1 saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

63



OZET

IVF iLE ELDE EDILEN GRANULOZA HUCRELERINDE APOPITOZ,
KALSIYUM SINYALI VE OKSIDATIF STRES PARAMETRELERININ
DEGERLENDIRILMESI

Infertilite, herhangi bir dogum kontrol yontemi kullanmaksizin, diizenli cinsel
iliskiye ragmen bir yil siire ile gebe kalinamama durumu olarak tanimlanir ve ¢ok
boyutlu ciddi bir problemdir. Granuloza hiicreleri, ovaryan folikiiliin somatik
hiicreleridir. Oositler folikiil igerisinde olgunlasip gelistiklerinden granuloza
hiicreleri ile karsilikli ve yogun bir etkilesim i¢indedir. Son yillarda yapilan
calismalar, granuloza hiicreleri ve oositler arasindaki kanallarn 6nemli roller
istlendigini gostermektedir.

PCOS (hasta) ve erkek infertilitesi (kontrol) nedeniyle tedavi goéren IVF
hastalarindan elde edilen granuloza hiicrelerinde, oksidatif stresin, kalsiyum
sinyalinin, apopitoz ve apopitotik yolaklarin nasil etkilendigini ve TRPVI
kanallarmin etkisinin olup olmadigini degerlendirdik.

Bu tez calismasinda sonuglar incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla hasta
grubunda hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin istatistiksel olarak dnemli diizeyde arttig1
gozlemlendi.  KontroHCAP  ve  Kontro+CAP+CPZ  gruplarma  kiyasla
Hasta+tCAP+CPZ grubunun hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin yiliksek oldugu
gozlemlendi. Bu sonuglar, granuloza hiicelerinde hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin
arttig1 ve bu artisin TRPV1 kanallar1 aracilig1 ile gergeklestigi gézlemlendi. Ayrica
infertilitede, hiicre igerisine Ca™ akiginm artis1 ve buna bagli olarak mitokondriyal
depolarizasyon artisi, serbest oksijen radikallerinin iiretimini artirdigi, sonug olarak
da kaspaz aktivasyonlarini artirarak apoptozisi tetikledigi iyl bilinmesine ragmen
granulosa hiicrelerinde bu etkinin varlig1r bu ¢alismamizla literatiirde ilk kez tespit
edilmis olup neticede granulosa hiicrelerinden sitozole Ca™ akismnm artisinin, hiicre
ic1 ROS {iretimini, apopitoz, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerini artirdigi gézlemlendi.

Bu sonuglara gore ¢esitli infertilite nedenlerinde TRPV1 kanallarinin 6nemi
gdzlemlendi. Calismada Ca™, apopitozis, hiicre ici ROS sonuglari incelendiginde
uyum igerisinde oldugu gdzlenmektedir. Diger bir ifadeyle, hiicre i¢i asir1 Ca™ iyon
akismin hiicre canliligini azalttigi, ROS diretimini artirdigi ve hiicre o6limiini
tetikledigi gozlemlendi.

Anahtar sozciikler: granuloza hiicreleri, kalsiyum sinyali, oksidatif stres ve
apopitoz
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ABSTRACT

EVALUATING APOPTOSIS, CALCIUM SIGNAL AND OXIDATIVE
STRESS MARKERS ON GRANULOSA CELLS OBTAINED BY IVF

Infertility is defined as the failure to conceive a recognized pregnancy after 1
year of unprotected intercourse and its multidimensional serious problem. Granulosa
cells are somatic cells of ovarian follicle. Because of oocytes matured and evolved in
follicular, they are in intense interaction with granulosa cells. In recent years, studies

show that the channels between granulosa cells and oocytes have important roles.

We evaluated oxidative stress, calcium signal and apoptosis in granulosa
cells, obtained from PCOS (patients) and male infertility (control) treated for IVF,
affected by how and TRPV1 channels whether influence.

When examining the results in this thesis, in the patient group compared to
the control group, a statistically significant level of intracellular calcium levels was
observed to increase. Control CAP and control+CAP+CPZ group compared to the
patient group+CAP+CPZ had higher levels of intracellular calcium were observed.
These results showed that, intracellular calcium levels increase in granulosa cells and
this increase were observed to take place by TRPV1 channels. Also infertility,
increase of Ca’" flow into cell and consequently mitochondrial depolarization
increases, the free oxygen radicals production increases, as a result, caspase
activation by increasing apoptosis triggered well known, but this effect of granulosa
cells in our study is the first report are located and consequently the flow of Ca> *
increase from granulosa cells into the cytosol, this increases intracellular ROS

production, apoptosis, caspase 3 and caspase 9 activity.

According to these results, the importances of TRPV1 channels varieties of
infertility were observed. In this study, Ca %, apoptosis, intracellular ROS results are
observed to be in harmony. In other words, excess of intracellular Ca** ions flow
reduced cell viability, increased ROS production and induced cell death was

observed.

Key words: granulosa cell, calcium signal, oxidative stress and apoptosis
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HASTA ONAM FORMU

Yapacagimiz doktora tez calismasinda standart ICSI protokolii uygulanacak
olan goniillii hastalardan alinacak granuloza hiicreleri kullanilacaktir. Bu hiicreler,
oosit eldesi i¢in folikiil aspirasyonu esnasinda zaten alinmakta ve sonrasinda
kullanilmamaktadir. Hiicreler alimirken vericilere higbir sekilde farkli cerrahi bir
miidahalede bulunulmayacaktir. Bu nedenle ¢alismamizin neden olacagi herhangi bir
hastalik riski veya hayati tehlike bulunmamaktadir. Goniillii vericiden ve bagl
oldugu sosyal saglik kurumundan hi¢bir sekilde maddi talepte bulunulmayacaktir.
Goniilli vericilerden aliacak hiicreler apopitozis, kalsiyum sinyali ve oksidatif stres
tan1 yOntemlerine tabi tutulacaktir. Calisma tamamen etik kuralar cergevesinde

yiiriitiilecek olup, bagka amaclar i¢in kullanilmayacaktir.

Vericiler izin belgesini imzalamig olsalar dahi, ¢alismanin herhangi bir

evresinde izinlerini iptal etme hakkina sahiptirler.

Bilgilendirilmis goniillii olur formundaki tiim agiklamalar1 okudum, dinledim,
anladim. Istedigim sorular1 sordum ve cevaplarmi aldim. Bu klinik arastirmaya

goniillii olarak hic¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Hastanin Adi-Soyadi:
Imzas:

Tarih:

Aragtiricinin Adi-Soyadi:

Imzast:

Tarih:
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“IVF ile elde edilen granuloza hiicrelerinde apopitoz, kalsiyum sinyali ve
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