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1.0ZET VE ANAHTAR KELIMELER

Ovulasyon oncesi donemde oosit etrafinda kiimiiliis matriksinin hizla olusumu
yegane ve dinamik biyolojik bir olaydir. Oositi ¢evreleyen graniiloza hiicreleri
kiimiiliis oophorusu olusturur. Kiimiiliis hiicreleri, iireme hiicrelerinin yeterli
beslenmesi ve gelisim kapasitesine ulasmasinda 6nemli bir konuma sahiptir. Oosit
cevresindeki kiimiiliis, granulosa ve teka hiicreleri steroid sentezi ile oosit
maturasyonuna katkida bulunurlar. Kiimulus granulosa hiicrelerinde apoptoz normal
stiregte ortaya ¢ikmaktadir ve kiimiiliis apoptozunun oosit olgunlasmasi ile iliskisi
bulunmaktadir. Ayrica erken luteinizasyonun progesteron salgisi ile oosit kalitesini
bozdugu ve gebeligi negatif etkiledigi konusunda calismalar bulunmaktadir. Yapilan
calismalar bu hiicrelerde yiiksek apoptozun gebeligi negatif etkiledigini gostermistir.
Bu calismada kiiltiir ortaminda birakilan kiimiiliis hiicrelerinin apoptoza gidis
slirecinin ve luteinizasyon belirtisi olan progesteron sekresyonunun embriyo gelisimi,
morfolojisi ve gebelik ile iliskisinin incelenmesi amaglandi. Bu arastirma Eyliil
2017- Nisan 2018 tarihleri arasinda Bahgelievler Medical Park Hastanesi Tiip Bebek
Klinigine bagvuran herhangi bir endikasyonu olmayan 40 IVF hastas1 kadindan
alinmis olan kiimiiliis granulosa hiicrelerinin kiiltiirii ile gerceklestirildi. Bu amagla
calisma ‘Biruni Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul’una sunuldu ve 2017/5-
8 sayr ve 26.04.2017 tarithli etik kurul onay: alindi. Kiimulus granulosa hiicre
ornekleri hyaluronidaz uygulamasi sonrasi alind1 2 kez HTF soliisyonunda yikandi
ve 5x10° /ml konsantrasyonunda hiicreler ekilerek sonrasinda 24 saat,48 saat,72
saat,96 saat’lik periyotlarla takip edilerek apoptotik hiicre oranlar1 ¢ikarildi ve HCG
giinli serum progesteron dl¢iimleri yapildi. Bu calismada gebe olan grupta kiimiiliis
hiicre apoptozunun gebe olmayanlara kiyasla daha disiik oldugu, (p=0,023), HCG
giinii progesteron degerinin gebe olmayanlarda daha yiiksek oldugu gosterildi (p=
0,021). Kiiltirde 4. Giline kadar elde edilen verilerden apoptoz oranmnin gebe
olmayanlarda daha yiikselen bir egilim gosterdigi ve bunun da istatistiki olarak
anlamlilig1 oldugu anlasildi (p=0,009). Calismamizda 4. Giine kadar apoptotik hiicre
oraninin hCG giinii progesteron degeri ile pozitif korelasyon gdsterdigi bulundu (p=
0,001). Bu calismada kiimiilis hiicre apoptozunun ve hCG giinii progesteron

degerinin klinik gebelik ve embriyo kalitesi ile iligkisi bulundugu anlasilmistir.



Calismanin daha genis gruplarda ayirici degerlerinin (cut off) ortaya ¢ikarilmasinda

yarar goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: kiimilis hiicre kompleksi, apoptozis, progesteron, embriyo

gelisim kaliteleri.



2. ABSTRACT

Evaluation Of Embryo Development And Pregnancy In Ivf Patients With

Apoptosis And Luteimization Process In Cumulus Cell Culture

The rapid formation of the cumulus matrix around the oocyte in the pre-ovulation
period is a unique and dynamic biological event. Granulosa cells surrounding the
oocyte form a cumulus oophorus. Cumulus cells play an important role in ensuring
adequate nutrition and growth capacity of reproductive cells. Cumulus, granulosa
and teka cells around oocytes contribute to oocyte maturation by steroid synthesis.
Apoptosis occurs in the normal process of cumulus granulosa cells and cumulus
apoptosis is associated with oocyte maturation. There are also studies that early
luteinization deteriorates oocyte quality with progesterone secretion and negatively
affects pregnancy. Studies have shown that high apoptosis negatively affects
pregnancy in these cells. In this study, it was aimed to investigate the progression of
cumulus cells left in culture to apoptosis and progesterone secretion, which is a sign
of luteinization, the relationship between embryo development, morphology and
pregnancy. This study was carried out with the culture of cumulus granulosa cells
taken from 40 IVF women without any indication who applied to Bahgelievler
Medical Park Hospital IVF Clinic between September 2017 and April 2018. For this
purpose, the study was submitted to the uni ‘Biruni University Non-Interventional
Ethics Committee’ ve and approval of the Ethics Committee dated 26.04.2017 and
numbered 2017 / 5-8. Cumulus granulosa cell samples were taken after application of
hyaluronidase, washed twice in HTF solution and cells were seeded at a
concentration of 5x105 / ml, followed by 24-hour, 48-hour, 72-hour, 96-hour
periods, and apoptotic cell rates were measured and serum progesterone
measurements were performed on HCG day. In this study, it was shown that cumulus
cell apoptosis was lower in the pregnant group compared to the non-pregnant group
(p = 0.023), and progesterone value on HCG day was higher in non-pregnant group
(p = 0.021). From the data obtained until the 4th day of culture, it was understood
that apoptosis rate showed a higher tendency in non-pregnant women and this was
statistically significant (p = 0.009). In our study, it was found that the ratio of
apoptotic cells up to the 4th day showed a positive correlation with the progesterone

value on hCG day (p = 0.001). In this study, it was understood that cumulus cell

3



apoptosis and hCG day progesterone levels were associated with clinical pregnancy

and embryo quality.

Key Words: cumulus cell complex, apoptosis, progesterone, embryo development

quality.



3. GIRIS VE AMAC

Ovaryumda ‘Folikiil Atrezisi’ olarak bilinen islem apoptozisdir. Hiicrelerin
olimii genetik olarak belirlenmistir. In vitro calismalarda, atreziye giden
folikiillerden alinan kiimiiliisleri olan embriyolarin blastokist asgamasina ulagmasinin
olduk¢a zayif oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda apoptozis, korpus luteumun
luteolizisini de saglayan mekanizmadir (Lossi and Merighi ,2003). LH kendi
reseptorleri ilizerine etki ederek baskin folikiildeki graniiloza hiicrelerinin sorumlu
oldugu progesteron iiretimiyle sonug¢lanacak olan luteinizasyon siirecini hizlandrir.
Apoptozis, embriyonun implante olmasindan sonra blastosél asamasini da igeren
birgok hiicresel fonksiyonu yonetir. Embriyo implantasyondan oOnce bir¢ogu
farklilasma asamasinda olan hiicrelerini kaybeder (Gaud et al.,1998). Kiimiiliis
hiicrelerindeki apoptozis orani ile oosit kaliteleri arasindaki iliski konusundaki birgok
calisma birbiriyle tezat sonuglara ulasmis olsa bile bilimsel ¢alismalar kiimiiliis
hiicrelerindeki apoptozis oraninin kesin kabul edilmemekle beraber embriyo gelisim
potansiyeli i¢in bir isaret olusturabilecegi kanisina varmiglardir. Kiimiiliis hiicreleri,
oosit maturasyonu, sinyal salinimi ve diizenlenmesi fonksiyonlart ve
fertilizasyonunda kritik rol oynar (Kogyigit ve Cevik, 2011). Oosit kalitesi,
kadinlarin dogurganliginda 6nemli bir sinirlayict faktordiir, ancak oosit kalitesini
neyin olusturdugu ya da onu ydneten mekanizmalar hakkinda elde edilen bilgiler
yetersiz kalmaktadir. Genellikle graniilosa hiicreleri (GC'ler) ve kiimiiliis hiicreleri
(CC'ler) aracilik eden yumurtalik folikiiler mikro-ortam ve maternal sinyaller, oosit
bliylimesini, gelisimini ve oosit gelisimsel yetkinligin kademeli olarak edinilmesini
beslemekten sorumludur. Bununla birlikte, oosit-GC / CC iletisimi, CC'lerin
farklilagmasini ve islevini yonlendirmek icin yerel olarak etki eden oosit salgilayan
giiclii biiyiime faktorleri ile iki yonlii etki yapmaktadir. Iki énemli oosit salgilanan
faktor (OSF'ler), CC farklilasmasi i¢in ve CC'lerin ayirt edici fenotiplerini
sirdiirmeleri i¢in gerekli anahtar genleri ve hiicresel siirecleri diizenlemek igin
CC'lerde sinyal yollarin1 aktive eden biiyiime farklilasma faktorii 9 (GDF 9) ve
kemik morfogenetik proteini 15'tir (BMP15) (Gilchrist , 2008). Bu nedenle, oositler,
komsu somatik hiicrelerini siki bir sekilde kontrol eder ve oositin uygun sekilde
gelismesi igin gerekli islevleri yerine getirmelerini saglamaktadir. Bu oosit-CC

diizenleyici dongii ve oositlerin OSF'ler tarafindan kendi mikro-ortamlarini



diizenleme kapasiteleri oosit kalitesinin dnemli bilesenlerini olusturabilir. Kyu Sup
Lee ve arkadaglarinin 2001 de yaptiklar1 bir ¢alismada IVF hastalarinda kiimiiliis
granulosa apoptozu ile oosit ve embriyo kalitesi arasindaki iligskiyi incelemisler, 40
yas lzeri kadinlarda yiiksek apoptoz bulundugunu goéstermislerdir (Lee, 2001).
Arastiricilar  kadin  yasinin  kiimiilis  hiicrelerinde  apoptozis  insidansini
etkileyebilecegini gosterdiler ve apoptozis insidansinin artmasi oosit sayisi ile iligkili
olabilecegini ileri siirdiiler. IVF-ET'y1 takiben alinan dollenme orani1 ve hamilelik
sonucu kiimiiliis hiicrelerindeki apoptoz oosit kalitesini, dogurganliktaki yasa bagl
diisiisii tahmin etmede kullanilabilecegini ileri siirdiiler. Bosco L.ve arkadaslar1 FSH
ve LH reseptor polimorfizminde kiimiiliis hiicre apoptozunu incelediler (Bosco,
2017). Bosco ve arkadaslarinin ¢alismasinda kiimiilatif verilerin, FSHR ve / veya
LHB genlerinin genetik degisikliklerinin, granulosa hiicresinin hayatta kalmasi ve
folikiil gelisimine programlanmis sinyal agimin bozulmasina yol acgabilecegini
gosteren Onemli korelasyonlar gdstermekte oldugu belirtildi. Ozellikle, gift
heterozigotlar hastalarin geri kalanmi ile karsilastirildiginda, kiimiiliis hiicrelerinde
hem DNA fragmantasyon indeksi hem de aktif kaspaz-3 miktar1 agisindan daha
yiikksek bir apoptoz diizeyi elde edildi. Arastiricilar kiimiiliis granulosa apoptoz
incelemesinin kisisel IVF tedavi seceneklerinde onemli bir parametre olabilecegini

gosterdiler.

Bu calismada amacimiz, disi gonad hiicreleri oositlerin, bakict (nurse)
hiicreleri olan ve IVF hastalarindan toplanan kiimiiliis hiicreleri ile yapilan hiicre
kiiltiriinde goriilen apoptosis ve luteinizasyon siirecini takip etmek ve bu siireglerin
ICSI islemi sonrast embriyo gelisimlerini ve gebelik oranlarina etkilerini takip etme
siirecine bagl bir calisma 6rnegi sunmaktir. Kiimiiliis hiicre kiiltiirlinde apoptosis ve
luteinizasyon siirecinin IVF hastalarinda embriyo gelisimi ve gebelik agisindan

degerlendirmek, gelisim tistiindeki pozitif ve negatif etkileri ortaya ¢ikarmaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1.0varyumun Yapisi ve Anatomisi

Ovaryum, endokrin ve ekzokrin olmak flizere iki tiir salgi yapabilen ve
histolojik olarak; hafif diiz ve oval sekilli yaklasik 4 cm uzunluk, 2 cm genislik ve 1
cm kalimlhiginda olan bir yapr gosterir. Pelvik boslugun duvari, uterusun her iki
yoniinde ve mezoovaryum ile her biri bir kenara tutunmus olarak goriiliir (Leeson,
1988).

Ovaryum; dista korteks ve icte bulunan medulla boliimlerinden olusur,
ovaryumu ihtiva eden bu iki bélgenin sinir1 tam olarak bilinmemekle birlikte yiizey
epitelinde yerlesmis olan yogun fibroz yapidaki tunika albuginea ve ovaryumu
tiimiiyle saran korteksin kalani sarmal yapiyla diizene oturmus, hiicreden oldukga

zengin bag doku yapis1 halindedir (Ovalle, 2009 and Nahirney, 2009).

Dista yer alan korteks; stroma icine gomiilii folikiillerin yer aldigi ve
folikiiller arast bag dokunun yani stromanin yer aldigi alandir. Kalinligi ise

puberteden sonra artig gosterir ve bu durum siireklilik gosterir (Kalayci, 1986).

Maturasyonun ve dejenerasyonun farkli agamalarinda, oositleri igeren farkli
boyutlardaki ovaryum follikiilleri bu alanda bulunur. Ovaryum korteksinde
primordial follikiillerin ¢ok fazla sayida goriildiigii asama ¢ocukluk caglariridir;
ergenlikten sonra menstrual dongiilii kadinlarda ovaryum korteksinde follikiillerin
yerini korpus luteumlar alir ve sayica ¢ok fazladirlar (Ovalle,2009 and Nahirney,
2009).

Ovaryum medullasi; igte bulunur, damar yapisindan olduk¢a zengin bag
dokusu yapisinda ve Hillus disinda yer alan kisminda korteksle ¢evrilidir
(Kalayc1,1986).

Sinirlar1 belirgin olmayan medulla kismi yiiksek miktarda kan dolagimi yapan
damar yapisi, sinirler ve gevsek bag dokusu lenfatiklerinden olusmustur
(Ovalle,2009 and Nahirney, 2009).
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Sekil 1: Ovaryum histolojik yapist

(https://www.repropedia.org/sites/repropedia/files/ovulationfinal.jpg)

4.2. Ovaryumun Embriyolojisi

Embriyolojik  gelisimin baslangict  karin arka duvarinda yer alan
mezodermden gelisen iirogenital ¢ikintidan kokenlenir. Primordial germ hiicreleri
gelistikleri vitellus kesesinin endoderminden hamileligin 6.haftasinda; iirogenital

kabartiya dogru go¢ baslatirlar.

Primordial germ hiicreleri; barsak endodermi ve vitelliis kesesinden
kokenlenir. PGH’lar disi gonadina ulasinca oogoniumlara yani Onciil oositlere
dontigiir ve mitoz bolinmeyle ¢ogalacak olan oogoniumlar ovaryen farklilagsmay1
baslatir ve gebeligin 16.- 20. haftalarinda yaklasik 67 milyon araliginda oogoniaya
farklilagirlar. Bir kiime ic¢inde yer alan oogoniumlarin tiimii tek bir iireme
hiicresinden gelisirken, folikiil hiicreleri olarak bilinen oogoniumlarin ¢evresindeki
yassi epitel hiicreleri overin yiizey epitelinden koken alirlar (Gougeon,1994 and
Sadler, 2000).

Oogoniumlar ovaryumun korteks alani i¢inde yer alir ve embriyonik gelisim

donemi boyunca mitoz boliinmeyle hiicresel artis 5.ay boyunca devam eder. Bu



stirecte her bir ovaryum yaklasik 4 milyon oogonium igerir. Fetal donem 3.ayinin
baslangicinda bazi oogoniumlar 1. mayoz boliinmenin profazinda tutulmaya girerler
ve primer oositleri olustururlar. Insan fetusunda bu doniisiim gebelik siiresinin 7.
ayma kadar tamamlanir. Bu siirecte birgok primer oosit gerilemeye ugrar ve

dejenerasyon sonucu folikiiller kaybolur (Sadler, 2000).
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Sekil 2 : OQogonium farklilasma evreleri

(http://www.biyolojidersnotlari.com/mayoz-ve-eseyli-ureme-biyoloji-
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4.2.1.0vulasyon

Folikiil maturasyon siireci tamamlaninca, folikiildeki genislemeden dolay1
onceki durumdan daha fazla sivi salgist artar ve bu durum etrafi kiimiilis
hiicreleriyle cevrili fertilizasyon yetenegine sahip oositin overden atilmasini isaret

eder (Cihangir, 2009).

Ovulasyonda uyartyi, biiyliyen folikiillerin tetikledigi kandaki yiiksek Ostrojen
diizeyine cevap olarak olusturulan beyinde bulunan hipofiz 6n lobundan salgilanan

liiteinizan hormon (LH) ani bir artigla zirve yapar (Voss and Fortune, 1991).

Fetal donemde mayoz 1’in profazinda tutulmus olan oositler ovulasyondan
hemen Once mayoz 1°i tamamlar. Bu asamada kromozomlar esittir ve sekonder
oositlerden bir tanesi 1. kutup cismini olusturur. Atilan 1. kutup cismi niikleus ve az
miktarda sitoplazma iceren kiigiik bir hiicredir. Ilk kutup cismi atildiktan sonra
oositin niikleusu 2. mayoz bdliinmeye baslar ve boliinme metafaz agamasinda
duraksar. Ovulasyon sonucunda genelde bir ovum atilir. Bazi durumlarda iki ya da
¢ok nadir olarak daha ¢ok ovum ovulasyona ugrayabilmektedir. Serbest hale gelen
ovum genellikle fallop tiiplerinde dollenmenin goriildiigii bolgeye dogru gider ve
fertilizasyon potansiyeli 12 saat siirer, her insanda ovulasyon siireci ortalama 28-29
giinde bir tekrar eder (Leeson, 1988).

4.2.2. Oosit gelisimi

Primer oosit etrafindaki yassi epitel hiicreleriyle beraber primordial folikiil
olarak anilir ve “PF” ler immatiir ovumu olusturur. irice bir niikleolus ve oldukca
genis vezikiiler bir niikleusa sahip oosit sferoid yapida bir hiicredir. Sitoplazmasi
opak ve graniiler ve etrafim saran folikiiler hiicrelerin tek tabakasi bazal bir lamina

ile ovaryum’un stroma kismindan ayrilir (Leeson, 1988).

Yassi folikiiler hiicreler ilk 6nce kiibik ve sonrada kolumnar sekline gelir. Bu
hiicreler graniiloza hiicrelerinden meydana gelen stratum grantilozumdur. Ovumun
cevresinde aktif bir boliinmeyle genisleyerek cok katli bir tabaka halini alirlar.

Boylece tek tabakali “PF” c¢ok tabakali “PF” ye doniigsmiis olur. Oositler kalin ve
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diizensiz bir Ortii gérevini listlenen zona pellusida ile ¢evrili olup bu katman ti¢ farkl
glikoprotein ihtiva eder. Folikiil hiicrelerin uzantilart ve oosit mikrovilluslari, zona
pellusida i¢inde uzanir ve birbirleriyle olan baglantilar1 aracilig: ile iletisim kurma

egilimindedirler.

Folikiiller graniiloza hiicrelerinin artigiyla biiyiiyiip kortikal bolgenin daha alt

boliimlerinde yerlesim gostermek amaciyla gog ederler (Junqueira, 1998).

Stratum grantilozum yaklasik 12 tabakaya ulastig1 zaman, folikiiler tabakanin
i¢ tarafinda “antrum” ad1 verilen bosluk dahil olmak tizere folikiiler siv1 ile diizensiz
kiiciik bosluklar doldurulmaya baslar. Folikiillere de antral folikiil ya da sekonder

folikiil ad1 verilir.

Folikiil sivisint; glikozaminglikanlar, steroid — baglayici proteinlerle birlikte
yiiksek konsantrasyondaki hormonlar (progesteron, andojen, 6strojen) olusturur.
Etrafi graniiloza hiicresi ile g¢evrelenmis ovum, antral boslugun bir kenarinda
ovulasyona hazir olacak sekilde bekletilir. Bu yapi ise kiimiiliis ooforus olarak
tanimlanir. Oosit ve kiimiiliis ooforus birlikte kiimiiliis oosit kompleksi (KOK) diye

tanmimlanir (Leeson, 1988).

Bir grup graniiloza hiicresi oositin ¢evresinde yogunlasir ve korona radiata
olusturur. Bu graniiloza hiicreleri ovaryumdan ayrilan oosite eslik eder. Korona
radiata hiicreleri ovumun hiicre membrani ile temas halindedir ve zona pellusida
boyunca uzanir. Ayrica ovumun mikrovilluslar1 zona pellusida i¢ine dogru uzanir.
Graniiloza hiicrelerinin olusturdugu epitel hiicreleri antrum boslugunun cevresinde
diizensiz tabakalar halinde uzanir. Graniiloza hiicreleri arasinda yogun boyanan

kiiciik yiginlar goriliir (Leeson et al., 1988, Junqueira et al., 1998).

Folikiiliin hemen yanindaki stromada yer alan epitel hiicrelerinin, aralarinda
glikoprotein yapisindaki ara maddenin yer aldigi, fibroblast hiicreleri teka folikiiliini
olusturmak iizere farklilagma gosterirler. Bu katmandan olusan yapilar sonraki
asamalarda teka interna ve teka eksterna olarak farklilagir. Teka interna; hiicre ve
damar yapisindan zengin sekonder folikiilii distan saran ve bag dokusundan koken
aldig1 halde epitel hiicre karakteri gosteren hiicresel yapidir. Genelde poligonal
sekilli, steroid yapisindaki hormonlari sentezleyen hiicrelere ait organel yapisini
kazanarak Ostrojen hormonu sentezler. Zengin damar yapisinda olusu endokrin organ

olma 6zelligine uygun bir durumdur (Kalayc1,1986, Junqueira, 1998).
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Teka eksterna ise kollojen fibrillerden ve sekilsiz hiicrelerden olusmus bir bag
dokusu yapisindadir ve hormon salgilama 6zelligine sahip degildir. Teka eksterna

perifer hattinda ovaryum stromasi ile bulusur (Leeson, 1988).

Her menstrual siklusta bir folikiil digerlerinden daha fazla biiyiime gosterir
yani 10-14 giin igerisinde olgunlasmasini sonlandirir. Olgun folikiil ya da graaf
folikiil olarak isimlendirilen folikiil son derece biiyiikk olup, ovaryum yiizeyinden
disartya dogru bir ¢entik yapip folikiil sivisi ile genisleme gosteren antrum, stratum
graniilozuma baglidir. Ovum boyut olarak maksimuma ulasir ve distan kalin bir zona
pellusida ve korona radiata ile sarilmis hale gelir. Folikiil maturasyonu saglandigi
zaman diizensiz kii¢iik bosluklar folikiil sivis1 ile dolar ve korona radiata hiicreleri

arasinda goriilmeye baglar (Kalayc1,1986, Leeson, 1988).

W Kiibik Graniiloza
SCF Hucresi /

BMP4/BMP7
LIF
bFGF

Ya{ssn G.ranuloza ( Primer Folikiil
Hiicresi \
O

Teka Hucresi

Oosit > i

Onciil Folikil

artan Gn-bagimlilig

Anahtar )

Sekil 3 : Antral folikiil gelisimi, primordial folikiil havuzu

Gonadotropinlerden bagimsiz olarak primer ve sekonder folikiillerde gelisir, ancak
aktive edici (vesil kutu) ve inhibe edici (kirmizi kutu) faktorlerle islem yakindan
diizenlenir. Sekonder bir folikiilden antral folikiile dogru biiyiime giderek artan
gonadotropine bagimlidir, yumurtlama tamamen gonadotropine bagimli olarak
gerceklesir (Dunlop,2014).
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4.2.2.1.Maturasyon siirecinin klinik acidan degerlendirilmesi

Degerlendirmede human chorionic gonadotropin (hCG) hormonunun verildigi
zaman oosit maturasyonunu belirleyen folikiillerin gap1 ve aspire edilen sivi miktari

Onem kazanir.

Ovulasyon oncesinde oositler folikiil i¢inde ¢evreleri kiimiiliis ve graniiloza
hiicreleriyle sarili olarak korunur. Bu asamada; kiimiiliis oosit kompleksi (KOK)
adiyla anilan bu yapiyla, oosit arasinda minimal bir hiicresel iliskiden bahsedilir. En
i¢ tabakada korona radiata hiicreleri, zona pellusida iistiinden sitoplazmaya penetre
halde ve gap junctionlarin yardimiyla oosit membrani ile iligki kurarak kiimiilis
hiicreleri oosit i¢ine metabolitlerini gondererek inhibisyon ve aktivasyonun diizen

akisindan sorumludur (Sirard and Blondin, 1996, Soom and Kruif, 1996).

Ovulasyondan tahmini 4 giin 6nce (dogal siklusta LH piki; stimiile edilen
sikluslarda hCG hormonu enjeksiyonu 6ncesinde) E2 seviyesi yiikselerek kiimiiliis
hiicrelerinde miktar olarak artig goriiliir. Bu asamada belirgin bir ¢ekirdek¢ige sahip
hiicresel ¢ekirdek germinal vezikiil halinde merkezde goriiliir. Dogal sikluslarda ya
da stimiile edilen sikluslarda hCG enjeksiyonundan sonra germinal vezikiil perifere
dogru hareket eder ve 22-25 giin i¢inde germinal vezikiil olusumu tamamlanir.
Metafaz | (M 1) den yaklasik 4 saat sonra kromozomlar metafaz plagi boyunca
dizilerek sonrasinda kutuplara dogru hareket eder. 34 saat gectiginde bircok oosit M
I’ sathasina ulasir. Bu esnada I. Kutup hiicresi atilarak kromozom sayisi yariya iner.
Sonrasinda Il. Mayoz ig ipliginin olusumu gozlenir. Kiimiiliis ve korona radiata
hiicrelerindeki genisleme ise ¢ekirdek maturasyonunun arkasindan gergeklesir (Gaud
etal., 1998).

IVM uygulamalarinda; kiimiilis hiicreleri Hyaluronidase islemi gérmeden
hiicre kiiltirinde bekletilen oositlerdeki niikleer maturasyonunun, enzim islemi

gormiis oositlere gore daha yliksek oranda gelistigi gézlenmistir (Yuta, 2014).

Kiimiiliis hiicreleri, sitoplazmadan tiirevlenen ¢ikintilariyla zona pellusiday:
asarak oosite ulasirlar ve oosit maturasyonu igin gerekli olacak ortam sartinin bir
bolimiinii destekler. Kiimiiliis hiicreleri; endokrin ve parakrin olmak iizere ¢ift yonli
ozellik gosterirler (Russel,2006 and Salustri, 2006).
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Oositlerin maturasyon asamalari polar cisim ve germinal vezikiil tagima

durumuna gore degerlendirilir.

Maturasyonunu Tamamlamis (Matur) Oosit (MII): 1. polar cisimcigin
mevcut oldugu germinal vezikiiliin kayboldugu asamadir. Olgun 00sit ¢evresindeki
kiimiiliis ve korona radiata hiicreleri 1s1k demeti olusturarak, zona pellusidanin kesin

olarak goriilmesine imkan verir.

Ara Fazda Seyreden (Intermediate) Oosit (MI): 1. polar cisimcik ve
germinal vezikiilin yani her ikisinin de gozlenmedigi asamadir. Kiimiiliis
hiicrelerinin dagimik ve korona radiata hiicrelerinin de parsiyel dagilma gosterdigi,
immatur oositlere gore ise tiim bu hiicresel yapilarin biraz daha agilmis goriildigii

asamadir.

Olgunlasmasimi Tamamlamamis (Immatur) Oosit (Profaz 1): Germinal
vezikiiliin oldugu ama 1. polar cisimcigin goriilmedigi asamadir. Immatur oositlerde
etrafin1  saran kiimiilis hiicreleri a¢ilmamig halde goriilir. Ortalama 7s’lik

inkiibasyon sonrasinda tekrar degerlendirmeye alinirlar.

fleri Olgunlasma Gésteren (Postmatur) Oosit:1. polar cisimcigi iceren
fakat kiimiiliis hiicrelerinin daginik ve seyrek goriildiigii, korona radiata hiicrelerinin
ise yaygin ve az goriildiigii asamadir. Bu gruba dahil oositlerin inkiibe edilip
gozlenmelerine gerek yoktur (Lindner et al., 1988).

e
SRR

Antral Folikal Graff Folikild

Sekil 4 : Oosit maturasyon asamalarinda antral ve graff folikiil

(http:/ftipedu.cumhuriyet.edu.tr/Donem2/V.Komite(EndokrinKomitesi)/Histoloj
i/preparatlarek/Graff.gif )
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IVM uygulamalarinda M1 oositlerin maturasyonlar1 yaklasik 1-24 saat zaman
alabilir. Immatur ve MI oositlerinin fertilizasyon yeteneklerinin olmamas1 gebelik
oranlariin diismesine sebep oldugundan bunlarm IVM’ leri daha pozitif hale
getirilirse YUT {in basarisin1 artirmasi asikardir. Insemine oositin maturasyonu ile
gebelik oranlarmin artist arasinda dogru bir oranti vardir. Giliniimiizde in vitro
fertilizasyon (IVF) tedavilerinde kullanilan oositler ise MII yani matur oositlerdir
(Lopata,1988).

4.2.2.2.Niikleus maturasyonu

Niikleus maturasyonun tetikleyicisi LH hormonudur ancak maturasyonun
devamini saglayan Ostrojen basta olmak tizere diger steroid hormonlardir. Profaz I’de
goriilen germinal vezikiil (GV) asamasindaki oositlerden baglayan maturasyonda ki
ilk asama hiicre ¢ekirdek zarinin pargalanmasidir. Bu olay, LH uyarisi ile baslar ve
takiben de ig iplikgiklerinin olusumu, kromozomlarin yogunlasmasi, homolog
kromozomlarin metafaz plagi lizerine yerlesimi izler. Birbirini izleyen I. mayotik
slire¢ sonunda asimetrik sitokinezis baslar ve sekonder oosit ve 1. polar cisimcik
gelisir. 1. Mayotik siire¢ Interfaz evresinin basinda baslar. Ovulasyon, Il. mayoz
boliinme metafaz-11 evresinde goriilen duraksama sirasinda gergeklesir. 1. mayoz
boliinme spermatozoon penetrasyonu ile tamamlanmis olur (Anwar and Moussa,
2002, Ross and Pawlina, 2006). Sonug olarak, olusan iki hiicreden biri sitoplazma
acisindan daha zengin olan gerg¢ek 0o0sit, ikinci hiicre ise; mitokondri, ribozom ve
kortikal graniillere sahip fakat sitoplazma yoniinden daha zayif olan ve 2. polar cisim
adiyla tanimlanan hiicredir (Akyol, 2007, Galiani et al., 2006).

4.2.2.3.Sitoplazmik maturasyon

Perivitellin aralik, birinci kutup cismin olusmasiyla birlikte genisler ve

sekillenir. Mitokondrilerin sayisinda artis olur ve yapisal degisimleri gergeklesir.
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Kortikal graniil golgi komplekslerinden salinmaya baslar ve ooplazma graniillii bir
hal alir. Periferik konumlarindan dolay1r mitokondriler sitoplazmik maturasyon
siirecinde 6nemli bir role sahiplerdir. Mitokondriler, hiicre i¢i metabolik olaylarda,
hiicre proliferasyonunda hiicre farklilasmasinda etkilidirler (Anwar and Moussa,
2002). Basarili bir fertilizasyon olmasi igin gereken ana etmenler; o0Sit ve
folikiillerdeki biiylime, kromozom diizenlenmesi ve ovulasyon siirecinin eszamanli
ve senkronize bir bigimde ger¢eklesmesidir. Metafaz destekleyici faktér (MPF) bu
noktada 6nemli bir rol oynamaktadir. MPF, oosit olgunlagsmasini tetikleyen bir
faktordiir. Germinal vezikiillerdeki genisleme, kromozomlarda ki yogunlasma ve ig
iplik¢iklerinin olusmast gibi bir dizi olaym sorunsuz baglamasinda 6nemli bir role
sahiptir (Sadler, 2005). Zona pellusida ile ¢evrelenmis primer oositin mayoz
profazin1 erken tamamlamasini engellemek icin bir mekanizma gerceklesir. Bu
mekanizmada OMI (oosit maturasyon inhibitorii) folikiil hiicrelerinden oosite geger.
OMI, bir folikiiler hiicre proteinidir. Folikiiler hiicrelerin ince sitoplazmik
baglantilar1 zona pellusiday1 gegerek oositin plazma membrani ile gap junctionlar
araciligi ile baglanti kurar. Oositin spontan mayoz olgunlagmasina girmesini
engeller. Ovulasyondan hemen 6nce, mayotik profazin tamamlanmasini uyarmak
i¢in, oosit kendisini matiirasyonu baglatan faktor ile aktive eder. MPF (cdc2-siklinB
kompleksi), (matiirasyon baslatan faktor) 1.metafaz evresinden 6nce ¢ekirdek zarinin

yikimini uyarir. MPF etkisi ile birinci kutup cismi olusur (Kierszenbaum, 2006).

4.3.Kiimiiliis Hiicrelerinin Gorevleri ve Etkileri

Ovulasyon oOncesinde; gonadotropinlerin (sperm ve yumurta iretmek igin
testis ve ovaryumu uyarma kapasitesine sahip biiyiitiicii hormonlardir) kandaki
seviyelerin de goriilen yiikselmeye cevaben, kiimiiliis hiicreleri “Hyaluronik Asit”
tiretimine bagslayarak oosit mayoz bolinmesine devam eder. Ovulasyon 6ncesinde
kiimiiliis hiicreleri koordinasyon ve zamanlamay1 saglar, ovulasyondan sonra sperm
ile oosit bulugsmasini saglar ve ovulasyon oncesi donemde oositlerdeki maturasyonu

destekler (Cihangir, 2009).

Kiimiilis hiicrelerine ait yiizey alami artirici mikrovillus ve sitoplazmik

uzantilar zona pellusida {izerinde oosit sitoplazmasinin zarina ait mikrovilluslari ile
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gecit baglanti (gap-junction) ve desmozom tipi baglanti yollariyla 00sit igine en
kiiglik molekiillerin (proteoglikanlarin) ve kendi salgilari olan eser miktardaki
gonadotropinlerin taginmasini saglar. Bunun yaninda reseptor artisini tetiklemek
amaciyla Ostrojen, progesteron ve az miktarda androjen salgisinda artisa yol agarak,

bunun yaninda insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) salgilarlar.

Kiimiiliis hiicreleri, kiiltiir mediumlarinin pH’mu stabil tutarlar, istenmeyen
maddeleri (oksidatif ajanlar, hypoksantin vb. gibi) uzaklastirirlar. Bununla birlikte
embriyo gelisimini destekleyen gerekli maddeleri ortama vermekle birlikte,
tirettikleri steroid ve proteinlerin erken déonem embriyolar tizerinde olumlu etkisi
oldugu disiiniilmektedir (Fabbri et al., 2000).

Ovulasyon ve fertilizasyon siireglerinin basaris1 kiimiiliis hiicre matriksiyle
dogrudan iligkilidir. Ayrica gelisimin, oositin biiylime Kkapasitesi ile baglantili
oldugu, genlerin oosit ve kiimiiliis hiicreleri arasindaki etkilesimi koordine ettigi
anlasilmistir (Russel,2007 and Robker, 2007).

Kiimiilis ooforus ve graniiloza hiicrelerinin IVM’ de yapilan o00sit
maturasyonu tizerinde pozitif etkilerinin oldugu ve KOK hiicre kompleksinin oosit
maturasyonunda direkt, matriksinde hiicreler arasi sinyal yolaklari lizerinde énemli
rolleri oldugu yapilan c¢alismalarla vurgulanmistir. Salgiladiklar1  biiyiime
hormonlariyla kiimiilis hiicreleri, oositin gelisimine reseptorler araciligr ile etki
etmektedirler (Hampl and Eppig, 1995).

Kiimiiliis hiicreleri oosit gelisimini farkli aktivator ve inhibitorlerin devreye
girmesiyle birgok agidan etkiler. Bu sebepten kiimiiliis hiicre kompleksinin yapi

identifikasyonu 6nem kazanir (Hernandez-Gonzalez et al., 2006).
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Sekil 5 : Kiimiiliis Oophorus

(http://tipedu.cumhuriyet.edu.tr/Donem2/V.Komite(EndokrinKomitesi)/Histoloji/pr

epara tlarek/preparatlar_ek.htm)

4.4.Kiimiiliis Hiicrelerinin Oosit Maturasyonuna Etkileri

Yapilan  ¢alismalarda  kiimiilis  hiicrelerindeki ~ maturasyon  etkisi
arastirildiginda  Hyaluronidaz  islemi  gormiis oositlerde ya maturasyon
gerceklesmemistir ya da diisik diizeyde oldugu goriilmiis, Hyaluronidaz islemi
gormemis oositlerde ise IVM oranlarinin ¢ok daha yiiksek oldugu anlagilmistir

(Younis, 1989).

Oositle ¢evre arasindaki iliskiyi saglayan temel hiicresel alan kiimiiliis
hiicreleridir, maturasyon i¢in kilit bir rol iistlenen LH, diizenleme goérevini kiimiiliis
hiicrelerini etki altnda tutarak yapmaktadir. Ayni sekilde mayotik maturasyon siireci
ve kimiiliis hiicre indiiklenmesinde gorev alan epidermal biiylime faktorlerinin
(EGF) pozitif etkisi kiimiiliis hiicrelerinin varligiyla a¢iklanmaktadir (Soom ve Kruif,
1996).
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Sigir oositleriyle yapilan ¢aligmalarda sitoplazmik ve niikleer maturasyonun,
kiimiilis / graniiloza hiicreleri tarafindan uyarildigi ve yine bu hiicrelerin varliginin
dollenme oranlarini ve ilerleyen giinlerdeki embriyo gelisim potansiyelini artirdig

saptanmustir (Buccione, 1990, Greve, 1993).

4.4.1.Yardimla iireme tekniklerinde saghkl oosit degerlendirmesi

YUTiin genel anlamda basarisi; yeterli sayida olgun oosit varligi ve gelisen
saglikli embriyolarin elde edilmesine baglidir. Ovulasyondan oOnce toplanan
oositlerin mayotik boliinme asamalariin MIl yani “matiir (olgun)” olmasi, normal
doéllenme ve embriyonik gelisim basari sansini belirleyen en can alict noktast oldugu

kabul edilmistir.

Oositin gelisme yetenegine sahip olmasi, mayotik gelisim programini yeniden
baslatmast ve tamamlamasi, dollenmeyi basarabilmesi ve embriyonik gelisimi

saglayabilmesi in vitro gelisimini etkileyen en 6nemli faktorlerdir.

Bu tiir gelisim yeteneginde; kiimiiliise ait morfoloji, folikiillerin biiyiikligii ve
kalitesi, ovaryum stimiilasyonu ve kiiltiirden once yiiriitiilen protokoller olmak itizere

etkili 5 temel faktor sayilabilir.

Graniiloza hiicreleriyle alakali bilinen en temel gergek; salgiladiklar:
gonadotropin reseptorler araciligiyla oositlerin  IVM’inde pozitif etkilerinin

oldugunun bilinmesidir (Sirard and Blondin, 1996).

Cekirdek maturasyonu ile es zamanli yiiriiyen siiregler; sitoplazma
maturasyonu ve oosit aktivasyonudur. IVM i¢in kiiltiir sistemlerinin basarisi
birbirinen farkli parametrelere baglidir. Oositlerin IVM’i kiimiiliis-korona-oosit
biitiinligiiniin tim elemanlarinin  birlikte yirittigiic morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal etkilesimlerin bir sonucu olma 6zelligindedir (Cihangir, 2009).

Kiimiiliis hiicrelerinin en 6nemli etkisi sliphesiz ki niikleus maturasyonu ve
ileri donem gelisim kapasitesi tizerindedir. Ciinkii hyaluronidaz islemi goren
oositlerde saptanan IVM’ nun zayif olmasi, hiicre ig¢in gerekli besin maddelerinin

oosite ulagmakta zorlandig1 sonucunu akla getirmektedir.
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Oositlerdeki  kiimiiliis hiicreleri tarafindan tetiklenen protein senteziyle,
ozellikle steroid saliniminda artis goriiliir. Spermle karsilasan MI oositin sitoplazma
maturasyonu daha hizlica tamamlanir. Tiim bu seri olaylar “oosit aktivasyonu”

olarak tanimlanan bir dizi siiregtir (Leeson et al., 1988).

4.5.Disi Ureme Sistemini Kontrol Eden Hormonlar ve Etkileri

Ovaryum, ostrojen ve progesteron hormonu salgilariyla, disi genital
sisteminin tim organlar iizerine etkisi olan, menstral dongiiyli diizenleyen iireme

sistemi elemanidir.

Erginlik doneminden baslayarak, ovaryumlarda bir kissm PF’de folikiiler
biiylime olarak bilinen donem baslar. Bu donem siireci oositleri, graniiloza
hiicrelerini ve folikiillerin etrafin1 saran stroma hiicrelerinde ki degisimleri de i¢ine
alir. Bu konuyla alakali yapilan bilimsel ¢alismalar 1s1ginda biiylime siirecinde Ki
folikiillerin, ¢ok sayida PF arasindan segilimine dair kesin bilgiler halen ortaya
konmamustir (Lindner et al., 1988, Koyabashi et al., 1991).

Genital dontisiim siireciyle baslayan ovaryuma ait degisiklikler, tiimiiyle
hipofizin 6n lobundan salgilanan gonadotropin hormonlardan, folikiil stimiile
hormon (FSH) ve LH’in salinimina baglidir. Ovaryumlarin inaktif olmasinin nedeni

gonadotropin hormonlariyla uyarilmamasindan kaynaklanir. (Kayaalp, 2000).

Disilerde en énemli 2 gonadotropinden; FSH ve LH’in salinmaya basladigi
yas aralig1 9-10’dur, 11-16 yaslarinda ovaryum dongiisii baslar ve bu iki hormon en
yiiksek diizeyine ulasir. Donemsel olan bu farklanmanin adi "puberte” olarak bilinir
(Carson et al., 1986).

4.5.1.Folikiil stimiilan hormon (FSH)

Gonadotropinlere bagimli olarak gelisen oosit ile artis gosteren Ostrojen
yapimu birbirlerine uyum gésterir. Onciil antral folikiillere ait graniiloza hiicreleri,

steroid hormonlar1 sentezler fakat Ostrojeni ¢ok daha fazla yapabilmektedir. FSH
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hem graniiloza hiicrelerinden indiiklenen Ostrojen yapimini baglatir ayn1 zamanda

biiyiimelerinde stimiilan gérevi goriir (Young et al., 1992).

FSH; graniiloza hiicrelerinin biiytimesinde hem de farklilasmasinda etkili olan
hormondur. Primer, sekonder, antral folikiillerde var olan graniiloza hiicrelerinde ve
PF’ lerde ki oositlerde FSH reseptorlerinin ve FSH reseptorlerinin sentezinden
sorumlu genin var oldugu ve minimal folikiillerin gelisimi igin Yeterli seviyede

FSH’nin ve E2’nin gerekli oldugu ¢alismalarla desteklenmistir (Hurk et al., 1997).

Ovaryumlardan salgilanan E2 ve progesteron miktarlarinin kendileri iizerine
de etkin olduklar1 bilinmektedir. Ovaryumda bulunan E2 ve progesteron
reseptorlerinin dagilimlarin1 ve diizenlerini belirtmek i¢in immiinohistokimyasal
analiz yontemlerinden yararlanilir. Yapilan bilimsel ¢alismalar da E2 ve progesteron
reseptorlerinin iginde bulunduklari folikiile ait graniiloza hiicrelerinde isaretlendigi

bilinmektedir (Iwai et al., 1990).

FSH reseptorlerinin varligiyla, preantral graniiloza hiicrelerinde folikiiller
kendi Gstrojenik mikrogevresini inga eder (McNatty et al., 1979). Bu nedenden dolay1
Ostrojen tretimi FSH reseptorlerinin igerigiyle smirlandirilir. FSH ve 0Ostrojen
olusturdugu koordinasyonlu g¢alisma sirasinda graniiloza hiicreleri sinerjik mitotik

etki yaparak biiyiimeyi uyarir.

Kiimiiliis hiicreleri ovulasyon o6ncesi gonadotropin salinimi sonrasinda
kendilerine has degisiklikler gosterir. Bu esnada FSH; kiimiiliis hiicre kompleksinde
hiyaliironik asit tiretimini arttirarak kiimiiliis ooforus’un maturasyonunda énemli rol

oynadig1 varsayilmaktadir.

Ovulasyon oOncesi donemde graniiloza hiicrelerinde ki FSH ve LH

hormonlarinin reseptor sayisi artar ve folikiil poliferasyonu uyarilir (Beck, 1989).

4.5.2 Liiteinizan hormon (LH)

Olgulasan folikiiliin ¢atlamasni ve ovumun disar1 attmini saglayan hormon
LH’tir. Ayrica LH hormonu corpus luteumdan salinan progesteron siirecini stimiile
eder hem de plazma ve antral sivi iginde LH’in erkenden yiikselmesi durumunda

graniiloza hiicrelerindeki mitotik etkinlik azalirken, dejeneratif degisiklikler
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baslamakta ve folikiil i¢inden salinan androjen diizeyleri artmaktadir (Atabekoglu,

1998).

LH hormonu birebir kendi reseptorleri lizerine etki ederek dominant
folikiildeki graniiloza hiicrelerinden progesteron salimimi ile sonuglandigi
luteinizasyon siirecini hizlandirmaktadir. LH’in ani artisi, oosite ait mayoz
boliinmenin yeniden baslamasini, graniiloza hiicrelerinin luteinizasyon siirecini,
kiimiiliis hiicrelerindeki poliferasyonu ve folikiil riiptiirii i¢in ihtiyag duyulan
prostaglandinlerin sentezini yonetir. Folikiildeki progesteron diizeyi LH’mn ani
artisiyla ovulasyon zamanina kadar artmaya devam etmekte, LH zirve yaptig1 esnada

E2 seviyeleri diislis gosterir.

Teka hiicrelerinden LH salimmimin etkisi ile salgilanan androjenler
(testosteron ve androstenedion) graniiloza hiicrelerine tasinarak ve FSH hormonunun

aromataz enzimlere etkisi ile burada ostrojenlere doniisiir (Dujikers et al., 1997).

4.5.3. Insan koryonik gonadotropini (HCG)

IVF dongiilerinde LH artisin1 taklit etmek i¢in hastaya HCG verilir. Bu
tedavide amag¢ LH’1 taklit ederek son follikiiler maturasyonu tamamlamasidir (Enien
etal., 1995).

Maturasyon siireci icerisinde; Ostrojen hormonu graniiloza hiicrelerinin FSH
ve LH’ya olan hassasiyetlerini artirir. Sonu¢ olarak graniiloza hiicrelerinde bazi

farklilagmalar bas gosterir (Enien et al., 1995).

4.5.4.Progesteron

Yumurtlama hormonu olarak ta bilinir, hamile kalmada ve adet siirecinde
onemli rol oynayan hormonlardan bir tanesidir. Yumurtlama dénemi sonrasinda yani
adet doneminin ikinci yarisinda salgilanan, kadinlik hormonudur. Yumurtlamadan

Once, progesteron seviyeleri ¢ok diisiiktlir, hemen sonrasinda yiikselir. Yumurtanin
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dollenmesi saglaninca progesteron hormonu, rahmin astarindaki (endometriyum) kan
damarlarinin biiylimesini uyarir ve erken evre embiryoyu besleyen dokular1 aktive
eder. Progesteron, déllenmis yumurtanin biiyiimesine katki i¢in rahim dokusunun

kaplanmasini saglar ve gebelik boyunca rahmin korunmasina yardimeci olur.

Progesteron, korpus luteumdan salgilanir, kanda biiyiik oranda proteinlere
baglanarak tasinir, bobrek istii bez ve plasentadan da salgilanir; yumurtlamadan
once, progesteron 10ng / ml’nin ¢ok altindadir ve yumurtlamadan sonra 10ng /
ml’nin ¢ok iizerine ¢ikar.

Yumurtlama igsleminin sonrasinda bir sonraki adet donemine kadar siire ‘luteal
faz’ olarak adlandirilir ve bu dénemde dollenen yumurta rahim i¢ine gider. Normal
luteal faz ortalama 14 giin siirer. Progesteron, muhtemel bir gebelik icin rahim ici
zarin1 (endometriyum) ve astarini (uterus) hazirlar, olusabilecek sakincali durumlar
onler (komplikasyon) ve doguma kadar gebeligin giivenli gegmesine katkida bulunur

(Dujikers et al.,1997).

4.5.4.1.Progesteron hormonunun gorevleri

o Hamilelik siirecinde 0strojen hormonunun  yardim: ile kalinlasan
endometrium (ddlyataginin i¢ tabakasi) dollenmis yumurta ve doliitiin ilk

hiicrelerinin barindirilmasina yardimcei olur.

o Dolyatagi  kaslarinin, oksitosin  hormonuna karst olusabilecek

duyarliligini azaltarak bu kaslarin kasilmasini onleyerek, diisiik olusmasina engeller.
o  Hamileligin siirekliligini saglar.
o  Gebelik sonras1 annenin gogiislerinden siit salgilanmasini saglar.

o  Kolajen iiretimine katki saglayarak derinin esneklesmesine yardimci olur.
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4.5.4.2. Klinikte progesteron hormonu icin normal kabul edilen degerler

o  Erkeklerde: 1 ng/mL’nin altindadr,

o  Kadinlarda ovulasyon dncesinde: <1 ng/mL,

o Menstral siklusun ortasinda: 5 — 20 ng/mL,

o Menapoz sonrasi donem: <1 ng/mL

o Hamilelik-ilk trimester: 11,2 — 90 ng/mL,

o Hamilelik-ikinci trimester: 25,6 — 89,4 ng/mL,

o Hamilelik-iigiincii trimester: > 48 — 300 ng/mL.

4.6.Kiimiiliis Hiicre ve Disi Ureme Hormonlar1 Arasindaki Koordinasyon

Tim memelilerde LH artis1 oosit maturasyonu ve ovulasyonu baslatan temel
etkidir. Bu etki sonrasinda oositler kiimiiliis hiicrelerini maturasyonlari i¢in uyarir.
Maturasyon i¢in fertilizasyon ve blastosist asamasina gelebilen oositin gevresi ¢ok
katli siki paketli kiimiilis hiicreleriyle kaplanmis, sitoplazmasinin birbirine esit
kumlu gériiniimlii olmasi gerektigi ispatlanmistir. Oositin ¢evresinde bulunan saglikli
somatik hiicre popiilasyonunun ise besin aktariminin kolaylasmasi ve oosite gelen
uyarilarin iletilmesinde zorunlu oldugu belirlenmistir (Greve et al., 1991, Greve et
al., 1993, Sirard ve Blondin, 1996).

4.7: Embriyo Degerlendirmesi

4.7.1: Fertilizasyon giinii

Fertilize bir oosit 2 pronukleus (PN) ve 2 polar cisim icermelidir. Icsi
isleminden 16-18 saat sonra kontrol edilebilir. Proniikleer asamasina gelmis

oositlerin morfolojik olarak giine uygun olarak degerlendirilebilmeleri igin her iki
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PN’ nin sitoplazmanin merkezinde, biiyiiklik olarak esit ve birbirine yakin
gerekmektedir. Cekirdekgikler, kiigiik, coklu ve dagilmis durumda bulunur. Zamanla
kaynagsir, sayilar1 azalarak biiyiime gosterirler ve simsiki birbirlerine yapisarak yan
yana stralanirlar. Caligmalar, ¢ekirdekcikler esit say1 ve esit konumda olmasinin daha
kaliteli embriyo gelistirme kapasitesine sahip olmalarini1 gostermektedir (Gardner et
al., 1998).

Sekil 6 : 1. Giin dollenmis oosit goriintiisii (2PN)

(Fotograf Bahgelievler Medical Park Hastanesi Tiip Bebek Laboratuar: 'ndan
alinmgtir.)

4.7.2: ikinci ve iiciinii giin embriyo degerlendirmesi

Embriyo puanlamada, implantasyon agisindan gii¢lii potansiyele sahip
embriyolar1 belirleyebilmek adina, boliinme evreleri degerlendirilmelidir. Boliinme
asamasinda; fragmantasyon orani, blastomer boyutu, boliinme hizi, perivitellin alan,
sitoplazmik goriintli, blastomerlerin niikleer durumu ve zona pellusida 6zellikleri

degerlendirilmektedir (Gardner et al., 1998).

4.7.2.1: Erken boliinme

Yaklasik yirmi saat sonra, fertilize olan yumurta boliinmeye baglar ve 2-
hiicreli embriyoyu olusturur. Yaklagik 25.saat’te, fertilize yumurtalarin %20’si 2

hiicre asamasinda bulunmaktadirlar.
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Erken bolinme durumu (ICSI isleminden yaklasik 26 saat sonra) embriyolarin
yiiksek tutunma ve gebelik kapasitesine sahip olduklarina dair bir kriter olarak goz

ontine aliir (Gardner et al., 1998).

4.7.2.2: Boliinme asamalari

Iyi kalite oldugu kabul edilen bir embriyonun, 2. giinde (42-44. saat) 4-5
blastomer ve 3. giinde (66-68. saat) en az 7 hiicrede olmasi gerekir. Embriyo
implantasyon oranlarinda, giiniiniin gereginden yavas ya da hizli embriyo gelisiminin

gebelik oranlari lizerinde olumsuz yonde etkisi oldugu acgik bir kanittir.

4.7.3: Dordiincii giin embriyo degerlendirmesi

Bu evredeki bir embriyo ICSI isleminden sonra 92+2 saattedir. Kompakt
sekle gegmektedir ve klivajin dordiincti kismina girmektedir. Dordiincii giin embriyo
morfolojisindeki cesitlilik goriiniise gore dislanacak hiicreleri igerir, etkisi acgik
degildir. Bunun istisnas1 yaridan fazla embriyonun diglanmis olmasidir ki bdyle bir

durum zayif bir tedavi siirecine isaret eder.
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8 Hicreli Embriyo (2. Gin) m Blastokist (5. Gan)

Sekil 7 : Embriyonun giinlere gére gelisim asamalart

(Fotograf Bahgelievler Medical Park Hastanesi Tiip Bebek Laboratuari 'ndan
alinmstir.)

4.7.4: Blastokist degerlendirme sistemi

Erken Dblastokist: Erken 5. Giin embriyosu olarak kabul edilir. Blastosol

embriyo hacmine oranla yarisindan daha az alan kaplar.

Blastokist: Blastosol embriyo hacmine oranla yarisindan daha fazla alan
kaplar.

Tam blastokist: Blastosoliin hacmi embriyoyu tiimiiyle kaplar.

Genislemis blastokist: Zona incelmeye baslamistir, blastoséliin hacmi erken

donemdeki embriyodan ¢ok daha biiytiktiir.

Catlamaya baslamis blastokist (Hatching): Blastokist zonanin disina
cikmaya baglamistir.

Catlamms blastokist: Hatching sonlanmis, trofoektoderm zonanin disina
cikmustir.

Blastokist puanlama sistemi sonucunda 3 farkli kalite varsayimi elde edilir;

grade-1, grade-2, grade-3.
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Tiim bu embriyo degerlendirme asamalar1 1s18inda 4. Giinden 5. Giine uzanan

zaman araliginda embriyolar 3 farkl kalitede ele alinir bunlar:

Sekil 8 : Grade:1 — 1. kalite ICM ve Trofoektoderm tabakasina sahip embriyo- yi
kalite

(Fotograf Bahgelievler Medical Park Hastanesi Tiip Bebek Laboratuar: 'ndan
alinmgtir.)

Sekil 9 : Grade:2- 2. kalite ICM ve Trofoektorderm tabakasna sahip embriyo- orta
kalite

(Fotograf Bahgelievler Medical Park Hastanesi Tiip Bebek Laboratuari’ndan
alinmgstir.)
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Sekil 10 : Grade:3- 3.kalite ICM ve Trofoektoderm tabakasina sahip embriyo- kotii
kalite

(Fotograf Bahgelievler Medical Park Hastanesi Tiip Bebek Laboratuari ' ndan
alinmgstir.)

4.8: Apoptozis’in Tanim ve Ozellikleri

Apoptozis, genetik olarak diizenlenen bir hiicre 6liim programiyla hiicrenin
kendini  Oldirmesidir  (Kierszenbaum, 2006). Gelismis  organizmalarda,
fonksiyonlarimi kaybeden hiicrelerin ¢evreye zarar vermeden programli 6liimii olarak
tanimlanmaktadir (Altunkaynak ve Ozbek , 2008). Bir hiicrenin farklilagsma,
boliinme, yasam ya da oliim konusundaki karar, hiicre i¢i ve digindaki faktorlerin
etkilesimlerine gore degisir. Oliime giden hiicrenin yolu apoptozisle sonuglanir.
Hiicrelerin ¢ogalmasi, 6lmesi ya da yagsamini bdliinmeden siirdlirmesini belirleyen ii¢
ana etken vardir. Bu olgular temelde, besin maddelerinin, ekstraselliiler sinyallerin ve
biiyiime faktorlerinin varligi ya da yokluguna baglidir. Ayrica, dis etkenler nedeniyle
DNA yapisinin hizlica degismesi hiicrenin 6liimii veya yasamina karar verilmesinde
etkin rol oynar (Solakoglu , 2009).

Hiicre iginden ya da disindan gelen 6liim sinyallerinin iizerinde bulustugu
organel mitokondiridir. Zar yapisinin bozulmasi ile ATP zincirinin temel elementi
Sitokrom C, sitoplazma icine gecerek inaktif halde ki Apaf-1 molekiiliine baglanarak

aktif hale gelir ve Apoptozom denilen yapiin olusmasina sebep olur. Apoptozom,
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kaspaz-9’u, kaspaz-9 ise diger kaspaz enzimlerini proteolitik bir zincir halinde aktive
ederek apoptozisin gergeklesmesine neden olur. Mitokondrilerde dis zarin
potansiyelini; Bcl-2 grubu olarak bilinen bir tir protein grubunun katkisiyla
diizenlenir. Apoptotik siire¢ kaspazlar da denilen proteolitik enzimler tarafindan ister
hiicre dis1 isterse hiicre i¢ci mekanizmalar tarafindan aktive edilerek gergeklestirilir

(Ulukaya, 2003, Sakkas et al., 2007).

Apoptozis’e giden hiicreler, hiicreler arasi baglantilarin1 kaybederek biiziisiir,
kromatin pargalanir ve hiicre kiiciik apoptotik cisimler olusturmak iizere yikilir. Bu
cisimler makrofajlar sayesinde fagosite edilir ve bu nedenle inflamasyon goriilmez.
Ek olarak, Bax proteini, mitokondriyodan sitoplazma igine sitokrom c¢ g¢ikisini
tetikler ve apoptotik siiregte etkin proteazlar1 aktive eder. Bcl-2 proteininin Bax’a
baglanmasiyla etkisini onlemekteki temel mekanizmadir (Kierszenbaum, 2006).
Diger bir hiicre i¢i faktor ise pS3 proteinidir. Asil fonksiyonu, ¢esitli sekillerde gelen
DNA hasarmma bagli olarak hiicre siklusunu durdurup, hiicrenin hasar gormiis
DNA’sin1 onarmasidir. Bu yilizden gen tamircisi yani koruyucusu olarak da
tanimlanir. Ancak zarar biiyiikse bu kez p53 ters etki gdstererek hiicreyi apoptozise
gotiiriir. Ayrica, IL-2, Koloni Uyarici Faktorler (CSF), Insiilin Benzeri Biiyiime
Faktorii (IGF), Noron Biiylime Faktorii (NGF), Tiimor Nekroz Faktorii (TNF) gibi
maddelerin ortamda azalmasinin yani sira, ilaglar glukokortikoidler, viriisler,
radyasyon, c¢esitli antijenler de apoptozisi uyarabilir. Ovaryumda folikiil atrezisi
olarak bilinen iglemin sistemide apoptozisdir. Hiicrelerin 6limii genetik olarak
belirlenmis ve cesitli aktivasyonlarla bu etki ortaya ¢ikar. IVM’de, atreziye giden
folikiillerden alinan kiimiiliisleri olan embriyolarda blastokist asamasina ulagsmasinin
oldukca zayif oldugu goriilmiistiir. Apoptozis, ovaryumda normal seyretmeyen
folikiiler gelisim zamaninin énemli bir pargasidir. Atrezinin hiicresel mekanizmasi,
dogrudan mRNA ve de protein sentezi ile iliskilidir. Buda, belirli bir seyir igerisinde
hiicrelerin sahip oldugu DNA materyallerinin kaybolmas: ve niikleer genomik
havuzun dagilmast ile sonuglanir. Ayni zamanda apoptozis, korpus luteumun
gordiigi luteolizis siirecini de saglayan mekanizmadir. Graniiloza hiicreleri,
apoptozisten etkilenen ilk hiicrelerdir. Antral folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde
baslayan apoptozis hormonal kontroliin disinda ayni zamanda parakrin / otokrin
sinyallere baghidir. Gegmis ¢alismalara gore, gonadotropin seviyelerindeki

diistikliigiin  ovaryum atrezisine yol actigin1 bildirmektedir. Ayrica, ovaryum
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gelisiminin tizerindeki bliyiime faktorlerinin varligi da goz ardi edilmemelidir. IGF,
apoptozisin diizenlenmesi olayinda 6nemli roller iistlenir. Graniiloza hucrelerinde,
androjenler apoptozisi uyarir. Teka hiicrelerinde ise apoptozisin mekanizmasi halen
arastirtlmakla beraber kaspaz-1 ve Bcl-2’in bu olaylar dizisine dahil oldugu
bilinmektedir. Folikiiler gelisimin primordial safhalarinda ise apoptozisten ilk
etkilenen hiicre oosittir. Oosit apoptozisini, parakrin faktorlerin  uyardig
distiniilmekle birlikte, faktorlerin varligi, folikiiler asamada gelisim yetersizligi olan
oositlerin maturasyonunu engelleyen bir mekanizma olarak kabul edilmektedir.
Apoptozis, embriyonun implantasyonundan blastos6l olusumuna kadar gegen zaman
diliminde birgok fonksiyonu yerine getirir. Embriyo implantasyondan 6nce ¢ogu
erken boliinme safhasinda olmak iizere birgok hiicresini kaybeder. Kiimiiliis
hiicrelerindeki apoptozis frekansi ile oosit kalitesi arasindaki iliski konusundaki
calismalar net olmayan g¢eliskili sonuglara ulagmistir ama Yyine de kiimiiliis
hiicrelerindeki apoptozis kesin olmamakla beraber, kaliteli embriyo gelisim
potansiyeli i¢in bir isaret arz edebilir. Kiimiiliis hiicreleri, oosit maturasyonu, sinyal
salinimi ve diizenlenmesi fonksiyonlar1 ve fertilizasyonunda kritik rol oynar (LO0SSi

and Merighi, 2003).

4.8.1: Apoptozis mekanizmalari

Apoptozis programli hiicre 6liimii demektir ve apoptoz siirecinde meydana
gelen farkliliklarin ¢ogu, kaspazlarin aktivasyonu ile gergeklesir. Apoptozisin

tetiklenmesinde, 3 temel yol vardir. Bunlar;
1.Mitokondriyal Sinyal Yolu ile Apoptozis (Derici, 2007)
2.D1s sinyaller Yolu ile Apoptozis (Keane et al., 2001, Lou et al., 1998)

3- Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptozis (Rao et al., 2001, Jin et al.,
2007).

Kiimulus hiicre apoptozu oosit kalitesi i¢in bir indikatoér, embriyo gelisimini
etkileyen bir faktor oldugu gosterilmistir (Lee, 2001, Yuan, 2005). Raman ve
arkadaglar kiimiiliis apoptozunun ICSI sonras: fertilizasyonu etkiledigini, Moffatt ve

arkadaslar1 hasta yasi ile iliskisi bulundugunu, Ikeda ve arkadaslari ise oosit in vitro
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maturasyonunda etkili oldugunu gostermislerdir (Raman, 2001, Moffatt, 2002, Ikeda,
2003).

4.8.2: Apoptozis belirlenmesinde kullanlan yontemler

Apoptozisi belirlemek i¢in birden fazla yontem kullanilmaktadir. Yaptigimiz
deneysel c¢alismada; apoptozisin saptanmasinda agik ara en sik kullanilan
histokimyasal yontemlerden biri olan ve temeli apoptotik hiicre iseretlemesine dayali
bir tiir prensiple calisgan “TUNEL” yontemini kullandik. Hiicresel apoptozisi

belirleme yontemlerini ise su sekilde siniflandirabiliriz;

1. Morfolojik goriintiileme teknigine dayali yontemler: Isik mikroskobuyla
kullanilan; Hiicresel Giemsa ve Hematoksilen boyama — Floresan ve Lazer
mikroskobu ile kullanilan; Hiicresel Hoechst boyasi, DAPI, propidium iyodiir
boyama- Elektron mikroskobu ile kullanilan- Faz kontrast mikroskobu ile kullanilan
teknikler,

2. Immiinohistokimyasal tekniklere dayal: yontemler: Anneksin V Yontemi-
TUNEL Yontemi- Kaspaz- M30 Yontemi,

3.Biyokimyasal tekniklere dayali yontemler: Agaroz “Jel Elektroforezi”-

Akim “Flow Sitometre”- “Western” Blotting,
4. Immiinolojik tekniklere dayali yontemler: ELIZA- Florimetrik Yéntem

5. Molekiiler biyoloji tekniklerine dayali yontemler sayilabilir (Rao et al.,
2001).

4.8.2.1: Tunel testi

TUNEL Testi Fiksasyon Soliisyonunun igerigini; %2 Paraformaldehit,
Permeabilizasyon Soliisyonu, %0.25 Glutaraldehit, %1 Triton X-100, %0,1 Sodyum
Sitrat olusturur. Apoptozis ve nekroz; hiicre oliimiiniin iki farkli halidir, bu iki

olguyu kayip hiicrelerin molekiiler, biyokimyasal ve morfolojik degisiklerine
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dayanarak birbirlerinden ayirmak miimkiindiir. Apoptozis yani programlanmis hiicre
Olimii tim Okaryotik canlilarda ki hiicresel 6liimiin en sik rastlanan halidir. Bu,
hiicresel dengeyi stabil tutarak koruyan bir tiir fizyolojik intihar mekanizmasidir.
Hiicre Olimii; hiicresel denge igindeki normal doku olim koordinasyonunda
gerceklesir. Genelde, apoptozise ugrayan hiicrelerde, hiicresel plazma zarmin hizl
bozulmast ve niikleusun pargalanmasi da dahil olmak iizere, ¢ekirdek ve
sitoplazmada ¢ok net 6rnekler olusturacak sekilde ¢ok hizli ve geri doniisiimsiiz
yapisal degisiklikler s6z konusudur. Niikleusun yapisindaki bozulma, kromatin
agmin agir hasart ve kalsiyuma bagl hiicresel kokenli niikleazlarin aktif hale
gelmesiyle birlikte  DNA’nin pargalara ayrilmast yakindan iligkilidir. Niikleus
DNA’sinin  oligoniikleozom boyutuna inerek pargalanmasi ile sonlanan
endoniikleolizis de apoptozisin en 6nemli biyokimyasal olay1 olarak kabul goriir.
Boylece bu olay genellikle, elektroforez sirasinda agaroz jeller lizerinde goriilen tipik
“DNA merdiveni” degerlendirmesi icin kullanilir. Ancak bu yontem tek tek
hiicrelerdeki apoptozisi veya apoptozisin histolojik degisimlerinin yerlesimini veya
hiicrede ki farklilasma iligkisi ile ilintili bilgi saglamaz. Bu, apoptozis tarafindan
uyarilmis DNA dizi kirllmasinin enzimatik bir sistem olan in situ isaretlenmesi ile
miimkiin olur. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick
End Labeling) apoptozise ugrayan hiicreleri tespit etmek icin yapilan hiicresel
isaretleme sistemine dayali en anlamli testtir. TUNEL ile apoptozisin ileriki
evrelerinde belirleyici olarak rol alan apoptotik hiicrelere ait niikleer kromatin
fragmantasyonu saptanmaktadir. TUNEL testi calisma metodu olarak DNA
fragmantasyonlarinin sonuna eklenen polimeraz terminal deoksiniikleotidil transferaz
enzim isaretlemesi prensibine dayanan ve o6ziinde apoptotik hiicrelerdeki DNA
sarmal kiriklarini, serbest 3'- OH uglarinda enzimatik bir reaksiyon dizisi ile tespit
etmeye dayanan bir tekniktir. Apoptozise ugrayan hiicrelerin goriintiilenmesini
saglayan son zamanlarin en yaygin kullanilan TUNEL boyama yontemi ile
hiicrelerin boyanarak apoptozise ugrayip ugramadiklari bu yontemle net olarak
belirlenebilmektedir. Calismamda her bir hasta igin 4 tekrarli yapilan bu test igin
TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit (Roche) testi kullanilmistir.
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5.GEREC VE YONTEM

5.1.Calismaya Dahil Edilen Hasta Gruplar1 ve Ozellikleri

Bu calisma Bahgelievler Medical Park Hastanesi Tiip Bebek Klinigine Eyliil
2017- Nisan 2018 arasinda bagvuran herhangi bir klinik endikasyonu olmayan
toplam 40 olgunun kiimiilis hiicreleri ile prospektif olarak yapilmistir. Calismaya
katilan olgularin yaslar1 27 ile 38 arasinda degismekte olup, ortalama yas olarak
28,2434,4 saptanmistir. Caligma hasta verilerinin ve embriyo degerlendirilmesi
acisindan retrospektif bir degerlendirme de igermektedir, uygulanacak protokollerin
biitiin hastalar i¢in belirli bir standartizasyonda olmasina dikkat edilmistir. Calismada
normal yanit veren hastalar dahil edilmis, polikistik overi, ileri yas, endometriosis’li
ve zaylf yamth hastalar dislanmistir. Calismamizin Biruni Universitesi Girisimsel
olmayan arastirmalar etik kurulunun 26/04/2017 tarihli toplantisinda etik yonden

uygun olduguna karar verilmistir.

5.2.Calismanin Tasarim

Bu ¢aligma klinige basvuran herhangi bir endikasyonu bulunmayan 40 farkl
infertil hastaya ait kiimiiliis hiicreleriyle yapilmistir. Ayn1 zamanda her hasta i¢in opu
oncesi B HCG giinii (takribi iglem Oncesi 36 saatte) progesteron degerleri saptanmis
luteinizasyon siireci ile kiimiiliis hiicreleri ve embriyo gelisim kaliteleri arasindaki
koordinasyon incelenmistir. Bu asama da her bir hasta i¢in kendisine ait kiimiiliis
hiicreleriyle yapilan hiicre kiiltlirliyle 24 saat, 48 saat,72 saat ve 96 saat’ te ayr1 ayri
kiimiliis hiicrelerindeki apoptotik hiicre oranim1 saptamak amaciyla Tunel testi
yapilmig ve aynm1 zamanda es zamanli her bir hasta i¢cin embriyo gelisim siiregleri

takip edilmis ve gebelik sonuglar1 incelenmistir.
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5.3.Calismada Kullanmilan Yontemler

5.3.1. Ornek alimu ve hiicre kiiltiirii

Her bir hasta i¢in yapilan yumurta toplama (OPU) islemiyle hastalara ait
oositler alinmis, yaklasik olarak 2-2,5 saate varan inkiibasyon sonrasi Hyaluronidase
islemi ile oositler kiimiiliis hiicre komplekslerinden ayiklanmig, daha sonra oosit
hiicreleri ICSI islemi gdrmiis ve takip i¢in inkiibasyona alinmistir. Ote yandan
Hyaluronidase islemi gérmiis kiimiiliis hiicreleri ortamlarindan toplanip 15 dk 1500
devirde HTF (human tubular fluid media) i¢inde iki kez santrifiij edilerek enzim
giderilme islemine birakilip her bir hasta 6rnegi icin DMEM F12 mediumunda %10
Fetal calf serum ilavesi ile 1ml’lik kiimiiliis siispansiyonu hazirlandi,yuvarlak
lameler %70’1ik alkolle yikanip 24 liik kiiltiir kaplarina her bir hasta i¢in 4 kanal
olacak sekilde yerlestirilip ¢coklu kiiltiir kabi1 kapagi bek ocagindan gecirilip kapatildi
ve inkiibatore kaldirildi. Her lamele 50.000 hiicre gelicek sekilde kiimiiliis
siispansiyonundan eklendi ve 40 dk sonra invert altinda yapisip yapismadiklari
kontrol edildi ve hazirlanan kiiltiir mediumu ile birlestirilip tizeri yag ile kapatildi ve
inkiibatore kaldirildi. Giinliik 6l¢iimler i¢in her giline ait kanaldan hiicreler alind1 pbs
ile yikanip paraformalaldehit (%4 liik) ile fikse edildi ve apoptoz tayini, Tunel
Ol¢imii i¢cin hazir hale getirildi. Supernatanlar1 2000 rpm de 15 dakika

santrifujlenerek progesteron tayinleri igin -20 de donduruldu.

Es zamanli olarak giinliik 6l¢iimler yapildi ve sonuglar kaydedildi. Tim

hastalar i¢in embriyo takiplerine ait sonuglar da kaydedildi.

5.4 istatistiksel incelemeler

SPSS 24 istatistik programi kullanilarak istatiksel veri tablosu hazirlandi ve
inceleme sonuglandi, p<0,05 anlamli kabul edildi. Nitel degiskenler frekans ve
oranla, nicel degiskenler ortalama ve standart sapma ile tanimlanmistir. Gebelik
gruplart Mann-Whitney Test, Kolmogorov-Smirnov Test ve Fisher&#39;s Exact Test
ile karsilagtirtlmis; degiskenler arasindaki iligki Pearson Korelasyon Analizi ile
incelenmistir.
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6.BULGULAR

Gebelik pozitif ve negatif olan gruplarda kadin ve erkek yasi, oosit sayisi,

fertilize oosit sayisi, embriyo sayisi, sperm konsantrasyonu ve sperm motilitesi

acisindan farklilik bulunmamistir (tablo 1). Sperm morfolojisi gebe olan grupta daha

yiiksek bulunmustur (p=0,000).

Tablo 1 : Kadn yasi, erkek yas, fertelize oosit sayisi, embriyo sayisi, sperm
konsantrasyon, motilite ve morfolojisinin gebelik sonuc¢lart agisindan

karsilastrilmasi
Gebelik (+) Gebelik (-)
ort=SD ort=SD P
Kadin yas1 30,25+3,37 32,37+6,00 ,207
Erkek yas1 33,81+4,72 35,41+6,48 ,401
Oosit sayisi 13,75+7,80 11,01+9,29 ,360
Fertilize oosit
8,66+5,97 7,13+£6,16 ,458
sayisl
Embriyo sayisi 7,00+4,86 5,13+3,99 211
Sperm
48,81£18,99 | 49,79+20,71 ,880
konsantrasyonu
Sperm motilitesi | 11,03+24,99 5,50+11,87 ,386
Sperm
o 2,87+0,88 1,33£1,20 ,000
morfolojisi

Pearson korelasyon test, *p<0,05
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Tablo 2 :Progesteron, apoptotik hiicre oranlari ve bastomer sayilarina iliskin
ortalama, standart sapma ve karsilastirma.

Gebelik
Negatif (n=24) Pozitif (n=16) p*
Ortalama | Std. Sapma | Ortalama |Std. Sapma
Progesteron 1,07 0,21 0,91 0,15 0,021
Apoptotik hiicre orani
0,35 0,23 0,18 0,13 0,023
(6nce)
Apoptotik hiicre orani
) 0,37 0,23 0,21 0,13 0,026
(1. giin)
Apoptotik hiicre orant
" 0,41 0,23 0,23 0,13 0,013
(2. giin)
Apoptotik hiicre orani
) 0,46 0,23 0,28 0,14 0,016
(3. giin)
Apoptotik hiicre orani
) 0,55 0,22 0,36 0,19 0,009
(4. giin)
Embriyo blastomer
3,88 0,99 3,88 0,50 0,988
sayist (2. giin)
Embriyo blastomer
7,38 1,56 8,06 0,85 0,031
sayisi (3. glin)

*: Mann-Whitney Test

Ortalamalar olgu sayis1 az oldugu i¢in nonparametrik yontem olan Mann-

Whitney Test ile karsilastirilmistir.

Progesteron ve apoptotik hiicre oranlari ortalamalar1 gebeligi negatif olan
grupta daha yiiksektir. 3. giinde canli hiicre sayis1 gebeligin pozitif oldugu grupta
daha yiiksektir. Ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (tablo 2).
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Tablo 3 : Gebelik pozitif ve negatif gruplarinda apoptotik hiicre orani ortalamalart

0,55

0,36

Once 1. glin

2.gun

3. gun 4. gln

—o— Negatif

—— Pozitif

Gebeligin pozitif oldugu grupta apoptotik hiicre sayist daha diisiik bulundu.

Gebeligin negatif oldugu grupta ise daha yiiksek bulundu. Her iki grupta apoptotik

hiicre oranlarinin kiiltiir giiniine bagli olarak yiikseldigi gozlendi (tablo 3).

Tablo 4 : Gebelik pozitif ve negatif gruplarinda 3. Giin blastomer sayist

ortalamalart.

8,06
7,38
3,88
3,88
2. gun 3. gun

—o— Negatif

~— Pozitif

3. giin embriyolarinda blastomer sayisi gebe olan grupta daha yiiksek

bulunmustur (tablo 4).
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Tablo 5 : Progesteron ve apoptotik hiicre oranlart arasinda korelasyon.

Apoptotik | Apoptotik | Apoptotik | Apoptotik | Apoptotik
hiicre orani | hiicre oran1 | hiicre oran1 | hiicre orani | hiicre orani

(Once) (1. gtin) (2. giin) (3. giin) (4. giin)
0,761(**)| 0,761(**) 0,752(**)| 0,726(**)| 0,757(**)
Progesteron 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001
40 40 40 40 40
Apoptotik 0,997(**) 0,985(**)| 0,970(**)| 0,928(**)
hiicre orani 0,001 0,001 0,001 0,001
(Gnee) 40 40 40 40
Apoptotik 0,989(**) | 0,971(**)| 0,931(**)
hiicre orani 0,001 0,001 0,001
(1. giin) 40 40 40
Apoptotik 0,987(**)| 0,946(**)
hiicre orani 0,001 0,001
(2. giin) 40 40
Apoptotik 0,957(**)
hiicre orani 0,001
(3. giin) 40

*: Pearson Korelasyon Analizi.

**n<0,001

Tablo 5’te HCG giinii Progesteron degeri ile ve apoptotik hiicre oranlari

arasinda pozitif yonde iliski saptanmistir. Progesteron arttikca apoptotik hiicre

oranlar1 da artmaktadir.
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Tablo 6 : Progesteron, apoptoz, embriyo kalitesi ve gebelik iligkisi.

HCG Giini Kiiltiir Dordiincii
Progesteron Oncesi | Giin Embriyo | Gebelik
Apoptoz Kalitesi

R 1 ,161** ,A481** -,396*
HCG Giinii | sig ,000 ,002 ,011
Progesteron | (2-tailed)

N 40 40 40 40
Kiiltiir R ,161** 1 ,464** -,391*
Oncesi
Kumiilis | Sig ,000 ,003 ,013
Apoptozu

n 40 40 40 40
Dordiincii | R ,A481** ,464** 1 -,597**
Giin
Embriyo | Sig ,002 ,003 ,000
Kalitesi

n 40 40 40 40

r -,396* -,391* -,597** 1
Gebelik | Sig ,011 ,013 ,000

n 40 40 40 40

Pearson korelasyon testi

**korelasyon 0,01 seviyesinde anlamli

*korelasyon 0,05 seviyesinde anlamli
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Tablo 6 da HCG giinii progesteron degeri ile kiiltiir oncesi kiimiiliis apoptozu
4. Giin embriyo kalitesi ve gebelik arasinda iliski bulnmustur. Progesteron diizeyinin
kiimiiliis apoptozu ile pozitif korelasyonu bulunmaktadir. 4. Giin embriyo kalitesi
azaldikca apoptozun arttigr gorilmiistir HCG giinii progesteron degerinin
yiikselmesi, kiiltlir 6ncesi apoptoz degeri ve 4. Giin embriyo skorunun kotiilesmesi

ise gebeligi negatif olarak etkilemektedir.

Tablo 7 : Embriyo kalitesi ile iligkili olarak progesteron ve apoptotik hiicre oranina
iligkin ortalama, standart sapma ve karsilastirma (Kruskal Wallis test).

Embriyo Kalitesi (4. giin) Progesteron Apoptotik hicre %
orani (6nce)

Ortalama 0,91 0,20

Grade 1 Std. Sapma 0,16 0,16
n 23 23

Ortalama 1,19 0,39

Grade 2 Std. Sapma 0,21 0,23
n 6 6

Ortalama 1,11 0,41

Grade 3 Std. Sapma 0,19 0,23
n 11 11

p* 0,002 0,012

*: Kruskal Wallis Test

P<0,05 istatistiki anlamlilik

Tablo 7 de embriyo kalitesi ile progesteron ve apoptotik hiicre oranlari
gosterilmistir.1. kalite embriyolarda en diisiikk progesteron ve apoptoz degeri elde

edilmistir. Bu da istatistiki olarak anlamli bulunmustur.
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Tablo 8 : Gebelik gruplarinda embriyo kalitesi ve karsilagtirma.

GEBELIK
Negatif Pozitif Toplam
(n=24) (n=16)
n 8 15 23
Grade 1
% 33,3% 93,8% 57,5%
n 5 1 6
Grade 2
% 20,8% 6,2% 15,0%
n 11 0 11
Grade 3
% 45,8% 0,0% 27.5%
n 24 16 40
Toplam
% 100,0% 100,0% 100,0%

p=0,002 (Kolmogorov-Smirnov Test)

Gebeligin saptandigi grupta embriyo kalitesi grade 1 orani daha yiiksektir
(p=0,002). Gebeligin olmadigi grupta ise grade 1 embriyo orami %33, grade 2

embriyo orani %20,8 ve grade 3 embriyo oran1 %45,8 olarak bulunmustur.
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Tablo 9 : Gebelik pozitif ve negatif gruplarinda PN olusumu.

GEBELIK
Negatif Pozitif Toplam
(n=24) (n=16)
PN N 6 0 3]
yok % 25,0% 0,0% 15,0%
PN N 18 16 34
var % 75,0% 100,0% 85,0%
N 24 16 40
Toplam
% 100,0% 100,0% 100,0%

p=0,035 (Fisher's Exact Test)

Tablo 9 da 1. giin embriyo degerlendirmesinde pronukleus varlig: ile gebelik
iliskisi incelenmis PN goriilmeyen olgularda gelisen embriyo transferi sonrasi

gebelik elde edilememistir.
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7. TARTISMA

Oosit gelisiminin; ¢esitli evrelerinde oosit morfolojisinde, fizyolojisinde ve
onu gevreleyen kiimiiliis hiicrelerinde dizi halinde ¢esitli degisiklikler olmaktadir.
Graniiloza hiicrelerinin 6zellikle de kiimiiliis hiicrelerinin fonksiyonu ile, oosit
matiirasyonu arasinda ¢ok siki bir iligki oldugu, kiimiiliis ekspansiyonu’nun oosit
maturasyonu ve folikiiler atrezi arasindaki baglantilar cesitli ¢alismalar ile
gosterilmistir (Hinrichs,1997).

Yardimci tiremedeki ana konulardan biri, oosit kalitesinin dogru bir sekilde
tahmin edilmesindeki yetersizlik ve dolayisiyla basarili bir gebelige katkida bulunma
potansiyelidir. Oositi dogrudan izleme klinikte olasi gorilmediginden kiimiiliis
hiicrelerinin incelenmesi uygun bir alternatif gibi gériinmektedir. Bununla birlikte,
elde edilen sonuglar kiimiiliis hiicrelerini degerlendirmek i¢in Onerilen tekniklerin
oosit kalitesini tam olarak yansitmasi agisindan hizli ve gilivenilir olmasi ve klinikte
yaygin olarak uygulanabilir olmasi1 gerektigidir. Bu ¢alismada, klinik bir ortamda
kiimiiliis hiicreleri kullanilarak oosit kalitesini belirlemede ve gebelik tahmininde ¢ok
basit ve anlagilir parametrelerin yararli olabilecegini gosterdik.

Graniiloza hiicreleri i¢in iki temel fonksiyon tanimlanmaktadir; Birinci
fonksiyon, ovulasyon baslangicinda ve sonrasinda oositin  biitiinligiiniin
korunmasina yardim edilmesi ve beslenmesi iken, ikinci fonksiyon ise ovulasyon
sonrasinda gelisen folikiile ait lutein hiicrelerinin steroid hormon fiiretim siirecinde
oncelikle estradiol ve progesteron olmak iizere steroid hormonlari tiretmesidir.

Ovaryum folikiillerinde gelistikge oositin etrafin1 saran, zona pellucida gibi
kalin 6zellesmis ekstraseliiler matrikse bagli ¢ok sayida graniilosa hiicresi tabakasi
vardir. Bu hiicrelerin en igteki tabakasi olan korona radiata, zona pellusida'dan gegen
sitoplazmik uzantilarla dogrudan oosit ile iletisim kurar. Yumurtlamada oosit
salmiminin ardindan, bu hiicreler granolasa tabakasini olusturur. Grantiloza hiicreleri
ayrica yumurtalik folikiiliindeki yere bagli olarak belirli isimlere de sahip olabilir:
kiimiiliis ooforus, hemen oosit ¢evresinde yer alir ve bununla serbest birakilir. Insan
gelisiminde, dollenmeden sonraki ilk gelisme haftasinda kiimiiliis- granulosa hiicre
katman1 ve zona pellucida, implantasyona baglamast i¢in "kulugkalandig1"

blastosistin etrafin1 sarmaya devam eder.
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LH hormonunun ani yiikselmesi, menstrual siklus’ un ortasinda ovaryum
folikiillerinde ovulasyon i¢in baslatilan bir seri kritik degisikligi tetikler. Normal
seyreden ovulasyon siireci steroidogenez, kiimiiliis hiicre biiylimesi Ve 00sit
matiirasyonu gibi bir¢ok kritik degisiklikte rol oynar. LH’1n stimiilasyonu, ovulasyon
indiiksiyonu ile duraksayan mayozun tekrar baslamasina neden olurken, mRNA ve
proteinlerin sentezlenmesinede ivme kazandirir, bu sayede ise oositi saran kiimiiliis
hiicrelerindeki salgilayici 6zellikler farklilasir (Cha and Chain, 1998).

Host ve arkadaslarinin 2002 de yaptiklar ¢alismaya gore kiimiiliis hiicrelerin
apoptozisi, zona pellusidanin kalinliginin degisiklikleri ile oositin maturasyon ve
fertilizasyonu tiizerine etkisi arasindaki baglanti arastirilmistir.Retrospektif olan bu
calismada 6zel bir klinikte 50 hasta {izerinde yapilan calismada kiimiiliis hiicrelerinin
apoptozisi, zona pellusida kalinlig1 ve oositin fertilizasyon, maturasyon ve embriyo
kalitesi incelenmistir fertilize olan M2 oositler ile fertilize olmayan M2 oositlerdeki
apoptozisis orani incelendiginde fertilize olmayan M2 ooositlerde apoptozisis orani
daha yiiksek bulunmustur.

Zona pellusida kalinligina bakildiginda ise embriyo kalitesi ile arasinda bir
iligki oldugu, fakat apoptozis, zona kalitesi ve embriyo kalitesi arasinda bir iligki
bulunamamistir. Ayrica immatiir ve matiir oositlerin kiimiiliis hiicrelerindeki
apoptozis orani bakildiginda immatiir oositlerde anlamli bir sekilde yiiksek bulunmus
ve kiimiiliis hiicrelerindeki apoptozisin embriyonun ilerleyisi ve kalitesi hakkinda
bize bir 6ngorii kazandiracagini saptamislardir (Host et al., 2002).

Bu ¢alismada herhangi bir klinik endikasyonu bulunmayan 40 hasta 6rnegi ile
calisildi. Amaglanilan olgu ise kiimiiliis hiicrelerinde gilinlere bagli degisen
programlanmis hiicre O6limii yani Apoptozisin gelisen embriyo kaliteleri ve
gebelikler istiinde nasil bir etkisi oldugunu incelemekti. Her bir hasta igin
olusturulan 4 giinliik periyodik olarak takip edilecek kiimiiliis hiicre kiiltiirlerin den
1. 2. 3. Ve 4. giinlerde Tunel TESTI ile 6l¢iimler alind1 ve es zamanl olarak da her
bir hastanin embriyo gelisimleri takip edildi. Calismanmiz; 6zellikle apoptotik hiicre
oranlarinda giinlere bagl artis oldugu ve bu artigin yiiksek progesteron degeriyle bir
iligkisinin bulundugunu ortaya koydu. Kiimiiliis hiicre kiiltiirlerinin periyodik
takibine es her hastaya ait yapilan embriyo gelisim asamalarinda 6zellikle apoptotik
hiicre oraninin artmasinin embriyonun zayif gelisimini dngordiigiinii anlamli lgiide
ortaya ¢ikardi. Ayni zamanda embriyo gelisiminin takip edildigi 24 saat, 48 saat, 72

saat ve 96 saatlerde embriyo hiicre sayilarindaki giiniine uygun sayilarin ve
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kalitelerin hcg gilinii Olglilen progesteron degerinin haberci olma niteligini
kuvvetlendirdigi ortaya ¢ikti. Hiicresel anlamda giinlere uygun sayilara bakildiginda
ise apoptotik hiicre oraninin arttig1 hasta 6rneklerinde hiicre sayilarinin beklenilenden
daha yavas ilerledigi yapilan 6l¢iim ve takiplerle desteklendi .

Endojen gonadotropinlerin  gonadotropin salgilayan hormon (GnRH)
agonistleri tarafindan rutin olarak bastirilmasina ragmen, insan koryonik
gonadotropin (hCG) tetikleyici giliniindeki serum progesteron yiikselmesi, kontrollii
yumurtalik stimiilasyonu dongiilerinde sadece kisa protokollerde degil, uzun
protokollerde de gosterilmistir. Progesteron yiikselmesinin olusum oranlariin GnRH
agonistleri ile in vitro fertilizasyon / intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (IVF / ICSI)
dongiilerinin %13 ile %46's1 oldugu bildirilmistir. Ancak, bu ince progesteron
artislarinin  gebelik sonuclar1 {izerindeki olasi etkileri tartigmalhidir. Caligmalarin
cogunda, HCG giinili Progesteron yiikselmesinin gebelik sonucunu olumsuz etkiledigi
savunuldu (Huang, 2015). Baz1 arastiricilar ise bunun tam tersi bulgular ileri siirdiiler
(Urman B.1999). Santos-Ribeiro ve arkadaslarinin 2014 de yaptiklar1 bir ¢alismada
HCG giinii progesteron seviyelerinin canli dogum oranlarimi etkiledigi, hCG
tetikleyici giinde hem disiik (.00.0 ng / mL) hem de yiiksek (>1.5 ng / mL)
progesteron seviyelerinde diisiik dogum oranlar1 oldugunu gosterdiler (Santos-
Ribeiro, 2014). Ancak bu konuda kesin bir goriis olusmamistir. Bizim ¢alismamizda
HCG giinii progesteron degeri gebe olan olgularda 0,91 ng/ml, gebelik
gerceklesmeyen olgularda ise 1,07 bulundu. HCG giinii progesteron ile apoptotik
kiimiiliis hiicre sayisinin artig1 kiiltiir oncesi ve kiiltiir siirecinde bulundu. Ayrica
progesteron degerinin embriyo kalitesi ile ilgkisini de gosterdik. Bu sonuglar
yiikselen progesteron degerinin apoptotik kiimiiliis hiicre sayisini artirarak embriyo
kalitesini de diisiirdiigii diisiincesi ileri siiriilebilir.

Calismamizda kiimiiliis hiicre kiiltiirlerinden periyodik olarak alinan apoptotik
hiicre oranlarinin, embriyo gelisiminin 4. Giinlinde embriyo kaliteleri arasindaki bag:
ortaya konmustur. Uyte’ de kabul goren 3 asamali embriyo kalite standardi
mevcuttur. Yaptigimiz Olglimlere gore; kiimiiliis apoptozisin daha yiliksek oranda
gorildiigli hastalara ait embriyolarin kalitelerinin kiimiiliis apoptozisinin daha diisiik
oldugu hastalara ait embriyolarin kalitelerinden daha diisiik oldugunu saptanmustir.

Embriyo takibinde dollenmeyi gordiigiimiiz 24. saat PN giiniinde; gebeligin
pozitif sonuclanmasiyla birinci giin de goriilen 2 proniikleus agamasinin dogrudan

ilgili oldugu ge¢ dollenme gosteren oositlerden gelisen embriyolarda transfer sonrasi
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negatif gebeligin daha yiliksek oldugu anlaml 6l¢lide goriildii. Calismamizda 1. Giin
embriyo degerlendirmesinde apoptotik kiimiiliis hiicre artisinin - pronukleus
goriilmesini de geciktirdigi varsayimi ortaya ¢ikmastir.

Gebelik orani ve oosit kalitesi, in vitro fertilizasyon (IVF) tedavisi alan
kadinlarda apoptozis insidansiyla iligkilendirilmistir (Oosterhuis, 1998). Arastiricilar
kotii prognozlu hastalarda, apoptozis insidansinin daha yiiksekken, dollenen oosit
veren folikiillerde graniilosa hiicresi apoptozisi daha diisiik oldugunu gosterdiler
(Oosterhuis, 1998, Nakahara, 1997).

Son ¢alismalar kiimiiliis hiicre apoptozu ve progesteron hormonunun kabul
edilebilir smirlarda oositin gelisim potansiyeli i¢in gerekli oldugunu gostermistir
(Grupen, 2010). Calismamiz apoptotik kiimiiliis hiicrelerinin yiizde degeri ve HCG
giinii serum progesteron degerinin oosit final maturasyonu ve embriyo gelisim
potansiyeli ile klinik gebelik gelistirmede optimal degerlerin ortaya ¢ikarilmasinin

gerekliligini géstermistir.
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8. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak;

- Yapilan calismada; kiimiiliis hiicre kiiltiiriinlin periyodik takibinden alinan
apoptotik hiicre oranlarinin artisinin gebelik oranlari tizerinde negatif etkili oldugu,

- Yumurta toplama islemi 6ncesi HCG giinii 6l¢iilen progesteron degerinin
gebelik tizerinde 6nemli ve anlamli bir negatif etkisinin oldugu,

- Progesteron degerindeki artisin kiimiiliis hiicre kiiltiirtindeki olusacak
apoptozis orani hakkinda haberci gorevi listlendigi,

- Luteinizasyon siireci ile kiimiiliis hiicre kiiltlirtindeki apoptozisin iliskili
oldugu,

- Embriyo gelisim kalitelerinin, kiimiiliis hiicre kiiltiirtindeki apoptozis
degerlerinin artmasi ve azalmasi arasinda bir anlamlilik oldugu yapilan tiim deneysel

caligmalar, bilimsel ¢alismalar ve istatistiksel veri analizleriyle desteklenmistir.
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Yrd.Dog.Dr.Belen Sirinoglu Dis : U
Capan Hekimligi Pedodonti Uye
Fakiiltesi
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Ogrenim Durumu:
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dundargokce87@gmail.com

Biyolog

EGE Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimi,

06.2010

BIRUNI Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Klinik
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INTIHAL RAPORU

KUMULUS HUCRE KULTURUNDE APOPTOSIS VE
LUTEINIZASYON SURECININ IVF HASTALARINDA EMBRIYO
GELISIMi VE GEBELIK ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

ORIJINALLIK RAPCRU

10 416  «1 .

BENZERLIK ENDEKSI INT ERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLER!
KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

acikerisim.selcuk.edu.tr:8080 % 1 1

internet Kaynags

dumilas.adu.edu.t
adumilas.adu.edu.tr %2

internet Kaynagi

ercivet.erciyes.edu.tr o 1
internet Kaynagi Yo

Submitted to City and Islington College, London <%1

Ogrenci Odevi

acikerisim.istanbulbilim.edu.tr:8080 < 1
%

Internet Kaynagi

tr.skycheck.com
internetyKayna@ <% 1

gmm Submitted to Ankara Universit
Ogrenci Odevi J <%1

Submitted to Ege Universitesi
E Ogrenci Odevi ¢ <%1
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