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OZET

Caligmanin amaci, agiklanamayan kadin infertilite (AKI) olgularinda sitokin
gorevi olan biiytime faktdrii midkin (MK) proteininin, tam ve tedavide yeni bir

belirteg olup olamayacaginin arastirilmasidir.

Bu ¢aligmada, ICSI islemi igin kayit olmus erkek faktorii (EF; N:90), AKI
(N:90) ve polikistik over sendromu (PKOS; N:90) tarusi konmus 20-45 yas
aralifindaki hastalarin serum, folikil sivilari (FS’lar1) ve kiirnulus hiicreleri (KH’leri)
kullamldi. Hastalarin yag, BKI, endometrium kalinhigi, AFS, oosit sayis1, GV ve
MI-MII oosit sayisi, fertilize oosit sayisi, fertilizasyon yiizdesi, embriyo sayisi, iyi
kalite embriyo sayis1 ve gebelik yiizdesi degerlendirildi. Hastalarin menstrual
sikluslarimin 3. giiniinde kanlarindan izole edilen serumlarinda FSH, LH, E2, PRL,
TSH ve Anti-Miillerian hormon (AMH; EKLiA), INH B (ELIZA) hormonlan ile
MK (ELIZA) seviyeleri aragtirildi. Yumurta toplanmasi esnasinda hastalarin KH’leri
ve FS’lan izole edildi. KH’lerinde, proliferasyon ve canlilik-apoptotik indeks
oranlar1 (Akim sitometri) ile ultrastriiktiirel analizler, FS’larinda ise AMH (EKLIA)
ve MK (ELIZA) seviyeleri degerlendirildi. Iki grubun wve ikiden fazla grubun
kargilagtirilmas1  sirasiyla  Student-T-test ve ANOVA testi  kullamlarak
gergeklestirildi. Sonuglar, ortalama+SD olarak gosterildi. p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

En disik ve en yiilksek KH sayisi, sirasiyla AKI ve PKOS'da bulundu
(p <0.05). En yiiksek apoptoz oranina sahip olmakla birlikte en diisiik canlilik orani
PKOS'da belirlendi (p<0.05). En yiiksek canlilik oranini, en diisiik apoptoz oram ile
birllikte EF'de degerlendirildi (p<0.05).

Yapilan ultrastriiktiir degerlendirmesinde, PKOS'da yaygin otofajik vakuoller
ve EF ile AKI'de ise yaygm lipit damlaciklar oldugunu ortaya koydu. PKOS'da
apoptotik goriintimlii KH'ler yaygin olarak gériildii. PKOS'da en yiiksek AMH ve
MK seviyeleri (S, FS’lar1) bulundu, ancak bunlarin en diisiik seviyeleri AKI'de tespit
edildi (p<0.05). AKI'de bulunan AMH ve MK seviyeleri, EF’deki seviyeler ile
benzer olarak degerlendirildi (p>0.05).

Bu galigmada, ilk defa MK proteininin AKI olgularimin tam ve tedavisinde

yeni bir belirte¢ olarak kabul edilemeyecegi sonucuna varilds.



Anahtar Kkelimeler: Agiklanamayan kadin infertilitesi, midkin, Anti-Miillerian

hormon, polikistik over sendromu, kiimiilus hiicresi.



ABSTRACT

The Investigation Of Serum Midkine Protein Levels With Anti-
Miillerian Hormone Levels For The Evaluation Of Ovarian Reserve And
Oocyte Quality As A New Marker In Patients Diagnosed Unexplained Infertility

Undergoing Intracytoplasmic Sperm Injection.

This study aimed to investigate whether growth factor midkine (MK) protein
with a cytokine function can be a new marker in the diagnosis and the treatment of

unexplained female infertility (UFI) cases.

In this study, serum and follicle fluids (FFs) and cumulus cells (CCs) of the
patients aged 20-45 years who were diagnosed with male factor (MF, N:90), UFI
(N:90) and polycystic ovary syndrome (PCOS, N:90) undergoing ICSI procedure
were used. Age, BMI, endometrial thickness, AFS, oocyte number, GV and MI- MII
oocyte number, fertilized oocyte number, fertilization rate, embryo number, good
quality embryo number and pregnancy rate were evaluated. FSH, LH, E2, PRL,
TSH, and AMH (Anti-Miillerian hormone; ECLIA), INH B (ELISA) hormones
with MK (ELISA) levels were investigated at the serums isolated from the blood of
patients taken on the 3™ day of their menstrual cycles. During oocyte pick-up, CCs
and FFs of the patients were isolated. Proliferation with viability-apoptotic index
rates (Flow cytometry) and ultrastructural analyzes at CCs, AMH (ECLIA) and MK
(ELISA) levels at FFs was evaluated. The comparison of the two groups and more
than two groups were performed using Student-T-test and ANOVA test, respectively.
Results were shown as means + (SD). p <0.05 was considered statistically

significant.

The lowest and highest numbers of CCs were found at UFI and PCOS,
respectively (p<0.05). The lowest viability rate with the highest apoptosis rate was
determined at PCOS (p<0.05). The lowest apoptosis rate with the highest viability
rate was evaluated at MF (p<0.05).

The ultrastructural evaluation revealed that there were widespread autophagic
vacuoles at PCOS and lipid droplets at UFI with MF. CCs with apoptotic appearance
was frequently detected at PCOS. Highest AMH and MK levels (S, FFs) were found



at PCOS; however, the lowest levels of them were detected at UFI (p<0.05). AMH
and MK levels found at UFI were evaluated similarly to MFs” levels (p>0.05).

In this study, it was concluded for the first time that MK protein cannot be

accepted as a new marker in the diagnosis and treatment of UFI.

Key words: Unexplained female infertility, midkine, Anti-Miillerian hormone,

polycystic ovary syndrome, cumulus cell.



1. GIRIS VE AMAC

Anti-Miillerian hormon (AMH) 140 kDa agirhginda, disiilfit-bagh
homodimerik glikoprotein yapida, transforme edici biiylime faktorii beta biiyiime ve
farklilagma faktorleri super ailesinin bir iiyesi olan gonadal bir hormondur (Dewailly

etal., 2014).

Yumurtaliklarda 8 mm boyutuna kadar olan antral folikiillerin (Pre-antral ve
kiigik antral folikiiller) granuloza hiicreleri tarafindan salinarak primordiyal
folikiillerin gelismesini engeller bdylece yumurtalik rezervinin korunmasinda gorev
alir. Yumurtaliklardan salinmasinin yam sira gonadotropinlerden etkilenmemesi,
menstrual  dongiilerde ve bu dongiiler arasinda seviyelerinin ¢ok az
degismesi/degismemesi nedeniyle yumurtalik rezervlerinin degerlendirilmesinde
inhibin, dstradiol gibi belirteglerin 6niine gegerek klinikte en giivenilir belirteg olarak
kabul edilmis ve yaygin olarak kullamlmaya baglanmistir (Dewailly et al., 2014;
Garg et al., 2016). Polikistik over sendromunun (PKOS), zayif yumurtalik yanitinin
goriildiigli yaygin kadm hastaliklarinda seviyelerindeki degisikliklerle kesin tamda
yardimei oldugu da goriilmiistiir (Garg et al., 2016; Cohen et al., 2014).

Ancak son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, bireylerarasi ve/veya birey ici
AMH seviyelerinde saptanan degisiklikler AMH’nin  yumurtalik rezervini
belirlemede giivenilirliginin sorgulanmasina neden olmustur (Broer et al., 2014). Bu
¢aligmalarda, AMH seviyelerinin 1) Biyolojik varyasyona bagli (Antral foliikiil
sayisi, dzellikle geng kadinlarda menstrual siklusda), 2) Etnik gruba bagh, 3) Fazla
kiloya bagli, 4) Vitamin D seviyelerine bagli, 5) AMH reseptérii ve AMH
polimorfizmlerinde, 6) Genetik varyantlarda, 7) Sigara kullanimina bagl,
8) Hamilelikte, 9) Dogum kontrol hap1 kullammina bagli, 10) Farkli AMH saptama
testlerinin  kullamminda degistigini gOstermigtir (Broer et al., 2014). Ayrica
AMH’nin yumurta kalitesini gosterememesi de belirtecin yararliik derecesinde

azalma olarak goriilmektedir.

Midkin (MK) organizmada biiyiime, yasam, onanm, go¢ ve ¢ogalmada gérev
alan, embriyogenezde mid-gestasyon evresinde yiiksek diizeylerde salinirken sonra
azalarak yetigkinde ancak simrh bolgelerde diisiik seviyelerde saptanabilen, 13 kDa

agirh@inda, pleiotrofin/heparine baglanan biiyiime baglantii molekiil ailesi iiyesi



olan, sitokin gorevi de tanimlanmis bir biiylime faktoriidiir (Jones, 2014; Muramatsu,
2014). MK geninin ¢ikartilmasi ya da susturulmasi ile kanserin, immiinite ve kan
basinci iligkili hastaliklarin tedavisinde veya MK nin kendisinin tedavi araci olarak
kullanilmasi ile yanik, doku ve organ hasari gibi doku
korunmasi/yenilenmesi/onarimim  gerektiren durumlarda basarili  sonuglar

vermektedir (Jones, 2014; Muramatsu, 2014).

Ureme saghginda MK ile yapilan kisith sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
yapilan in vitro, in vivo ve klinik ¢aligmalarda MK’ nin biiyiik folikiillerin teka ve
granuloza hiicrelerinden salgilandii, biiyiiyen folikiillerde granuloza hiicrelerinin
gogalmasini ve Ostradiol salimmim tesvik ettigi, FSH kontrolii disinda graniiloza
hiicrelerinin MK ekspresyonu yaptigi, MK’min primordiyal germ hiicrelerinde
mitotik yolaklarin aktivitesini artirarak onlar1 ¢ogalmaya tegvik ettigi ve ayrica
onlarin farklilagmalarim da engelledigi, MK ve pleiotrofin (PTH) genlerindeki
bozuklugun olgun folikiil sayisimi azaltarak Ostrus evresini azalttigi ve vajinal
bozukluga neden oldugu gosterilmistir (Shen et al.,2012; Hirota et al., 2007;
Minegishi et al.,1996; Muramatsu et al.,2006). MK’nin aym1 AMH’da oldugu gibi
vitamin D seviyelerinden etkilendigi gosterilmistir (Serinkan ve ark.,2016). MK’ nin
bir immunomodiilatér olan vitamin D eksikliginde belirgin olarak arttif1 saptanmistir

(Serinkan ve ark., 2016).

Agiklanamayan kadin infertilitesi (AKI), normal veya diisik yumurtalik
kapasitesine, saglikli yumurtaliklara sahip olmasina, diizenli adet dongiilerine sahip
bir kadimin teshis edilebilen belirgin bir bozuklugu olmamasina ve 1 sene boyunca
korunmasiz iligkiye girmesine ragmen gebelik basarisinin saglanamamasi olarak
tammlanmaktadir. Bu hastalikta diglama kriterleri 1. PKOS, 2. Konjenital adrenal
hiperplazi, 3. Androjen salgilayan tiimdrler, 4. Cushing sendromu, 5. Erkek kisirhgy,
6. Tubal patolojiler, 7. Anoviilasyon, 8. Hiperprolaktinemi, 9. Hipotalamik adet
gorememe (amenore), 10. Daha dnce gegirilen yumurtalik cerrahisi, 11. Yumurtalik
timorleri, 12. rahmin anatomik bozukluklan, 13. periton i¢i yapisikliklar,
14. Endometriozis ve diger pelvik patolojiler, 15. Tiroid fonksiyon bozuklugu ve
seker hastaligi gibi diger hormonal bozukluklar, 16. Tekrarlanan gebelik kayiplari ve
17. otoimmiin hastaliklar olarak belirlenmistir (Casadei et al.,, 2013). Bir¢ok
caligmada AMH hormonunun seviyeleri normal olarak saptanmus, bazi ¢alismalarda

da dusiik olarak saptanmig ancak gebelik basarisi elde edilmistir (Tafvizi et al., 2016;



Casadei et al., 2013) AMH and AMH reseptér II (AMHRII) gen varyantlarimin
agiklanamayan infertilite vakalarinda normal &strojenik ve normal yumurtlama

asamalarinda etkili oldugu da gosterilmigtir (Rigon et al., 2010).

Saghkli bireylerde daha once yukarida agiklanan biyolojik varyasyon gibi
degigkenlere gore goriilen AMH seviyelerindeki farkliliklar agiklanamayan infertilite
gibi patolojik durumlarin tanimlanmas1 ve buna gére izlenmesinde belirsizlikler
olugturabilmektedir. Bu nedenlerle saglikli bireylerin yanisira bu hastaligin
tanimlanmasinda ve izlenmesinde ulusal ve uluslararasi kabul edilen, kliniklerde
giivenilir olarak kullanlabilecek dogru yumurtalik rezervi belirteglerinin ve onlarin
siir degerleri ile test tekniklerinin belirlenmesi i¢in ek ve/veya yeni belirteclere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu
(ICSI) veya diger adiyla mikroenjeksiyon uygulamalarina giren agiklanamayan
infertilite teshisi konmus hastalarda, yumurtalik kapasitesinin ve yumurta kalitesinin
degerlendirilmesinde yeni bir belirteg olarak serum midkin protein diizeylerinin
kullanilip kullamlamayacagim, kullamilabilir ise simr degerlerini ve AMH seviyeleri
ile baglantis1 olup olmadigim, eger AMH ile baglantisi varsa bu baglantinin

kapsamimi aragtirmakti.



2. GENEL BILGILER

2.1.Yumurtalik Kapasitesi

Bir kadin yaklagik 2 milyon primordial folikiil ile dogar, ancak menars’in
baslangici ile dogal folikiiler atreziye bagh yaklagik 400.000 folikiil geriye kalir. Bir
kadin 30'lu yaslarin ortalarina ulagtifinda, oositin tiikenme hizinin artmaya basladigi
ve 30'u yaglarn sonlarina ulastigi zaman folikiillerin sayisinin yaklasik 25.000'e
kadar diistiigii ve bunun artnus diisiik oranlari ile paralellik gosterdigi goriilmektedir.
“Yumurtalik kapasitesi” terimi geleneksel olarak bir kadinin iireme potansiyelini—
ozellikle kadin sahip oldugu oositlerin sayis1 ve niteligini-tammlamak igin
kullamlmaktadir (Tal et al., 2017). Ancak, yaygmin olarak kullanilan yumurtalik
kapasite belirtegleri oosit miktar1 i¢in giiglii gdstergeler olmakla birlikte bunlar
oositin kalitesi i¢in zayif gostergeler olarak kabul edilir. Bu nedenle, terimin modern
kullamimu oosit kalitesinden ziyade kalan oositlerin miktar1 ile ilgilidir, bu yas icin
hala en iyi belirleyici olmaya devam etmektedir (Tal et al.,2017). Azalmis over
kapasitesi (DOR), yumurtalik uyanmina yaniti ya da dogurganhigi benzer yastaki
kadinlara kiyasla azalmig regl olan iireme yasindaki kadinlardaki durumu
tanmimlamak i¢in kullanilmaktadir. Bu, menopozdan ya da erken over yetmezliginden

farkhidir (Ata ve ark., 2019; Tal et al., 2017).

Yumurtalik kapasitesi yas, genetik ve gevresel degiskenlerden etkilenen
karmagik klinik bir fenomendir. Bir kadimin yumurtalik kapasitesindeki zamanla
diigtisiin geri doniisti yoktur ve kadinlarin primordial folikiilleri kaybettigi oran
sterilitenin baglangic1 ve menopoz gegisin zamanlamas iligkili genis varyasyonlarla
birlikte 6nemli 6lgtide degisebilmektedir (Tal et al., 2017; Ata ve ark., 2019). Bir
bireyin yumurtalik Kkapasitesinin diigiiy oranim1 tahmin etmek zor olsa da,
klinisyenlerden genellikle dogurganlik tedavisi segeneklerinin takibine y®nelik
fertilite potansiyeli ve/veya tavsiyeleri hakkinda bilgi istenir. Gegtigimiz birkag yil
icinde, ozellikle Yardimla Ureme Teknolojisi (YUT) baglaminda over cevabi
tahminine odaklanan yumurtalik kapasitesi testleri iizerinde gok sayida kapsamli
inceleme yapilmistir (Tal et al., 2017).



2.2. Fertilite, Infertilite ve Sterilite

Fertilite, klinik gebelik olusturma kapasitesi ve infertilite de kiginin 12 ay
boyunca diizenli, korunmasiz cinsel iligki stirecinden sonra ya da kisinin kendisinde
ya da esinde ireme kapasitesindeki bir bozukluga bagli olarak klinik gebelik
olusturamamasi ile karakterize bir hastalik olarak tamimlanmaktadir. Diizenli cinsel
iliski, gebeligin olusumu i¢in nemli bir belirleyicidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin en
son tammina gore infertilite fonksiyon bozuklugu olarak kisitlilik yaratan bir
hastaliktir (Vander Borght and Wyns., 2018).

Subfertilite, infertilite ile birlikte kullanilabilecek bir terimdir (Vander Borght
and Wyns., 2018). Aym zamanda gebelik saglamada basarisiz olan ¢iftlerde azalmis
dogurganhigin herhangi bir tipi veya derecesi olarak tanimlanmistir (Vander Borght
and Wyns., 2018). Infertilite tamim kisith bir zaman dilimine dayamrken, sterilite
kalic1 bir infertilite halidir (Vander Borght and Wyns., 2018)

Infertilite primer veya sekonder olarak gruplara ayrilir. Primer infertil disi,
hi¢gbir zaman klinik gebelik teshisi konmamis ve infertilite olarak siniflandirilma
kriterlerini karsilayan bir kadindir. Sekonder kadin infertilitesi, klinik gebelik
yapamayan, ancak daha once klinik gebelik tamsi almig bir kadinlar igin gegerlidir
(Vander Borght and Wyns., 2018).

Diinya ¢apinda 186 milyon insan infertilite sorunu yasamaktadir. Bu durum
daha ¢ok gelismekte olan iilkelerde goziikmektedir. Fertilitenin en gii¢lii negatif
tanimlayic1 faktorii, artan kadin yasi iken , yasam tarzi ve g¢evresel faktorleri de
igeren diger etkenlerin artirici bir rol oynadifi goriilmiistiir (Vander Borght and

Wyns., 2018).

Spontan gebe kalma olasihifim etkileyen ii¢ ana faktor (a) Kadin partnerde
' gebe kalma zamani, (b) Kadin yas1 ve (c) Hastahifa bagl infertilitedir. Zamanla
gozlenen semen diisiisii, endokrin bozucu kimyasallar ve akraba olma durumu gibi
diger faktérler de buna dahil olabilmektedir (Vander Borght and Wyns., 2018).
Hastaliga bagh infertilitede bu gruba erkek-kadin igin  hipogonadotropik
hipoonadizm, hiperprolaktemi, sil fonksiyonu bozukluklar, kistik fibroz, enfeksiyon,
sistemik hastaliklar (Metabolik sendrom, ¢olyak hastalifi, otoimmiin hastaliklar
v.b.), yasam tarzina bagh faktorler/hastaliklar (Cinsel iliskiye girme sikligi, besinde

kisitlama, fazla egzersiz, stress, fazla kilo, sigara kullanimi, alkol ve uyusturucu



kullanimi), kadin i¢in premature ovaryan yetersizlik, PKOS, endometriozis, AKI,
rahim fibroidleri, endometriyal polipler ve erkek igin ise testikiiler yetersizlik

(Pre/post-testikiiler yetersizlik) girmektedir (Vander Borght and Wyns., 2018).

2.3. Yumurtahk Kapasitesi Belirtegleri ve Testleri

Yumurtalik kapasitesi testleri, 1980'lerin sonlarinda YUT’iin yogun ilgi
gérmeye baglamasiyla birlikte, hem siiperoviilasyon ilaglarina karsi cevabir hem de
tedavi ile birlikte hamilelik olasiligin1 6ngdrmek i¢in kullanilmaya baglamigtir (Tal et

al., 2017)..

Bu testler, biyokimyasal bazal ve uyaric testler ile yumurtaliklarin ultrason
goriintiilemesini kapsamaktaydu. Ik test 3. giin FSH testiyken, sonra sirasiyla
klomifen sitrat testi (CCCT), gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) agonisti,
inhibin B (INH B), antral folikiil sayis1 (AFS) ve AMH testleri uygulamaya alindi
(Tal et al.,2017). Bununla birlikte, bu odl¢timlerin ¢gogunun genellikle yumurtalik
kapasitesinin dolayl 6l¢timleri olmasindan (6rn. FSH, CCCT, GnRH agonisti) ya da
adet dongiisii i¢cinde veya adet dongiileri arasinda 6nemli degiskenlik (6rn., FSH)
gostermesinden dolay: diisiik tamisal degeri oldugu goriilmiistiir (Tal et al.,2017).
Uyanic1 testler (CCCT ve GnRH agonisti), 1 saatten daha fazla hastay1 klinikte
tutarak zaman kaybi ile sikinti yaratmasindan ve yiiksek maliyetinden dolay1 hemen
hemen hi¢ kullanilmamaktadir (Tal et al., 2017). Giiniimiizde klinik uygulamada en
sik kullanilan belirteglerin testleri, FSH, AFS ve AMH testleridir 10. Bu testlerin
klinikte kullanimi agagidaki gibidir (Kruszynska et al., 2017).

1. Déngiiniin 3. giiniinde FSH seviyesi 6lgtimii - tek FSH o6l¢timii, dongii igi ve
dongiiler aras1 degiskenlik gostermesi nedeniyle diisiik giivenilirlik ile karakterizedir.
FSH diizeylerinin >10 IU/It olmasinin azalmis yumurtalik kapasitesini gosterdigi

kabul edilmektedir.

2. Dongiintin 3. giiniinde FSH ve 6stradiol (E2) seviyelerinin tayini.

3. Erken folikiiler fazda ¢ap1 2-10 mm olan AFS ultrasonografik tayini.
4. Yumurtalik hacminin Sl¢imii.

Yumurtalik kapasite testlerinin tarama testi olarak kullanilmasinin amaci,
gonadotropin uyarimina zayif yanit verme olasilif1 daha yiiksek olan ve YUT ya da

oviilasyon indiiksiyonu ile gebelik elde etme ihtimalinin daha diisiik oldugu diisiik

10



over rezervi (DOR) ig¢in risk altindaki infertilite hastalarim tammlamaktir
(Tal et al., 2017). Ayni zamanda, bu tiir bir tedaviyi almadan 6nce yasami tehdit eden
iatrojenik bir komplikasyon olan yumurtahk hiperstimiilasyon sendromunu (OHSS)
geligtirme riski en yiiksek olanlan belirleyerek ve etkin olarak énleyerek, oviilasyon
indiiksiyonunu daha giivenli hale getirmeye de katkida bulunmaktadir
(Tal et al., 2017). Ideal yumurtalik kapasite testi uygulanabilir, non-invazif ve hizl
yorumlanabilir olmalidir. Ayrica tekrarlanabilir olmasiyla birlikte adet dongiisii
iginde ve bu dongiiler arasinda en az degiskenligi gostermelidir (Tal et al., 2017).
Buna ek olarak, bu testlerle yumurtalik kapasitesindeki degisiklikler yeterince erken
bir agamada tespit edebilmeli ve zamanl yapilan miidahaleler takip edilebilmeklidir.
Son olarak, validitesi olmalidir yani iyi bir duyarhliga ve Szgiilliige sahip olmalidir
(Tal et al., 2017). Klinik agidan bakildiginda bu 6zellikleri saglayan testler ile yanls
tan1 ve tedaviyi Onlenerek bagarili sonuglar elde edilebilmekte hastanin genel ve
treme saghgmna (fertil birey) hizli olarak kavusmasi saglanabilmektedir (Tal et

al..2017).

Anti-Miillerian hormon, yumurtalik kapasitesi degerlendirmesinde yukarida
belirtilenler arasinda en iyisi ve giiveniliri olarak kabul edilir (Tal et al., 2017).
Azalmig seviyeleri, kadinin diizenli adet dongiisiine sahip olmasina ve FSH ile
ostrodiol 2 (E2) diizeyleri hala normal olmasma ragmen azalan yumurtalik
kapasitesini gdsterebilir. AMH seviyeleri ile yas arasinda ve ayrica AMH seviyeleri

ile antral folikillerin say1s1 arasinda iyi bir korelasyon bulunmustur (Tal et al., 2017).

2.3.1. Anti-Miillerian hormon

Anti-Miillerian hormon diger adiyla Miillerian inhibe edici madde transforme
edici biiylime faktorii beta (TGF-B) siiper familyasina ait bir glikoproteindir, 6zellikle
kii¢iik ve biiyiik preantral ve kiigiik antral folikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan
digilerde tiretilir (Tal et al., 2017). AMH orijinal olarak 1947'de Miillerian
kanallarinin  gerilemesine neden olan bir madde olarak tanimlanmustir. Fotal
farklilagma sirasinda, testis Sertoli hiicreleri, Miillerian kanallarimin gerilemesine ve
erkek fenotipik gelisimin baglamasimna yol agan AMH’y1 gebeligin 7. haftasinda
iiretmeye baglar (Sekil 1) (Tal et al., 2017). Ote yandan embriyojenez sirasinda AMH
ekspresyonunun olmamasi Miillerian kanalinin rahim, fallop tiipleri ve vajinanin iigte
ikisi gibi disi genital organlarina farklilasmasina olanak saglar (Sekil 1)
(Tal et al., 2017).
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(Tal et al., 2017).
Sekil 1. Cinsiyet farklilagmasi.

Anti-Miillerian hormonun 1993 yilinda folikiil sivisinda mevcut oldugu
bildirilmistir, ancak islevi tam olarak anlasilmamistir. Daha sonra, AMH geni eksik
oldugunda hizlandirilmus atrezi gésteren AMH eksikligi olan farelerin galismalarini
takiben, bir yumurtalik kapasite belirteci olarak klinik kullanimi rapor edilmistir (Tal
et al.,2017; Herawati 2019). AMH eksikligi disi farelerde dogurganhg etkilemiyor
gibi gorinmekteydi. Primordial folikiillerin alimi, AMH eksikligi olan farelerin
yumurtaliklarinda erken tiikkenmeye yol agar (Tal et al.,2017). AMH eksikligi disi
farelerde fertiliteyi etkilemiyor gibi goriinse de, primordial folikiillerin artmasi
AMH eksik farelerin yumurtaliklarinda erken tiikkenmeye yol agar (Tal et al.,2017;
Herawati, 2019). Yumurtalik gebeligin 36. haftasinda AMH iiretmeye baslar, geng
kadinlarda biiylime ¢aginda artmaya baglar ve 25 yasinda en iist diizeye ulagir, daha
sonra menapozdan birkag sene dnce tespit edilemeyen seviyelere ulasincaya kadar
kademeli olarak azalir (Sekil 2) (Tal et al.,2017; Kruszynska et al.,2017; Herawati,
2019). AMH, folikiillerin FSH tarafindan se¢ilmesini ve aromataz aktivitesini
engelleyerek primer folikiillerin primordial havuzdan alinmasim &nledigi igin erken

folikiilojenezin 6nde gelen negatif parakrin regiilatorii olarak gérev yapmaktadir (Tal
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et al.,2017; Herawati, 2019). AMH normal erken folikiillojenez sirasinda eksprese
edildiginden 6 mm'ye kadar olan erken folikiiller tarafindan saliur, fizyolojik
seviyelerde bulunan dolasan gonadotropinlerden nispeten bagimsizdir ve bu durum
dongii boyunca herhangi bir zamanda test edilmesine izin verir (Tal et al.,2017;

Herawati, 2019).
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Sekil 2. Folikiil gelisiminin sistematik modeli.

Daha once yapilan birkag ¢alisma, AMH'nin normoovulatuar kadinlarin
adetleri boyunca goreceli olarak stabil oldugunu ileri siirerken, diger caligmalar 1
adet dongiisti iginde onemli dalgalanmalar gosterdigine isaret etmistir (Tal et al.,
2017). Bu konu fazlasiyla tartisihirken kanitlar, AMH diizeylerinde &nemli
dalgalanmalar meydana geldiginde, bunlarin daha geng kadinlar ve yiiksek bazal
AMH seviyeleri olan kadinlar ile simrh oldugunu gosterirken, diisiik yumurtalik
kapasitesitesine ~ sahip  hastalarda  (genellikle yasli  kadinlarda) AMH
dalgalanmalaninin klinik agidan ¢ok az onemli oldufunu gostermistir (Tal et
al.,2017). Ayrica, AMH'deki rastlantisal ve siklik olmayan dalgalanmalar, déngiiniin
sabit bir giiniinde hormon seviyelerini Glgmenin, rastgele degerlendirmeye gére
herhangi bir avantaj saglayamayacagim da gostermektedir (Tal et al., 2017). Baz:
yazarlar, AMH'nin dongiisel salium sirasinda FSH'a folikiiler yanitin
modifikasyonunda rol oynayan fakt6rlerden biri olabilecegini &ne siirmiislerdir (Tal

etal., 2017).

13



T T amm

BASLANGIC . Teka v )
UYARIMI SlkllkF;J;;rarlm Hicres: gr Cypiga sz
| Granulora Hiicresi
AMH -
‘ t 1 t ,
; AMH
— - Gl * . u >3 * 8 A
h, @ .- .
Primordiyal Kiigiik Biiyiik Kiiciik
Folikiil Preantra preantral a ni e Biiyik
Havuzu Antral Preovulatuar

(Tal et al., 2017)

Sekil 3. Overde AMH’nin etkilerinin sistematik gésterimi. T: Testosteron

2.3.1.1.Anti-Miillerian hormonun etki mekanizmasi

Anti-Miillerian hormon geni, 19. kromozomda p13.3 pozisyonunda bulunur.
Kodlanmig preproprotein, biyolojik olarak aktif non-kovalent bir kompleks
olusturmak {izere homodimerize olan ve birlesen N- ve C-terminal bsliinme {irtinleri
tiretmek igin proteolitik olarak islenir. Islenen AMH'nin biyolojik etkilerini,
serin/treonin kinaz aktivitesi olan-tip II (6zgiin reseptdr) ve tip I (genel reseptdr) adli
iki membrana bagh reseptdr araciligiyla gosterir (Wang et al., 2017). Bu reseptorler,
yumurtaliklarda graniiloza hiicreleri ve testislerdeki Sertoli ve Leydig hiicreleri gibi
AMH’nin hedef organlarinda eksprese edilirler (Wang et al., 2017; di Clemente et
al., 2019). AMH tip II reseptoriine baglandiginda treonin kinaz olarak islev goren tip
I reseptoriiniin hiicre i¢i domeni fosforile olur ve sitoplazmik SMAD proteinlerini
aktif hale getirir  (di Clemente et al., 2019). Daha sonra, SMAD proteinleri ¢ok
sayida genin ekspresyonlarimi diizenlemek igin niikleusa dogru giderek yer degistirir
(Wang et al., 2017; di Clemente et al., 2019). AMH ekspresyonu sekli fare.ve insan
yumurtaliklarinda benzer gorinmektedir, bu nedenle, yumurtaliklarda folikiil
havuzunu AMH eksikligi olan farelerden analiz eden galigmalar, folikiilojenezde
AMH'nin roliine dair bilgi saglar (Wang et al., 2017). AMH eksikligi olan farelerde
primordiyal folikiiller daha hzli bir oranda atilir ve bu da erken yasta folikiil
havuzunun erken tiikenmesine neden olur (Wang et al., 2017). Bu bulgu AMH'nin,
KIT ligand1 ve bFGF gibi salimm igin gerekli olan uyarici biiyiime faktorlerini

kisitlayarak folikiillerin baslangigtaki salimmini ve bilyiimesini engelledigini
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kamtlamaktadir (Wang et al, 2017). Bu, AMH ile Kkiiltire edilen fare
yumurtaliklarinin  biiyliyen folikiil sayilarinda % 40-% 501k bir azalma ile
sonuclanmasi ile daha gii¢lii bir sekilde kanmitlanmistir (Wang et al., 2017). AMH,
primordial folikiillerin FSH duyarhiligin1 azaltir ve graniiloza hiicre aromatazim
engeller, bu da folikilin dongiide salinamamasina wve Ostrojen biyosentezi

yapamamasi ile sonuglanir (Wang et al., 2017).

Tam AMH Kesilmis AMH
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!

acilmasi

P

(di Clemente et al., 2019)
Sekil 4. AMH etki mekanizmasinin gematik gosterimi.

Tam uzunluktaki AMH'nin kesilmesi, AMH kovalent olmayan kompleksin
AMRHII'ye baglanmasina izin veren C-terminali domeninde konformasyonel bir
degisiklik ile sonuglamir. On bolgenin aynlmasindan sonra, tip 1 reseptorii
kompleksin igine alimr ve tip II reseptor kinaz tarafindan fosforile edilir. Aktive
edilmis tip I reseptorii daha sonra Smad 4 ile iligkili olan Smad 1/5/8'i fosforile eder,
¢ekirdege gider ve AMH'ye cevap veren genleri diizenler. C-terminali AMH

dimerindeki tip I ve II reseptor baglama bolgeleri, ya I ya da II ile gosterilir.

2.3.1.2. Duyarhlik ve ozgiilliik

Tiim yumurtalik kapasite testleri arasinda AMH testleri, en erken sonug veren
ve en hassas test olarak kabul edilir (Tal et al., 2017). Primordiyal folikiil havuzu ile
fazlastyla iliskilidir, kronolojik yasla ters bir korelasyona sahiptir 35, 36, YUT’de
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yumurtalik yamtim giivenilir bir sekilde tahmin eder ve menopoz baslangicimin
zamanlamasim 6ngorebilir (Tal et al., 2017). Gonadotropinlerle kontrollii ovaryan
stimillasyon uygulanan kadinlarda yapilan ¢aligmalarin sistematik olarak tekrar
degerlendirilmesinde, diisik AMH cut-off noktalarmin (0.1-1.66 ng/mL) zayif
yumurtalik yanit1 cevabinin dngoriilmesinde % 44-97 arasinda degisen duyarlihiga ve
% 41-100 arasinda degisen ozgiilliiklere sahip oldugu bulunmustur (Tal et al., 2017).
28 ¢alismay1 igeren bir meta-analizde, AMH’nin zayif yumurtalik yamiti i¢in iyi bir
Onglirli, tanisal yetenege sahip oldufu egri altinda kalan alan (Area Under the
Curve=AUC) degeri 0.78 ile gosterilmistir (Tal et al., 2017). Buna ek olarak,
AMHnim % 3.9-5.0 ng/mL cut-off degerleri kullanildiginda % 53-90.5 arasinda
degisen duyarlhilik ve % 70-94.9 arasinda degisen 6zgiilliiklerle birlikte gonadotropin
uyarimi ile yumurtalik hiperstimiilasyonunu tahmin etmede ¢ok 6nemli bir yaran
vardir (Tal et al., 2017). Ancak, YUT'deki stimiilasyona kars: verilen yumurtalik
yanitla giiclii korelasyonuna ragmen AMH, <0.1-1.66 ng/mL arasinda degisen cut-
off degerleri kullanildifinda % 19-66 arasinda duyarlilik ve % 55-89 arasi 6zgiilliik

ile gebe kalamama durumunun zayif bir gostergesidir (Tal et al., 2017).

Yardimer Ureme Teknolojisi Dernegi veritabaminda bulunan 6nceki
¢alismalardan biri, gok diisik AMH (<0.16 ng/mL) seviyelerine sahip olan kadinlar
% 54 dongii iptal oranina sahipken, dongii basina genel canli dogum oraninin % 9.5
oldugunu gostermistir, bu da infertilite tedavisinin yalmizca tespit edilemeyen AMH
seviyeleri temeline dayandirilamayacad: goriistinii destekler niteliktedir (Tal et al.,
2017). Benzer sekilde, AMH, YUT’ii takiben hamileligin ve hamileligin zayif bir
gostergesidir. Daha &nce yapilan 2 meta-analiz sonucu AMH i¢in AUC degerini
klinik hamilelik ve canli dogum i¢in sirasiyla 0.63 ve 0.61 olarak bulmustur (Tal et
al.,2017). Klinik gebelik tamsi icin AMH duyarhilik ve dzgiilliik simrlan sirasiyla
1.0-3.22 ng / mL arasinda olan cut-off degerleri ile birlikte %6 34.4-86.2 ve % 26-78.5‘
arasindaydi (Tal et al., 2017). Buna ek olarak AMH degerlerinin ge¢miginde 1 veya
2 kayip bulunan dogurgan kadinlarin grubunda herhangi bir yardim olmaksizin gebe
kalma agamalarindaki dogurganlikla bir baglantis1 olmadig: gésterildi (Tal et al.,
2017). Bu veriler, AMH’ 1n oosit miktarimn iyi bir bir gostergesi olmakla birlikte

oosit kalitesini gostermemektedir (Tal et al., 2017).
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2.3.1.3.Kasitlamalar

Anti-Miillerian hormon testinin ana kisitlamalari, analiz degiskenligi ve
standartlagtinnlmis uluslararas: tahlil eksikligiyle ilgilidir. 2010'dan 6nce 2 farkli test
kullanildi: Avrupa ve ABD testleri farkli antikorlarla bagimsiz olarak gelistirildi ve
farkli birimler kullamlarak bunlar hakkinda ¢ok farkl: sonuglar bildirildi (Tal et al.,
2017). Bu sorunun, aym sirket tarafindan hem enzim baglantili immiinosorbent
analizlerinin (ELIZA) tiretimi hem de en iyi 6zellikleri bir araya getiren yeni bir test
(Gen II, Beckman Coulter Inc, Brea, CA) gelistirilmesi ile ¢oziildiigii diisiiniilmiistiir
47. Ancak, Gen II testi ile alakal1 gesitli ¢aligmalarda laboratuvarlarin sonuglarinda
birbirleri arasinda ve test igi/testler arasinda 6rnek stabilitesinde ve depolanmasi
konularinda farkliliklar oldugu gosterilmistir (Tal et al., 2017). Otomatize AMH test
platformlari, mevcut enzime bagh immiinosorbent analiz tabanl deneylere gére daha
yiiksek hassasiyet (4 kat), daha hizli geri doniis siiresi (6 saate karsi 18 dakika) ve
daha yliksek duyarlilik (10 kat) sunmaktadir (Tal et al., 2017; Grynerrup et al.,
2019). Bu yeni platformlar Amerika Birlesik Devletleri diginda Avrupa ve Asya'da
aktif olarak kullamlmaktadir. Son zamanlarda, boyle bir otomatik platform,
yumurtalik kapasitesini belirlemek i¢in Gida ve Ilag Bakanhgi izni almistir (Tal et
al., 2017).

2.3.1.4. Yasa ozel Anti-Miillerian hormon degerleri

Yasa ozgli AMH degerleri cesitli calismalarla belirlenmistir ve fertilite
klinigine bagvuran kadinlarin popiilasyonu igin bilgilendirici niteliktedir (Tal et
al.,2017) Dolayisiyla, referans degerler yaslara uygun olup, yastan bagimsiz olarak
genel bir kadin popiilasyonu igin belirlenmemistir. Bu degerler, yumurtalik kapasitesi
i¢in bir Z skoruna (yas eslestirilmis bir grupla kiyaslandiginda) benzer olabilir. Genel
bir kilavuz olarak, 5 yillik yas araliklarinda yasa gére serum AMH degerlerinin alt
sinir1 yaklagik olarak 45 yil igin 0.5 ng / mL, 40 yil ig¢in 1 ng / mL, 1.5 ng / mL
olmasi i¢in 35 yil, 30 yi1l igin 2.5 ng / mL ve 25 yil igin 3.0 ng / mL olarak
belirlenmistir. En yaygin kullanilan AMH testi olan Gen II'nin son tekrarlari bu
kilavuzlara kiyasla yaklasik % 30-40 daha yiiksek ortalama degerler bildirdiginden,
bu kilavuzlardaki AMH degerlerinin, koruyucu tahminler olmasi muhtemeldir.
Dolayisiyla, uygulamada eger 35 yasinda bir kadin 1 ng/mL. AMH degerine sahipse,
bunun yagina gore en az 1.5 ng/mL AMH degerine sahip olmasi beklenir. 1 ng/mL
AMH seviyeleri, 40 yasindaki bir kadindan beklenilen bir sonugtur (Tal et al., 2017).
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Bir hastanin ge¢misinin geri kalan1 baglaminda daha diislik gézlemlenen bu deger
(Omegin, sigara iilmesi veya annesinin menopozunun erken baglamasi), gelecekte 1
¢ocuktan olusan gebe kalma beklentisine bagh olarak, dogurganlik tedavisine daha
hizli bir yaklagim getirmeye isaret edebilir (Tal et al., 2017 ) .

2.3.1.5. Anti-Miillerian hormon sonuglarini etkileyen faktorler

Bir hastanin AMH test sonuglarim yorumlarken, klinisyenin yumurtalik
kapasitesinin yanlis degerlendirilmesinden kaginmak i¢in olasi tiim etki faktdrlerinin
etkilerini dikkate almas1 6nemlidir. AMH diizeylerini etkileyen bazi biyolojik, iireme
ve gevresel/yasam stili faktorleri bulunmaktadir (Tablo 1). Omegin, PKOS artmis
AMH seviyeleri ile iliskiliyken, dogum kontrol haplar1 veya GnRH agonist
uygulamasiyla ilgili yumurtalik baskilanmast AMH seviyelerini azaltabilir ancak bu
gebeligi onleyici haplarin kullanimina devam edilmediginde AMH seviyeleri
genellikle 3-4 ay iginde baslangi¢ seviyesine doner (Tal et al., 2017). Cevresel/yasam
stili faktorleri arasinda sigara kullanimu, diigiikk D vitamini diizeyleri ve obezite daha
diisik AMH diizeyleri ile iliskili bulunmustur, ancak obezitenin etkisine dair

caligmalar birbirleri ile tutarsizlik gostermektedir (Tal et al., 2017).

Tablo 1. AMH’ya etki eden faktorler

AMH, Anti-Miillerian hormon; BRCA-1, Meme kanseri geni-1; FMRI, Frajil X
zeka geriligi 1; GnRH, Gonadotropin salgilatici-hormon; OKH'ler, Oral kontraseptif haplar;
SLE, Sistemik lupus eritematozus; BKI, Beden Kitle Indeksi.

Potansiyel Faktor AMH’ya Etkisi

Biyolojik Ozellikler

Irk ve etnik kiken Beyazlarda Zenci, Cin ve Latinler’den daha yiiksek

Sistemik Hastahk
(Ornegin, Crohn's, SLE)

Azalma

BRCAL tasiyicis Azalma

FMRI1 premutasyonu Azalma
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Ureme Faktorleri

Yumurtahk baskilama (OKH'ler,

GnRH agonistleri) Sl
PKOS Artma
Giincel gebelik A zalma
Benzerlik Artma
Yumurtahk cerrahisi gegmisi A zalma
Endometriozis Azalma
Graniiloza hiicre tiimori Artma

Cevre/Yasam Stili

BKI (obezite) Tutarsiz sonuglar-Azalma veya degisiklik yok.
Sosyo-ekonomik durum Etki yok
Gecmiste Sigara icme durumu Etki yok
Simdiki Sigara igme durumu Azalma
Kemoterapi Azalma
Diigiik D vitamini seviyesi Azalma
Alkol kullanim Etki yok
Fiziksel egzersiz Etki yok

(Tal et al., 2017).
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2.4. Kadn Infertilitesini Etkileyen Faktérler
2.4.1.Prematiire ovaryan yetmezlik

Prematiire ovaryan yetmezlik (POY) kadimnlarin yaklasik % 1'inde goriiliir. Iki
ayn durumda &lgiilen artmig serum FSH’1 varhiginda, 40 yas alt1 menstriiel sikluslarin
kesilmesi olarak tamimlanir. Buna neden olarak genetik. ¢evresel ve enfeksiyoz
(Orn., Kabakulak enfeksiyonu sonrasi) faktorler, otoimmiin durumlar, metabolik

bozukluklar (Galaktozamin tarafindan biyokimyasal hasara bagh olarak) ve kanser

tedavisi veya ameliyat1 sonrasinda goriilen bozukluklar sayilabilir. Bununla birlikte,
vakalarin biiylik bir cogunlugunda hastaligin kaynag: belirsiz olarak kalir (Vander
Borght et al., 2018).

Muhtemelen POY'nin en yaygin genetik sebebi Turner sendromu’dur.
POI'nin bir diger yaygin genetik sebebi, frajil X mental retardasyon
premutasyonudur. Tam mutasyon (> 200 CGG tekrar1) mental retardasyon ve otizme
neden olurken, 55 ila 200 triplet tekrarmin varligi prematiire over yetmezligi ile

sonuglanmaktadir (Vander Borght et al., 2018).

2.4.2. Polikistik over sendromu

Heterojen bir durum olan PKOS, kadinlarda en sik goriillen endokrin
bozukluktur ve kadin popiilasyonunun % 5-10'unu etkilemektedir (Vander Borght et
al., 2018). Oviilasyon bozuklugunun yani sira ve IVF bagar:1 oranlar ile kamitlandig:
gibi, PKOS varliginda embriyonik implantasyon potansiyeli azalir (Vander Borght et
al., 2018).

Polikistik over sendromunun, Rotterdam kriterlerine gére klasik olarak
tanimlanmasinda, asagidaki {i¢ kriterin ikisinden olusan bir sendrom oldugu
belirtilmektedir: Nadiren veya hi¢ olmayan oviilasyon, yumurtaliklarin ultrasonografi

ile morfolojik bir tanimive hiperandrojenizm (Vander Borght et al., 2018).

Polikistik over sendromunlu kadinlarda, hem artan kiigiik antral folikiillerin
sayisina hem de graniiloza hiicrelerinin igsel ozelliklerinin artmasina bagli olarak
anoviilasyona neden olabilecek sekilde AMH seviyeleri belirgin olarak artmistir

(Vander Borght et al., 2018).

Obezite, PKOS ile iligkili olarak daha siddetli metabolik ve oviilatuvar

disfonksiyon ile iligkilendirilmistir ve kilo kaybiin ovulasyonu diizeltip
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hiperandrojenizmi azalttifi bulunmugtur (Vander Borght et al., 2018). Buna ek
olarak, fenotiplerdeki irk/etnik cesitlilik, daha ileri olarak yasam stili ve kiiltiirel
faktorlerin PKOS'un metabolik sonuglarinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir

(Vander Borght et al., 2018).

Disiik sosyoekonomik durumun, metabolik disfonksiyonla karakterize
PKOS fenotipleriyle daha yakindan iligkili olduguna ve obez kadinlar arasinda
sosyoekonomik durum-PKOS iligkisinin daha belirgin olduguna dair baz1 kamtlar

bulunmustur (Vander Borght et al., 2018).

2.4.3. Endometriozis

Endometriozis, infertilite ile iligkili patolojik pelvik inflamatuar bir siirectir.
Endometriozis ile iligkili infertilitede yer alan mekanizmalar, adezyon ve fibrozise
bagh anotomik bozukluklardan endokrin anormalliklerine ve immiinolojik
bozukluklara kadar birgok siireci genis olarak kapsamaktadir (Vander Borght et al.,
2018). In vitro fertilizasyon (IVF) basar1 oranlan ile kanitlandigi gibi, embriyonik
implantasyon potansiyeli endometriozis varliginda azalmaktadir (Vander Borght et
al., 2018).

Ureme ¢agindaki kadinlarda endometriozisin gergek prevalansi belirsizligini
korumaktadir. Popiilasyon bazli caligmalarda tahmin edilen genel endometriozis
prevalans1 % 0.8 ile % 6 arasinda degismektedir. Bununla birlikte, subfertil
kadinlarda prevalansin % 20'den % 50'ye kadar degistigi, zaman araliklarindaki
anlamli varyasyonlarla ve hastalarin yaslariyla birlikte daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Baz1 ¢aligmalar ancak tiim ¢alismalar degil, Asyali kadinlar arasinda

daha yiiksek endometriozis prevalansi bulmustur (Vander Borght et al., 2018).

2.4.4.Rahim fibroidleri

Leiomyomlar kadin iireme sisteminde en sik goriilen iyi huylu timérlerdir.
Infertilite {izerindeki rolii hala tartismali olsa da, bugiine kadar elde edilen kamtlar
anatomik lokasyonun {ireme sonuglar ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir
(Vander Borght et al, 2018). Leiomiyomlarin fertiliteyi nasil etkileyebilecegi
konusunda, endometriyal kavitenin anatomik distorsiyonu, anormal rahim
kontraktilitesi, endometriumda azalmis kan akimi ve degismis endometriyal

reseptivite gibi bir¢ok olas1 mekanizma bildirilmistir (Vander Borght et al., 2018).
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Rahim fibroidleri, zenci kadinlarda daha yaygindir ve zenci kadinlarda daha
biyiik ve daha fazla sayida miyom bulunabilir (Vander Borght et al., 2018).

2.4.5. Endometriyal polipler

Azalmis embriyonik implantasyon potansiyeli ve erken gebelik kaybi,
endometriyal poliplerin varhginda rapor edilmistir (Vander Borght et al., 2018).
Bunlar, cerrahi polipektomiyi takiben diizeylerinin artigi gosterilen implantasyon
belirtegleri olan insiilin benzeri biiytime faktorii baglayici protein 1 (IGFBP-1),
timdr nekroz edici faktér alfa (TNF-a) ve osteopontinin orta salg

konsantrasyonlarinin azalmasi ile iligkili bulunmustur (Vander Borght et al., 2018).

2.4.6. Aciklanamayan kadin infertilitesi

Agiklanamayan kadin infertilitesi, kadin infertilitesinin % 40’1
olusturmaktadir ve genel infertilitenin % 25-30’unu olugturmaktadir (Nardo, 2015;
Galliano, 2015; Dickey, 2015). Kullanilan segim kriterlerine baglhi olarak farkh
bulgular  elde edilebilir (Nardo, 2015; Galliano, 2015; Dickey, 2015). Bu
calismalann temel kisitlamalan, retrospektif tasarimlarindaki farkliliklarindan
kaynaklanmaktadir (Nardo, 2015; Galliano, 2015; Dickey, 2015). Yapilan bir
¢alismada 35 yas alti kadinlardaki AKI prevalanst % 21 bulunurken 35 yas istii
kadinlarda bu % 5 artarak % 26 olarak belirlenmistir (Nardo, 2015; Galliano, 2015;
Dickey, 2015).

Agiklanamayan kadm infertilitesi terimi kadin tireme sistemi kabul edilmis
stardart prosediirler (Ayrintih geemis ve klinik inceleme, yumurtalik islevi
degerlendirmesi, yumurtahk kapasitesinin  Olglimii, rahim anatomisinde
anormalliklerin ~ degerlendirilmesi, tubal agikhigin incelenenmesi, peritoneal
faktorlerin  degerlendirilmesi) uygulanarak incelenip higbir anormallik
saptanamamasina ragmen azalms veya kaybolmus dogurganlik kapasitesi ve canh
dogumun elde edilememe durumu igin kullanilmaktadir. Bu durumda erkekde de
herhangi bir patolojik durum ggriilmemektedir (Nardo, 2015; Galliano, 2015;
Dickey, 2015).

Bu tamimda tiim uygun testler uygulandiktan sonra bu sonuca varildig
vurgulanmaktadir. Tubal agiklik gibi baz1 testlerin degerlendirilmesi/yorumlanmas:

uzmana bagl degiskenlik gostermektedir. Birgok tanisal testin duyarliligi [Ornegin
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sabit inflizyon ultrasound (Hycosy) ve Histerosalpingografi] %100’e ulasamaz ve
AKI’nin tamst Kkisinin performansina ve/veya uzmanin yorumlamasina bagh olabilir.
Bu noktada, uzmanin deneyimi ve diisiinceleri olduk¢a énemlidir. Endometriozis,
Adenomiyozis, Dogustan rahim anormallikleri, Myomlar (Fibroidler), Azalmisg
yumurtalik kapasitesi ve artan kadin yasi, Immunolojik faktorler, Tubal Faktérler,
Servikal Faktorler, Besin ve yasam tarzi sebepleri gibi potansiyel infertiliteye neden
olan unsurlar AKI tanis1 olarak da degerlendirilebilmektedir (Nardo, 2015; Galliano,
2015; Dickey, 2015). Ornegin endometriozis goriinebilir, goriinmeyebilir veya
mikroskobik olabilir. Bu durumda laporoskopi yapilsa bile hastaligin tanmimlanmasi
uygulayiciya baghdir (Nardo 2015; Galliano, 2015; Dickey, 2015). Buna ek olarak,
bir¢ok deneyimli cerrahin bile farkedemeyecegi makroskobik olarak goriilemeyecek
hastalik bulunabilir (Nardo, 2015; Galliano, 2015; Dickey 2015). Diger bir 6rnek
tubal faktor igin verilebilir. Tubal agiklik, standart test olarak kabul edilse bile tubal
islevi kontrol etmek zordur ve oviilasyon sirasinda yumurtaliktan yumurtalarin
azalmis geri kazamlmasinda veya bozuk yumurta/sperm tasinmasinda etkili olabilir

(Nardo, 2015; Galliano, 2015; Dickey, 2015).

Agiklanamayan kadin infertilitesinin mekanizmasina dair son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda, alfa-v-Beta 3 integrin seviyelerinin, AKI vakalarinda
endometriumda  saghikh bireylere oranla 6nemli &lgiide daha diisiik oldugu
bulunmus, bu da insan endometriyumunda Alfa-v-Beta 3 integrininin diigiik
ekspresyonunun bozuk rahim i¢ kilifinin embriyo tutma kapasitesi (bozuk rahim
reseptivitesi) ile iligkili olabilecegi ve bunun kadin niifusunda infertilitenin
tammlanmamg bir nedeni olarak rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Nardo,
2015; Galliano, 2015; Dickey, 2015).

Bir bagka calismada, graniiloza hiicrelerinde daha diisik FOXO3 mRNA
ekspresyonunun, IVF-embriyo transferi i¢in kontrollii yumurtalik uyarimi uygulanan
agiklanamayan infertilitesi olan hastalarda zayif oosit gelisimine yol agtif
saptanmigtir (Yamamato et al.,2017). Baska bir ¢alismada, stromal hiicrelerde
ostrojen reseptérlerinin (ER) pozitifligi ve AKI grubunda, hem epitel hem de stromal
hiicrelerde  progesteron reseptorlerinin pozitifligi kontrol grubuna gére anlamh
olarak diigiiktii (Dixit et al.,2018). AKI'li olan kadinlarin saghikli kadinlara kiyasla
daha yiiksek TSH seviyelerine sahip oldugu da ¢aligmalarda gsterilmistir (Orouji et
al., 2018). Maxia et al. (2018) yaptign galismada TNF-a, glikodelin (GLY), toplam
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oksidatif durum (TOS) ve Kompleman Aktivite Toksik Faktorii (KATF)
immunolojik belirteglerle yapilan ¢alismalarda bu faktorlerle ilgili pozitiflik
saptanmasiyla birlikte en yiiksek pozitiflik oram % 47.7 ile KATF’de saptanmistir
(Maxia et al.,2018). Bu vakalarda azalmig yumurtalik yaniti, yiiksek FSH seviyeleri
veya diisilk AMH seviyeleri gorilmiistiir (Maxia et al.,2018).

Buna kargin, titizlikle tanimlanmis AKI’ye sahip olan hastalarda AMH
diizeylerinin ve antral folikiil sayilarinin toplum kontrollerine gére azalmadigim

gosteren ¢aligmalarda bulunmaktadir (Yamanato et al., 201 7).

2.5. Midkin
2.5.1. Midkin geni

Insan MK geni (MDK) kromozom 11 iizerinde p11.2'de bulunur (Muramatsu,
2002) ve diagilgliserol kinaz { geni ve muskarinik kolinerjik reseptdr 4 geni
tarafindan kusatilmistir (Muramatsu, 2002). MDK, 4 kodlama yapan eksona sahiptir
(Sekil 5). Transkripsiyon baglama bolgesindeki farkliliklara ve farkhi eklemelere
bagh olarak MK mRNA'sinin 7 izoformu bulunmaktadir. izoformlarin 5’ uglarinda 5
tane farkli kodlama yapmayan dizi bulunmaktadir (Sekil 5). 2 izoform, bir kodlama
ekzonunu atlayarak ve kesik MK olusturularak iiretilir. 2. Kodlama ekzonu olmayan
mRNA'dan iiretilen kesik MK, belirgin olarak tiimére &zgiidiir ve klinikte tami
asamasinda kullanilabilir (Muramatsu, 2010) (Sekil 5).

MOK Tprt 2

PTN

(Muramatsu, 2002).
Sekil 5. MK ve PTN genlerinin yapisi.
RARE: Retinoik asit cevap elementi; WT1: WT1 protein baglanti yeri, <:Ekzon.
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Midkin geninin promotdr bolgesinde, retinoik asit reseptdrii (Muramatsu
2002) ve Wilm’s tiim&r siipresor geninin iirlinii igin fonksiyonel baglanma yerleri
vardir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013). Bu bdlgeler, sirasiyla retinoik asit ile uyarilmis MK ekspresyonu
ve Wilm’s tiimor hiicrelerinde MK'nin {istayarlanimi (artirarak diizenleme, up-
regulasyon) i¢in 6nemli sayilirlar. Promoter bolgesinde ayrica hipoksi ile diizenlenen
element (HRE) bulunmaktadir (Sekil 5). Bu elementin iskemide MK'nin
uyarllmasinda ve g¢esitli tlimorlerde artmis MK ekspresyonunda rolii bulunabilir
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013). Niikleer Faktor-kappa B (NF-xB) i¢in promoterdaki baglanma
bolgesi, inflamasyonda ve tiimorijenezde goérev alabilir  (Muramatsu, 2002;

Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Glukokortikoid reseptorii MK ekspresyonunun altayarlammda (azaltarak
diizenleme, down-regiilasyon) rol oynar (Kaplan et al., 2003). Glukokortikoid
reseptorii eksik olan farelerde, akcigerde MK'nin gii¢lii ekspresyonu neonatal
dénemde devam eder. Daha kapsamli galismalar, glukokortikoidlerin gergekten de
fotal akciger hiicrelerinde MK ekspresyonunun alt-ayarlanmimda rolii oldugunu ortaya
koymustur (Kaplan et al., 2003). Glukokortikoidlerin bu iglevi, giiglii anti-
inflamatuar bilesikler olduklari ve MK enflamasyonda yer aldig1 igin ilging olarak
goriilmektedir, buna gore MK geni bir glukokortikoid hedefi olarak gériilmektedir.
Tek niikleotid polimorfizmlerinde (SNP) introndaki bir varyantin, kolorektal
karsinom riskinde yaklagik bes kat artig ile iligkili oldugu gosterilmistir (Ahmed et
al., 2002).

Pleiotrofin ailesinin diger bir iiyesi olan insan PTN geni ¢ok biiyiiktiir ve
MDK ile baglantis1 olmayan kromozomda 7q33’de ayn bir yerde bulunur. Ancak
kodlayan eksonlarin sayisi, MDK ile paylasilan intron/ekson sm1r1£r1 etrafindaki
diziler ve PTN'yi kusatan gen aileleri, her iki genin ortak bir atadan geldigi goriigiiyle
tutarlidir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013).

2.5.2.Midkin proteini

Midkin, hem temel amino asitler hem de sistein agisindan zengindir. Insan

midkini, sinyal dizisi ayrildiktan sonra molekiiler kiitlesi 13 kDa olan 121 amino
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asitten olusur (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu;
2014; Kodamatsu, 2013). N-terminalindeki iki amino asit (valin-alanin veya diger
amino asitler) ile uzatilmis izoform, sinyal dizisinin ayrilmasindaki farklihktan
dolayr farkli tiirlerden hazirlanan MK preparasyonlarinda yer almaktadir
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013) (Sekil 6).

Disillfid baglar, N-terminaline daha yakin olarak konumlandirlmis N-
domeni (Amino asitler 15-52) ve C-terminaline daha yakin olarak konumlandirlms
C-domeni (Amino asitler 62-104) olusturur (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;
Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013) (Sekil 6). N-domeni li¢
distilfid kopriisiiyle tutulurken, C-domeni iki disiilfid kopriisiiyle tutulur. Buna ek
olarak, N-terminal bélgesinde (Amino asitler 1-14) ve C-terminal bolgesinde (Amino
asitler 105-121), swrasiyla N-kuyrugu ve C-kuyrugu olarak adlandinlan kisa
kuyruklar vardir . Bir mentese/eklem (Amino asitler 53-61) N-domeni ile C-
domenini birlestirir (Sekil 6) (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Midkin ve PTN arasinda yaklasik % 50 sekans &zdesligi bulunmaktadir,
sistein ve triptofan kalintilan insan MK ve PTN arasinda korunmustur, MK ve
PTN’nin omurgahlarm tiim tiirlerinde simdiye kadar yapilan aragtirmalarda
bulundugu goriilmiigtir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and

Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Insan MK'nin ii¢ boyutlu yapisi NMR spektroskopisi ile incelenmistir
(Iwasaki et al., 1997). Biitiin molekiiliin spektrumunun analizi, iki domenin arasinda
higbir 6zgiil etkilesim tespit edilmediginden dolay1 bunlarin birbirinden nispeten
bagimsiz oldugunu gésterdi. Buna ek olarak, iki kuyrugunda kararli yapilari olmadig
gosterilmigtir. Daha sonar, N-domeninin ve C-domeninin yapisi, N-terminali yar
molekiilii ve kesilmis C-terminali yar1 molekiilii kullamlarak aydinlatilmigtir
(Iwasaki et al., 1997). Yarim molekiil kuyruktan, domen ve mentese/eklemin bir
pargasindan olugmaktadir (Sekil 6). Hem N-hem de C-domenleri, temel olarak ii¢
antiparale B-tabakadan olugur. C-domeninin yapisi, N-domeninden daha karmasiktir.

Ozellikle, C-domeninin ortasinda (Amino asitler 86-93) bir esnek ilmek vardir ve bu
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domende bir cep yaratilir (Sekil 6) (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu
and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

N-Domeni C-Domeni

(Muramatsu, 2002).

Sekil 6. MK domenlerinin yapisal organizasyonunun ii¢ boyutlu gosterimi.
C-domeninde bulunan kiime 1 ve kiime 2, heparin baglanma bdlgeleridir. Cys: Sistein

kalintisi.

Midkinin her iki domeninin ve PTN'nin ilgili domenlerinin trombospondin-1,
F-spondin ve malarya (sitma) parazitlerinde bulunan sirkumsporozoit protein de
dahil olmak {izere bir¢ok diger proteinlerde yer alan trombospondin tip-1 tekrarlan
ile zayif homolojiye sahiptir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013). Trombospondin tip-1 tekrarlar, genellikle tig
disiilfid kopriisiiyle tutulan ti¢ antiparalel B-tabakadan olusur (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013). Bu konuda,
MK ve PTN’nin N-domenleri iki disiilfid kopriisiiniin tuttugu C-alanlan ile
kargilagtirildiginda trombospondin tip-1 tekrarlari ile daha yakindan iliskilidir.
Ayrica MK ve PTN'nin domenleri, 6zellikle N domenleri kesilir. Sonug olarak, MK
ve PTN'nin domenleri sistein tarafindan sandvig gibi gevrelenen tekrarlanan triptofan
ve arjinin diizenlemelerine sahip ve trombospondin tekrarlarinin kararlihigini katkida
bulunan CWR-tabakali yap1 adiyla bilinen trombospondin tekrarlarinin merkez
yapisini icermez (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013). Trombospondin tip-1 tekrarlarinin ilk B-tabakalarinda yer

alan iki triptofan kalintisi, insan MK ve PTN'sinin N-domenin de bulunur. Bununla
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birlikte, insan MK'sindaki W20, farkli tiirlerin MK'sinda korunmaz (Muramatsu,
2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014 ; Kodamatsu, 2013). Buna
ek olarak, MK ve PTN'nin C domeninde sadece bu tiir bir triptofan kalintisi
bulunmaktadir. MK ve PTN domenleri sadece trombospondin tip-1 tekrarlariyla
uzaktan iligkilidir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu;
2014; Kodamatsu, 2013).

Evrimsel kokenine bakildiginda, N-ve C-domenlerinin yapisal benzerligi gz
Ontine alindiginda, MK ve PTN igin ortak bir primordial molekiiliin, primordial
domeni kodlayan bir primordial genin intrakromozom duplikasyonu sonucu ortaya
¢itkmas1 ve daha sonra iki proteinin, MK ve PTN, bir kromozom béliimiintin
duplikasyonu sonucu ortaya ¢ikmas: akla yakin agiklamalardir (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).
Homolojiden trombospondin tip-1 tekrarlarina kadar, N-ve C-domenlerinin,
trombospondin tekrarlariyla iligkili primordial domenden bagimsiz olarak
evrimlestigi  diigiiniilebilirken, Drosophila miplelarin varliginin  C-domeninin
primordial domen ile daha fazla ilgili oldugu goriisiiyle tutarli oldugu gériilmiistiir
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013).

Iki domen arasinda MK ’nin C-domeninin, nérit destekleyici aktivite gibi MK
islevlerinde daha Onemli roller oynadign saptanmus, bu aktivitenin MK’nin C-
terminali yanim molekiiliinde ¢ok fazla, daha az olarak da C-domeninde oldugu
gosterilmistir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu;
2014; Kodamatsu, 2013). Buna ek olarak, bir MK reseptorii olan reseptor proteini
tirozin fosfataz zeta (PTP(), C-terminali yarim molekiiline baglanir, ancak
N-terminali yarim molekiiliine baglanmaz. Insan MK'sinin C-domeninde iki heparin
baglama bolgesi bulunur. B-tabakalarinda bulunan bdlgelerden Kiime 1 (K79, R81,
K102) farkl: tiirlerin MK'lerinde ve aymt zamanda PTN'de korunmustur. Kiime 2
(K86, K87, R89) adi1 verilen esnek ilmekteki diger bir bdlge yalmzca kismen
korunmustur. Bununla birlikte, kiime 2'de sadece iki temel amino aside sahip olan
zebra balifi Mdkb'ninde, kiime hala heparin baglayici bir bélge olarak islev
gormektedir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013). Kiime 1 sadece heparin baglanmasi i¢in degil aym

zamanda MK fonksiyonunda da o6nemli olarak gériinmektedir, bunun nedeni
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kiime 1'deki bir mutasyonun, nérit-destekleyici aktiviteyi ve PTP{ 'ye baglanmayi
azaltugimin saptanmasidir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and

Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

N-domeni, C-domeninden farkli islevlere sahiptir. Ilk olarak, Mdkb'nin
N-domeninde bagka bir heparin baglama bélgesi tanimlanmistir (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013). Yeni
baglanma bolgesinin kilit kalintisi, insan MK'sinda R35'e karsilik gelen R36'dir
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013). Ikincisi, insan MK'sinda R45/R47'ye karsilik gelen Mdkb'deki
K46/K48, blastokist asamasinda embriyolara yapilan Mdkb enjeksiyonu ile ziirafa
balig1 embriyojenezinin siirdiiriilebilmesi igin gereklidir (Muramatsu, 2002;

Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Bunun disinda, MK'min kararhihigi igin N-domeni daha 6nemli gibi
goriinmektedir. Bunun nedeni, MK'nin C-terminalinin yarisi, tam MK'dan daha fazla
kimotripsin sindirimine duyarlidir (Muramatsu, 2002; Muramatsu 2014; Muramatsu,
and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu 2013). N-domeni de dimerizasyonda yer
almaktadir. MK kendiliginden birleserek bir dimer olusturur ve dimer
transglutaminaz ile ¢apraz baglanarak kararli hale gelir (Kojima et al.,1997).
Dimerizasyon, endotelyal hiicreler tarafindan fibrinolitik aktivitenin aktivasyonu gibi
bazi MK aktiviteleri i¢in gereklidir. N-domeninde Q42 veya Q44 ve C-domenindeki
Q95, reaksiyonda amin akseptorleri olarak gorev alir. Amin alici bélgesini igeren bir
peptit fragman1 A41-P51, fibrinoliz aktivasyonu i¢in MK aktivitesini durdurur
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu; 2014; Kodamatsu
2013). Amin alic1 bélgesini iceren bir peptit fragmam olan A41-P51, fibrinolizin
baslatilmas: igin MK aktivitesini durdurur (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;
Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

N-kuyrugu ve C-kuyrugu, iki domeni bagimsiz tutmaktadir. Tam MK'dan
her iki kuyrugun gikarilmasi, nérit-destekleyici aktiviteyi kuvvetli bir sekilde bastirsa
da izole edilen C-domeni, orta diizeyde aktivite gostermektedir (Muramatsu, 2002,
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013). Bununla

birlikte, C-kuyrugunu igeren peptidde ve mentesenin ile N-domeninin bir kismini
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iceren bagka bir peptidde bakteriyosidal aktivite gézlenmektedir (Svensson et al.,
2010; Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013).

Korunan mentesenin, domen oryantasyonu disinda bagska islevleri de olabilir.
MdkbG olarak adlandirilan Mutant Mdkb’de mentese oligo-glisin ile degistirilmis
olup wild-tip Mdkb’den ayirt edilemeyen tiim yapiy1 gosterir (Lim et al., 2013).
Aslinda, mentesede bagka yeni bir heparin baglama bélgesi bulunmustur. Baglanma
bolgesi, insan MK'sinda K55 ve K56'ya karsilik gelen K56 ve K57'den olusur
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013).

Dahasi bu bolge zebra baligi embriyolarina enjekte edildikten sonra, MdkbG
mutanti, vahsi tip Mdkb ile enjeksiyondan sonra saptanandan farkh olarak anormal
bir durum sergilemistir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and

Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Midkin proteinleri gesitli yollarla tiretilmis ve hatta kimyasal olarak
sentezlenmigtir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu;
2014; Kodamatsu, 2013). Rekombinant MK iiretmek i¢in organizmalarin segimi
gézden gegirilmistir ve en 6nemli husus, anormal disiilfid baglarinin olusmasim
engellemektir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013). Buna ek olarak, MK proteinini kullanmak i¢in pratik
bilgiler agiklanmigtir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013). Ozellikle, MK'nin damara yapismasinin

6nlemesinin ¢ok énemli oldugu saptanmstir.

Son olarak, daha uzun bir yar1 6mre sahip MK'yi iiretmek igin, sinyal
dizisinin farkli boéliinmesinden dolay1r olusan N-terminal tarafindaki bir VA
genigletilmis dizisine sahip olan uzatilmis bi¢im, ¢ok ©nemli bir role sahiptir.
L hiicreleri tarafindan iiretilen ve heparin-agaroz kolon kromatografisi ile
saflagtirllan fare MK'nin % 5'1 VA genisletilmis izoform olmakla birlikte geri kalam
geleneksel formdur ancak insan plazmasindaki heparin salgilatan MK, VA
genisletilmis form olarak saptanmustir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;
Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).
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Insan hepatoma hiicreleri tarafindan iiretilen iki MK izoformu, bir poli-
stilfoetil A kolonu kullanarak ayrildi (Muramatsu, 2014). Yaklasik % 601 uzatilmig
formdayd: ve geri kalam geleneksel formdu. Genisletilmis formu heparine daha zayi1f
baglanmis ve kimotripsin sindirimine daha direngli iken, norit-destekliyici aktivitede
higbir fark bulunmamustir. Ayrica, bu arastiricilar uzatilms formu tespit etmek igin
spesifik bir immiinolojik test prosediirii gelistirdiler ve genisletilmis formun heparin
uygulamasiyla daha kolaylikla kanda serbest birakildigini ve muhtemelen daha az
heparin afinitesine ve proteaza karsi nispi dirence bagli olarak kanda daha uzun
kaldigin1 buldular. Kanser hastalarindan alinan serumda, konvansiyonel form her
zaman tespit edildi ve genisletilmis form ise sinirli olgularda tespit edilirken,

amniotik sivida ise ¢ogu durumda genisletilmis form bulundu (Muramatsu, 2014).

Bunun sonucunda Valin-Alanin (VA) genisletilmis form, insanlarda dogal
olarak bulunan MK'nin 6nemli bir bolimiinii olusturmaktadir. Kimotripsin MK'yi
yalnmzca mentese bolgesinde pargalamasina ragmen (Muramatsu, 2002; Muramatsu,
2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013). VA uzantisina bagli N-
ve C-domenlerinin etkilesimlerindeki degisikliklerin, kimotripsin direnci ile
sonuglanmasi beklenmektedir. Aym husus, genisletilmis formun daha zayif heparin
baglama aktivitesi i¢in de gegerlidir. Uzatilmis formun proteolize kars: nispi direnci
biiyiik 6l¢iide 6nemlidir ve N-terminal dizilerinde daha fazla degisiklik, daha uzun
bir yann 6mre sahip MK'y1 tiretmek i¢in kullamlabilmektedir (Muramatsu, 2002;
Muramatsu 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

2.5.3. Midkin sinyal yolag

Midkin, i) Embriyonik noronlar, néral éncii hiicreler ve B hiicreleri gibi hedef
hiicrelerin yagam siirelerinin uzatilmasi, ii) Renal epitelyal hiicrelerde endotelyal
hiicrelerde ve kemik iligi hiicrelerinde diger sitokinlerin ekspresyonlarini arttirmak,
iii) Embryonik néronlarin, makrofajlarin, nétrofilleri ve osteoblast benzeri
hiicrelerin  gogiinii artirmak olmak tizere ti¢ kategoride sinmiflandirilabilen birgok in
vitro aktivite gosterir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and

Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Gogilin artinlmasim saglayan alt tabakaya (substratum) baglanan midkin olup
diger aktiviteler ¢oziinlir midkin tarafindan ger¢eklestirilmektedir. Gociin artmasini

saflamaya ek olarak midkinin, hiicre iskeletinin dahil oldugu bagska bir deyisle nérit
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biiylimesinin artirilmasi, Asetilkolin (ACh) reseptoriintin néromiiskiiler kavsakta
kiimelenmesi ve fibroblastlarla kollajen jel kasilmasinin baglatilmas: gibi siireglerde
de rolii bulunmaktadir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013). Hiicre farklilagmasina bagli midkin
aktiviteleri, tolerogenik dendritik hiicreler aracihfiyla diizenleyici T-hiicrelerinin
farklilasmasimin  artirllmasim, adiposit farklilasmasinin  ve epitelyal-mezensimal
gecisin baglatilmasini igerir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Diger faaliyetler iginde biiylimenin fibrinolitik aktivitenin, anjiyojenik
aktivitenin ve anti-mikrobiyal aktivitenin artirlmas1  yer almaktadir. Bu
aktivitelerden bazilari, midkinin sinyalizasyon sistemini analiz etmek icin
kullanilmigtir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,

2014; Kodamatsu, 2013).

Midkin sinyaline biiyiik 6l¢iide hiicre yiizeyi reseptérleri aracilik eder ve
gesitli membran proteinleri MK reseptérleri olarak tammlanmistir (Sekil 7). Bunlar
arasinda en ¢ok kurulan PTP('dir. PTPC, hiicre igi tirozin fosfataz bolgesi ve hiicre
dis1 kondroitin siilfat zincirine sahip transmembran bir proteindir ve ayn1 zamanda
bir pleiotrofin reseptorii olarak da gorev yapar (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;
Muramatsu and Kodamatsu 2014; Kodamatsu, 2013). PTPC'nin kondroitin siilfat
kismi, kondroitin siilfatin enzimatik uzaklagtirnlmasindan sonra midkine baglanma
agisindan Snemlidir, midkine yiiksek afiniteli baglanma bolgesi (Kg4, 0.58 nM)
kaybolur ve sadece MK diisiik afiniteli baglanma yeri (K4, 8.8 nM) kalir (Muramatsu
2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu ve Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).
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Sekil 7. MK-reseptor komplekslerinin sematik gésterimi.

Bir MK reseptérii olarak, PTP{nin embriyonik nd&ronlarin (Maeda et al.,
1999) ve UMR106 osteoblast benzeri hiicrelerin go¢iine, embriyonik néronlarin ve B
hiicrelerinin hayatta kalmasina ve osteoblastlarin ¢ogalmasimin baskilanmasina
katildign Onceki caligmalarda gosterilmigtir (Sekil 7). PTPCnin midkin veya
pleiotrofin ile ligand-reseptor etkilesimlerinden sonra, B-katenin gibi sitoplazmik
sinyal molekiillerinde tirozin fosforilasyonu artar. Ligand uyarimindan sonra
PTPC'nin dimerize olmasi, hiicre i¢i fosfataz bolgesinin inaktivasyonuna yol agar ve
artmig tirozin fosforilasyonu ile sonuglanir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;

Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Protein tirozin fosfataz zetanin uzun ve kisa olmak tizere iki izoformu vardr.
Bunlar fonksiyonel olarak farklidirlar. Uzun olan izoformu hipokampal néronlarda
pleiotrofinin etkisine aracilik eder. PTN, hipokampal dendritik sinapslarin
yogunlugunu artinir ve uzun formun asiri ifadesi yogunlugu azaltir. PTP(nin
fonksiyonu igin diger gosterilen yollardan biri de PTPC’nin Sre’yi aktif hale onu
defosforile ederek getirmesidir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu

and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Fosfoinositol-3-kinaz (PI3K), mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK), Src
ailesi kinaz1 ve protein kinaz C (PKC) gibi multipl kinazlar, PTP('nin agag: sinyal
akiginda rol oynamaktadir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu 2013). Protein kinaz B (Akt)’nin MK tarafindan
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baslatilan fosforilasyonu sinyal sisteminde PI3K'nin roliinii gostermistir
(Muramatsu 2002; Muramatsu 2014; Muramatsu ve Kodamatsu; 2014; Kodamatsu
2013). B lenfositlerinin midkin tarafindan sagkaliminin artirilmasi, dalak tirozin
kinaz1 (Syk) ve Akt'nin PTPC aracihigiyla gergeklesen artan fosforilasyonunun, B-
hiicresi lenfoma 2 (Bcl-2) ekspresyonunun artisina yol agmasi ile gergeklesir
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013).

Beta katenin'in defosforilasyonu, kanonik Wnt sinyal yolunda kritik bir
adimdir  (Sekil 7). Midkinin osteoblastlarda B-katenin'in PTP{ aracili
defosforilasyonunu durdurarak Wnt sinyalini engelledigi ve boylece osteoblast
¢ogalmasini  durdurdugu gosterilmistir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;

Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Notch ile iligkili bir reseptor olan Delta/Notch benzeri EGF Tekrar1 Tastyan
Reseptér (DNER, h/Notch Like EGF Repeat Containing Receptor), PTP( ile bir
kompleks olusturur (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013) (Sekil 7). PTN uyarimindan sonra, DNER'in
tirozin fosforilasyonu muhtemelen PTP{ aktivitesinin durudurulmas: ile artar, bu da
DNER’in endositozunun durmasma yol agar ve en sonunda da ndroblastoma
hiicrelerinde norit biiylimesinin artirimi ile sonuglanir. Benzer bir mekanizma,

embriyonik noronlarda midkinin neden oldugu nérit biiyiimesinde de goriilmektedir.

Diistik  yogunluklu lipoprotein reseptorii ile iligkili protein (LRP)-1
(Muramatsu et al., 2000), a4B;-integrin ve asp;-integrin gibi MK reseptorlerinin yeni
siniflari, 13. giin fare embriyolarinda midkin baglayici proteinlerin analiz edilmesi ile
gosterilmigtir (Sekil 7). LRP-1 diisiik yogunluklu lipoprotein reseptsr ailesinin bir
tiyesidir ve midkine 3.5 nM'lik bir Kd ile baglanir (Muramatsu, 2002; Muramatsu,
2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Aile tyeleri arasinda megalin, LRP-6'nin ve apo-E reseptor-2'nin
ektodomenleri de midkine baglamr, ancak bu baglanmalar LRP-1'in baglanmasina
gore daha az afinite ile gergeklesir. LRP-1, embriyonik néronlarin hayatta
kalmasinda ve fare embriyonik kok hiicrelerinde hipoksik hasarin énlenmesinde bir

midkin reseptorii olarak gorev yapar. Sonraki asamada MK sinyali, Akt ve hipoksi
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ile indiiklenebilir faktér 1-alfa (HIF-le) iizerinden iletilir (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

AlfadBetal-integrin ve Alfa6Betal-integrin, sirasiyla UMR-106 osteoblastik
hiicrelerinin gogiinde ve embriyonik néronlarin nérit bilyiimesinde midkin reseptorii
olarak iglev goriir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013) (Sekil 7). Buna ek olarak, bu integrinler, LRP-6
ektodomain ve PTP(, bir molekiiler kompleks olustururlar ve MK bu kompleks
olusumunu artirir (Muramatsu, 2002, Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013). Midkinin kompleks olusturmasmin sonucu olarak,
integrinin asaf sinyal sisteminde yer alan paksilinin tirozin fosforilasyonu, UMR-
106 hiicrelerinde artar (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013). Insan bas ve boyun karsinom hiicrelerinde
midkin, tetraspanin ve a6B1-integrine baglanir ve bunlarin birlesmesini gii¢lendirir,
bu da fokal adezyon kinaz, paksilin ve transkripsiyonun sinyal ileticileri
ve aktivatorler 1 alfa (STAT1a) yolunun aktivasyonuna yol agar ve bunun sonucunda
da karsinim hiicrelerinin gogii ve invaziv olma 6zellikleri artar (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu ve Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013). aVB3-
integrin ve PTP(, insan umbilikal ven endotelyal hiicrelerinin gé¢ etmesinde PTN
reseptorleridir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013). PTN, karsilikli olarak etkilesime giren her iki reseptore
dogrudan baglanr. Ilging olarak midkin, aVP3-integrinine baglanmaz ve bu
hiicrelerin g6¢linii artirmaz (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013). Biitiin bu sonuglar integrinlerin hiicre géciinii
arttirmak ve molekiiler kompleks i¢inde islev gormek i¢in midkin ve pleiotrofin

reseptorlerinin bilesenleri oldugunu gostermektedir.

Noéroglikan C, beyne &zgii kondroitin siilfat proteoglikandir ve CG-4
oligodendroglial &ncii benzeri hiicrelerin islem uzamasinda bir MK reseptérii olarak
gorev yapar (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013). Midkin kondroitin siilfat icermeyen néroglikan C'ye
baglanabilir, ancak kondroitin siilfatin varlifi baglanma afinitesini arttinr

(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
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Kodamatsu, 2013; Xu, 2014). Daha ileri ¢aligmalar, néroglikan C'nin molekiiler
kompleksde de islev gordiigiinii ortaya koymustur (Muramatsu and Kodamatsu,
2014).

Anaplastik lenfoma kinaz (ALK), anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma gibi
birkag habis tiimériin tiimérogenezinde yer alan transmembran tirozin kinazdir
(Kadomatsu et al., 2013) (Sekil 7). ALK'm MK ve PTN reseptérii oldugu
gosterilmigtir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013). Yumugak agarda SW-13 hiicrelerinin midkine bagh
biiylimesi, ALK'in aktivitesini gerektirir. Ayrica, ALK olgunlagsmamis sempatik
ndronlarin midkine bagiml ¢ogalmasinda ve glioblastoma hiicrelerinin kannabinoide
karg1 midkine bagl direncinde merkezi bir rol oynar (Muramatsu, 2002; Muramatsu,
2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu 2013). MK tarafindan
uyarildiktan sonra ALK, MAPK, PI3K ve NF-kB'nin aktivasyonuna yol agan insiilin
reseptorii substrat-1'i fosforile eder (Muramatsu 2002; Muramatsu 2014; Muramatsu
ve Kodamatsu; 2014; Kodamatsu 2013; Xu 2014). MK ve ALK arasindaki belirgin
K4 degerinin, ALK-eksprese eden hiicrelere baglanmasi baz alinarak 170 pM oldugu
bulunmugstur (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013; Xu, 2014). Ancak, ALK'nin yiiksek afinite ile midkine
dogrudan baglanip baglanmadifi heniliz saptanmamistir. Ayrica ALK, LRP-6
ektodomeni ve integrinleri ile bir kompleks olusturmaktadir (H. Muramatsu et
al.,Yaymlanmamig sonuglar; Muramatsu 2014). Bundan dolayr ALK, MK igin
reseptdr kompleksinde ¢alismasi olasih@: yiiksektir. Gergekten de, PTN ile baglatilan
ALK aktivasyonuna, MCF-7 hiicrelerinde PTP{ aracilik eder (Muramatsu 2002;
Muramatsu 2014; Muramatsu ve Kodamatsu; 2014; Kodamatsu 2013; Xu 2014).
Buna ek olarak, MK ile ALK PI3K/Akt/NF-xB/ Tropomiyozin reseptér kinaz B
(TrkB) sinyal yolunun aktivasyonu ile aynica anoikis direncinden sorumludur
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013; Xu, 2014).

Notch ailesine ait bir transmembran protein olan Notch-2, 6liimsiizlestirilmis
HaCaT keratinositlerinin  epitelyal-mezenkimal gecisini tetikleyen bir MK
reseptoriidiir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013; Xu, 2014) (Sekil 7). MK ve Notch-2'nin dogrudan

baglanmasi, maya 2-hibrit analizi ve ko-immiinopresipitasyon ile gosterilmistir. MK
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uyarmindan sonra, JAK2 ve STAT3, Notch sinyal sisteminin transkripsiyon faktorii
olan split-1 (Hesl) gii¢lendiriciye/hizlandiriciya (Enhancer) baglanir ve bu da
STAT3'lin artan fosforilasyonu ve aktivasyonuna yol acar (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Gilingdr ve
ark.,2011; Xu, 2014). Notch-2 aym zamanda pankreatik duktal adenokarsinoma
hiicrelerinde epitelyal-mezenkimal gegis ve kemodirenci harekete gegirmek igin
midkin reseptorii olarak da gorev yapar (Giingdr ve ark., 2011). Bu hiicrelerde MK,
Notch-2"nin sitoplazmik domeninin ayrilmasina neden olur ve Hesl ile NF-xB'nin
ekspresyonunu uyarir. Buna ek olarak Notch-2, néroblastoma gelisiminde midkin
sinyal yoluna katilir (Kishida et al., 2012). Notch sinyal sistemi, keratinositlerde MK
uyarimindan sonra interlokin (IL)-8 geni aktive edildigi icin kemokinlerin MK ile
baglatilan dretimine de dahil olabilir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;
Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Giingér et al.,2011; Xu, 2014).
Notch-2'nin reseptdr kompleksine de etki yapma olasihfi, bir Notch-iligkili
transmembran proteini olan DNER’in PTP( ile kompleks olusturmas: nedeniyle goz
Oniinde tutulmaktadir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Giingér et al., 2011; Xu, 2014).

Midkin faaliyetlerinin gogu heparin veya heparitinaz veya kondroitinaz
enzimleri ile sindirilerek engellenir ve bu da midkin sinyal sisteminde karbonhidrat
taninmasinin 6nemini gosterir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Giingér et al., 2011; Xu, 2014 ). Heparan siilfat
trisiilfatlanmig birimleri ve kondroitin siilfat E birimleri olmak tizere iki oligomerik
karbonhidrat yapisinin, midkine kuvvetli bir sekilde baglandigi gosterilmistir
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu, 2013; Giingor et al., 2011; Xu, 2014). Kondroitin siilfat zincirleri, PTPL
ve noroglikan C'de bulunmaktadir.Buna ek olarak, bir baska kondroitin siilfat
proteoglikan olan versikan da midkine baglanir. Versican bir transmembran protein
olmamasina ragmen, bir periseliiler protein olarak midkinin reseptére tasinmasinda
islev gorebilir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu;
2014; Kodamatsu, 2013; Giingor et al., 2011; Xu, 2014) .

Sindekanlar ve glipikan-2, MK baglanma aktivitesi bulunan heparan siilfat
proteoglikanlardir. Sindekan-4'tin midkine baglanma Kd degeri 0.30 nM'dir.

Noroblastoma hiicrelerinin sindekan-3 veya glipikan-2 cDNA'lar ile transfeksiyonu
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sonucunda midkin kapl altabakadaki noritlerin uzadigy gériilmiistiir (Muramatsu,
2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013;
Giingor et al., 2011; Xu, 2014).

Yukarida belirtildigi gibi birkag transmembran protein MK reseptdrii olarak
tamimlanmis olmasina ragmen, higbiri MK’ya ¢ok yiiksek bir afinite ile baglanmaz
ve sadece midkin/pleiotrofin ailesine 6zgii degildir. Bu nedenle, midkinin etkisini
gostermek igin bir reseptr kompleksinde sik sik birden fazla bilesene baglandif
diigiiniilmektedir. Dimerik midkinin reseptér kompleksindeki farkli bilesenlerin
birlesmesini arttirmak i¢in uygun olmasi nedeniyle midkinin dimer olusturabilme
ozelligi ¢ok onemlidir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and

Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013).

Midkin reseptérlerinden asagiya dogru olan sinyal sistemleri gesitlidir, ancak
PI3K/AKkt sistemi ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK veya MAP kinazi)
birgok durumda merkezi rol oynamaktadir. Ozellikle, PI3K /Akt sistemi embriyonik
noronlarin) ve B hiicrelerinin hayatta kalmasinda, embriyonik kok hiicrelerde
hipoksik hasarin 6nlenmesinde (Lee et al., 2012) ve osteoblast benzeri hiicrelerin
gociinde rol oynar (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014: Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Giingor et al., 2011; Xu et al., 2014). Midkin
ile sagkalimin artinlmasinda, sinyalden sonra kaspazin baskilanmasi ve Bcl-2'nin
aktivasyonu goriilmiistiir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Giingér et al., 2011; Xu et al., 2014).

Faaliyetleri MK ile tetiklenen sinyal kaskadlar1 tarafindan diizenlenen
transkripsiyonel faktorler arasinda NF-kB, Hes-1, HIF-la ve STAT'lar yer
almaktadir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;
Kodamatsu 2013; Giingor et al., 2011; Xu et al., 2014).

Transkripsiyonun sinyal ileticileri ve aktivatérleri alfa‘nin aktivasyonu, bas
ve boyun karsinom hiicrelerinin gogiine sebep olurken, STAT3'in aktivasyonu ise
keratinositlerin epitelyal-mezenkimal gegisi ile 3T3-L1 hiicrelerinin proliferasyon ve
adipogenezinde gorev alir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Giingér et al., 2011; Xu et al., 2014). Bununla
birlikte, tolerojenik dendritik hiicreleri igeren kemik iligi hiicrelerinde midkin, src

homoloji bolgesi 2 domeni igeren fosfataz (SHP)-2'yi aktive eder (Muramatsu 2002;
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Muramatsu 2014; Muramatsu ve Kodamatsu; 2014; Kodamatsu 2013; Giingér et al.,
2011; Xu et al.,2014). Bu etki, IL-10’nun uyarnim iizerine STAT3a'min azalmig
fosforilasyonuna ve IL-12'nin artinlmig iiretimine yol agar (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Giingor et
al., 2011; Xu et al., 2014) .

Reseptor aracili sinyal sistemine ek olarak, midkinin bir kisminin etkisini
dogrudan ¢ekirdege yaptig1 gosterilmistir. MK, LRP-1'e baglandiktan sonra igeriye
alinir ve daha sonra niikleoline veya laminin baglayici protein dnciisiine baglanarak
cekirdege nakledilir ve hiicre sagkaliminin artirtlmasinda yer alir (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Xu et
al.,2014). Buna ek olarak, cekirdekcige transfer edilen MK, ribozomal RNA
sentezini arttirir (Dai et al., 2006).

2.5.4. Midkinin metabolizmada 6nemli biyolojik gorevleri
2.5.4.1 Midkinin gelisim ve iiremedeki rolii

Midkin gelisim, iireme, onarim, inflamasyon, dogustan gelen bagisiklik, kan
basinct ve anjiyojenezin kontroliinde rol oynar. Midkin ekspresyonunun bigimi,
MK'nin hem gelistirme hem de onarimda rol oynadigi gorisiiyle tutarhidir. Bu
nedenle MK, embriyojenez sirasinda 6zellikle orta gebelik déneminde kuvvetli bir
sekilde eksprese edilmektedir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014, Muramatsu, 2006). Yetigkinlerde,
belirgin MK ekspresyonu sadece bobrek, bagirsak, epidermis, brongiyal epitel,
lenfositler ve makrofajlar, gibi kisith alanlarda gézlemlenirken MK ekspresyonunun

yaralanma sonrasi bir¢ok dokuda indiiklendigi de saptanmustar.

Midkinin embriyolardaki giiclii ekspresyonuna ragmen, MK geninde eksiklik
olan fareler biiylik morfolojik bozukluklar olmadan dogarlar ve goriiniiste normal
olarak g¢ogalirlar (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu;
2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014; Muramatsu, 2006). Ayni durum, PTN geninde
eksik olan fareler i¢in de gecerlidir. Ancak, farelerde her iki gende yetersizlik
oldugunda ki bunlar heterozigot olarak yetersiz olan farelerin ¢aprazlanmasiyla
tiretilirler, Mendelian segregasyonunun bekledigi sikligin {igte biri ile dogarlar
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014;

Kodamatsu, 2013; Jones, 2014). Ayrlc-a, ¢ift yetersizlik bulunan fareler kiigiiktiir
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(Muramatsu et al., 2006) ve siklikla eriskinlife ulagmadan o6nce &liirler (H.
Muramatsu et al., 2006). MK/PTN ¢ift yetersizligi bulunan fareler de ciddi kadin
infertilitesi ~gosterir. Cifte kusurlu farelerin yaklasik % 8014, tekrarlanan
caligmalardan sonra bile infertil olarak kalmistir (Muramatsu, 2006; Muramatsu,
2002, Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones,
2014; Muramatsu, 2006). Infertilitenin baslica nedeni olarak, folikiiler olgunlasmanin
bozulmasi gésterilmistir. Folikiil epitelinde ve yumurtaliktaki graniiloza hiicrelerde
eksprese olan MK ve PTN, folikiiler olgunlasma igin gerekli oldugu gésterilmistir.
Bu goriisle tutarli olarak, MK nin izole edilmis sigir oositlerinin olgunlasmasim ve
onu izleyen fertilizasyonun gergeklesmesini ve blastokistlere gelismeyi destekledigi

saptanmustir (Ikeda and Yamada., 2014).

Ikeda and Yamada’nin (2014) yaptig1 ¢alismada sunulan modelde kiimulus-
granuloza hiicrelerindeki reseptér komplekslerine baglanan MK’nmn, Beyin tiirevli
norotrofik faktér (BDNF) veya norogulin-1 (NRG-1), over folikiillerinde bulunan
diger oositetrofik faktorlerin de ortak sinyal yollar1 olan MAPK ve PI3K yollarim
aktive ettifini gostermistir (Sekil 8; Siyah oklar) (Ikeda ve Yamada., 2014). Bu
modelde 1) Graniiloza hiicreleri iizerinde olan MK resept&dr kompleksinin her bir
bilegeninin, folikiil biiyiimesinin, dominanthginin ve farklilasmasinin nemli bir
diizenleyicisi olarak islev goérdugii gosterilmistir, 2) LRP1 ve 6Bl integrinin
steroidojenezi diizenledigi ifade edilmistir, 3) Notch 2’nin, graniiloza hiicre
¢ogalmasim arttirdig belirtilmistir, 4) Heparin siilfat proteoglikanlarin (HSPG'lerin)
kiimulus ooforus komplekslerinin olgunlasmasinda rolii olan oositin salgiladig
parakrin faktorlerin aracilik ettigi oosit-kiimiilus iletisimine katkida bulundugunu ve
MK’nin bu ¢ok iglevli graniiloza (kiimulus) hiicrelerini oositin tamamiyle
olgunlagmas1 ve atilmasi yoniinde aktive ettiini ve bunun sonucunda oositlerin
gelisimsel kapasitesi arttirdigi gosterilmistir. (Sekil 8, Beyaz oklar). Bunun yaninda
model, MAPK ve PI3K yolaklarimn da folikiil biiyiimesi, dominanthk ve oviilasyon
da rolii bulundugunu géstermektedir (Sekil 8, Siyah oklar) (Ikeda and Yamada,
2014).
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Sekil 8. Oositin gelisim kapasitesinin artinlmasi ile sonuglanan MK-reseptér
aktivitesinin sematik modeli. GH: Graniiloza hiicreleri, FS: Folikiil sivisi, KH:

Kiimulus hiicreleri.

Yukaridaki sonuglar MK/PTN ailesinin gelisim ve tiremedeki 6nemini ortaya
koymus ve MK kusurunun PTN tarafindan biiyiik Olgiide telafi edildigini
gostermistir. Bu telafi etme, dokuda sadece hafif bir PTN ekspresyonu olsa bile
gergeklesebilmektedir, ¢iinkii bazi organlarda MK PTN  ekspresyonunu
baskilamaktadir (Herradon et al., 2005). Bu nedenle, MK eksikligi olan farelerde
kalp, omurilik, g6z ve aort gibi organlarda PTN ekspresyonu belirgin bir sekilde
artmaktadir (Herradon et al., 2005).

Gelisim ve tireme kusurlarina ek olarak, ¢ift yetersizlik bulunan farelerde
isitsel kusurlar oldugu da saptanmustir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;
Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014; Muramatsu,
2006). Sadece MK veya PTN'de yetersizlik goriilen fareler isitsel bir bozukluk
gisterse de, ¢ift yetersizlik goriillen farelerde bu durumun daha siddetli oldugu
saptanmigtir. Farelerdeki bu bozuklugun, koklear kanalin stria vaskularisindeki bir
ara hiicrelerin eksikligine bagl oldugu distintilmektedir (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones 2014;
Muramatsu, 2006).

Fare embriyojenezinde MK’nin, embriyonik ektodermde 5.5 embriyonik
giinde eksprese edildigi gosterilmistir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;
Muramatsu ve Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014; Muramatsu, 2006).
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Ekspresyonun tipi ile uyumlu olarak, embriyonik ve mezenkimal kok
hiicrelerde MK eksprese edildigi ve sagkalimlarinda rolii oldugu agiklanmistir (Zhao
et al., 2014; Yao et al., 2010).

Midkin, gebeligin ortasinda yogun bir sekilde eksprese edilmektedir ve
dagilm tipine gére MK'in noérojenez, epitelyal-mezenkimal etkilesimler ve
mezoderm yeniden modellemesinde rol oynadigi gosterilmistir (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Jones,
2014; Muramatsu, 2006).

Norojenez ile ilgili olarak, zebra baligi sistemini kullanarak yapilan
¢alismalar, Mdka'nin, omurilik veya notokord hiicrelerin ventral kismini olusturan
orta taban plakas: hiicreleri haline gelmeleri igin dncii hiicrelerin kader kararinin son
asamasina katildigini ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte, noral krest hiicreleri ve
duyusal néronlarin gelisimi igin Mdkb gereklidir. X. laevis'de MK, nérojenezi artirir
ve aktivin varliginda mezoderm farklilagmasini bastirir. Ayrica MK mezensefalik
noronlarin sag kalimim artirarak dopaminerjik gelisimde rol oynar ve MK eksikligi
olan farelerde Parkinson benzeri sendrom goriilmektedir (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Jones,
2014; Muramatsu, 2006).

Embriyonik sican beyninin serebral korteksinde MK, hem néral koék
hiicrelerin yer aldigi hem de kok hiicrelerden tiiretilen ve farklilagmis noronlarin
goeii i¢in kilavuz gorevi goren radyal gliyal siireclerin devam ettigi bazal tabakada
yer alir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu; 2014;
Kodamatsu, 2013; Muramatsu, 2006). Bu lokasyon tipi, nérojenezde MK'nin
istlendigi gesitli roller ile tutarlidir. Norojenezde MK aktivitesinin bir temeli olarak
MK, noéral kok hiicreler de dahil olmak lizere noral 6ncii hiicrelerin biiylimesini ve
hayatta kalmasini arttinir. MK ayrica embriyonik néronlarin hayatta kalmasini, gog
ve norit gelisimini artirir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Muramatsu, 2006). Néral éncii hiicrelerin MK
aktivitesi ile iligkili olarak, primordiyal germ hiicrelerinin biiyiimesini ve hayatta
kalmasim1 da arttirdign  gosterilmistir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;
Muramatsu and Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Muramatsu, 2006).
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Midkin genellikle epitelyal dokularda, bagirsak, pankreas ve akciger gibi
epitelyal-mezenkimal etkilesimlerin meydana geldigi embriyonik organlardaki
mezenkimal dokulara gére daha giiclii bir sekilde eksprese edilir (Muramatsu, 2002;
Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Muramatsu,
2006). MK'nin epitelyal-mezenkimal etkilesimlerdeki rolii, anti-MK antikorlar:
kullanilarak dis germinin gelisiminin engellenmesiyle dogrulanmistir (Mitsiadis et
al., 1995). Epitelyal-mezenkimal etkilegimler sirasinda MK'nin etki sekli, diiz kas
hiicrelerini igeren kollajen jellerinin endotelyal hiicrelerle kaplandi bir yapay kan
damar1 modeli kullanilarak yapilan bir ¢alisma ile gosterildigi gibi karmasiktir
(Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu; 2014;
Kodamatsu, 2013; Jones, 2014; Muramatsu, 2006). Bu sistemde endotel hiicreleri,
diiz kas hiicrelerinin IL-8 salgilayacak sekilde uyaran MK salgilar. IL-8 daha sonra
biiylimelerini desteklemek igin endotel hiicreleri iizerinde etki eder. Dolayisiyla, MK
iki hiicre katmaninin karmagsik etkilesimleri arasinda merkezi bir konumda yer

almaktadir.

Mezoderm modelleme ile ilgili olarak MK, adiposit farklilasmasin,
kondrojenezi) ve osteoklast farklilasmasim wuyarir,  farklilasmay: artirir ve
osteoblastlarin ¢ogalmasimi durdurur (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014;
Muramatsu and Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Jones 2014; Muramatsu,
2006).

2.5.4.2 Midkinin onarim ve inflamasyondaki rolii

Midkin ekspresyonunun, beyin, kan damarlar, bobrek, ve kalp gibi bir dizi
hasar gérmiis dokuda arttign saptanmistir. MK'nin hasarli dokunun onarimindaki
rolii, uygulanan MK'nin retinanin ve iskemik beyin hasarinin diisiik dereceli
olusturulmus dejenerasyonunu azaltmadaki etkileri ile go&sterilmistir (Muramatsu
2014; Muramatsu and Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014). Daha
sonra kalbin iskemik yaralanmasi da MK uygulamas: ile azaltilmistir (Horiba et al.,
2006). Harici olarak uygulanan MK'nin etkisiyle tutarli olarak MK geninde eksiklik
olan fareler, iskemi sonrasi ciddi kalp hasan sergilemistir (Horiba et al., 2006). Bu
MK aktivitesinin temeli, etkilenen hiicrelerin hayatta kalmasina yol agan anti-

apoptotik MK aktivitesi olarak saptanmigtir (Horiba et al., 2006).
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Bununla birlikte, bobreklerdeki iskemik yaralanma, MK tipi kusurlu farelere
gore vahgi tip farelerde daha siddetlidir (Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013). Bunun nedeni iskeminin olusturdugu MK 'nin,
yarali renal epitelyuma inflamatuar 16kositleri yonlendirmesidir. Kismi hepatektomi
durumunda uyarilmig MK, doku onariminin yani sira inflamasyonu da artinr ve
olusturulan denge, biraz onarimin lehine gelisir: onarim stireci, vahsi tip farelerde,
MK eksikligi olan farelere gére biraz daha fazla artmug durumdadir (Muramatsu,

2014; Muramatsu and Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014).

Midkin, beyindeki néroinflamasyonda dnemli bir rol oynamamaktadir ciinkii
MK astrositleri veya mikroglialar aktive etmemektedir (Muramoto et al., 2013).
Genel olarak MK beyinde koruyucu bir rol oynar (Muramatsu, 2014). Ornek olarak,
MK eksikligi olan farelerde artmis amfetamin kaynakli astrositoz goriillmektedir
(Gramage et al., 2011). Ayrica, MK mikroglialarin gé¢iinii arttirir ve muhtemelen
amiloid P-peptidin ortadan kaldirilmasinda da katkisi bulunmaktadir (Muramatsu,
2014).

Midkin, iki farkl aktivite uygulayarak inflamatuar siireclere katilir. Oncelikle
MK hem nétrofillerin hem de makrofajlarin gé¢tinii MK 'nin dogrudan etkisi ve
kemokin ekspresyonunu uyararak arttirmaktadir (Muramatsu 2014; Muramatsu ve
Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014). Ikincisi, MK, diizenleyici T
hiicrelerinin farklhilagmasim, farklilagma igin gerekli olan tolerojenik dendrik
hiicrelerin gelisimini inhibe ederek kismi olarak baskilamaktadir (Muramatsu, 2014;
Muramatsu ve Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones 2014). MK tarafindan
artinlan iltihaplanma, bafisiklik sisteminin bir pargasidir. Ayrica MK anti-
mikrobiyal aktiviteye de sahiptir ve dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir bileseni
olarak kabul edilmektedir (Svensson et al., 2010; Muramatsu, 2014; Muramatsu and
Kodamatsu; 2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014). Ayrica MK'nin B hiicrelerinin
hayatta kalmasimi arttirdigi bulunmustur (Muramatsu, 2014; Kodamatsu, 2013.;
Jones, 2014). Boylece MK, yaralanma durumunda goriilen enfeksiyona karsi

koymada farkli roller iistelemektedir.

Midkinin anjiyojenik aktiviteye de sahip oldugu da saptanmistir (Muramatsu,
2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014). MK'nin bu
farkl1 faaliyetlerinin, yaralanmig dokunun onarimini desteklemeyi hedeflerken, baz

aktivitelerin de agin etkisinin doku hasarina yol agtigi da goriilmiistiir.
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2.5.4.3 Midkinin gesitli hastaliklardaki rolii

Midkinin cesitli aktiviteleri, cesitli hastaliklarin patogenezinde roliiniin
temelini olusturmaktadir. MK'min inflamasyondaki énemli roliiyle uyumlu olarak MK
eksikligi, iskemide neointima olusumu (Restenoz modeli), iskemik renal hasar,
ilaca bagh bobrek hasari, antikor kaynakli artrit (Romatoid artrit modeli), cerrahi
sonrast adezyon ve deneysel otoimmiin ensefalit (Multipl skleroz modeli) gibi ¢esitli
inflamasyonla iliskili hastaliklar1 azaltir, bu da yukarida belirtilen hastaliklarin
tedavisi i¢in MK'y1 hedef alan ilag gelistirme modellerini artirmaktadir (Muramatsu,
2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones,
2014; Muramatsu, 2006).

Ayrica MK aktivitesi, insan habis tiimérlerinin ¢ogunda artar ve bu hiicrelerin
biiylimesini, hayatta kalmasim, gégiinti, epitelyal-mezenkimal gegisini ve anjiyojenik
aktivitesini artirarak tiimor gelisimine ve ilerlemesine katkida bulunur (Muramatsu,
2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones,
2014; Muramatsu, 2006; Erguven ve ark.,2016, Sabanci ve ark., 2014). Tiimordeki
gicli MK ekspresyonu hastalarin zayif prognozu ve kemoterapiye direng ile
iligkilidir (Erguven ve ark., 2016; Sabanci ve ark., 2014; Aras ve ark., 2016).
Noskapin adli kemoterapik ajanlarin glioblastoma (GBM) hiicrelerinde denendigi
killtir ¢alismasinda MK'nin otofajinin hiicre 6liimiine veya sagkalim /direncine

gecigindeki modiilatrierden biri olabilecegini gosterilmistir (Erguven ve ark., 2011).

Bdoylece anti-MK reaktiflerinin habis hastaliklarin tedavisinde etkili olmas:
beklenmektedir (Muramatsu, 2002; Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014; Muramatsu, 2006, Erguven ve ark., 2016,
Sabanci et al., 2014). Ek olarak, MK'nin promoter bélgesi, tiimér hiicrelerindeki
toksik genleri eksprese etmek igin kullanilmaktadir (Muramatsu, 2014; Muramatsu
and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014; Erguven ve ark.,2016;
Sabanci ve ark., 2014). Ayrica dolasimdaki MK umut veren bir tiimér belirtecidir
(Muramatsu, 2014; Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013; Jones,
2014.).

Midkin, renin-anjiyotensin sistemi ile kan basincinin diizenlenmesinde de
onemli rol oynamaktadir (Muramatsu and Kodamatsu, 2014; Kodamatsu, 2013;

Jones, 2014). Parsiyel nefrektomi, akcigerde MK ekspresyonunu uyarir ve uyarilan
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MK, hipertansiyona yol agan, anjiyotensin doniistiiriicii enzimin ekspresyonunu
artirmak i¢in endotelyal hiicreler tizerinde etki eder (Muramatsu and Kodamatsu,
2014; Kodamatsu, 2013; Jones, 2014). Bu nedenle MK, kronik nefritte hipertansiyon

etiyolojisinde anahtar bir molekiil olarak kabul edilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda, otizm spektrum bozukluklar (ASD) patogenezinde
artan midkin seviyelerine rastlamistir (Esnafoglu ve Cirrik, 2018). Plazma MK,
Henoch-Schonlein purpura ve Henoch-Schonlein purpura nefritinin gelisiminde
onemli bir rol oynadig: saptanmustir (Su et al., 2016). PTN’nin ve MK nin, alkol
alindiktan sonra prefrontal kortekste iiretimi artan buna ek olarak etanol igme ve
odiillendirmeyi azalttigy goriilen norotrofik faktérler oldugu saptanmigtir. Reseptor
protein tirozin fosfataz zetanin farmakolojik engellenmesinin, etanole davranissal
tepkileri diizenledigi ¢aligmalarda gosterilmistir. Veriler, reseptdr protein tirozin
fosfataz zetanin agin alkol tiiketimini azaltmak igin yeni bir farmakoterapi hedefi

olabilecegi hipotezini desteklemektedir (Fernandez-Calle et al., 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.

Bu aragtirmada kullanilan malzemeler asagidaki Tablo 2°de listelenmistir:

Cahsmada Kullamilan Malzemeler ve Cihazlar

Tablo 2. Cahsmada kullanilan malzemeler

Deney Tipi Malzeme Ada Marka Katalog No
Anneksin V FITC
Apoptoz Deteksiyon Kiti BD Sciences 556570
11
AKIM .
) . Yuvarlak Tabanlh Fisher Scientific
SITOMETRI 352003
Polistiren Tiip
Polietilen pastor pipeti Isolab 084.22.001
Gluteraldehid Electron Microscopy
) 16537-15
Sciences (EMS)
Osmik asid EMS 19153
Uranil asetat EMS 22400
TEM
Fosfat Tamponu Sigma-Aldrich P4417
Epon812 gomme Kkiti EMS 14120
Propilen oksid Sigma-Aldrich 110205
Etil Alkol Sigma-Aldrich 32205
Santrifiij tiibii Techno Plastic Products 87015
(TPP)

Santrifiij tiibli TPP 87050
Siringa Filtresi TPP 99722
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Nikel Grid EMS EMS200-Ni
Kapsiil EMS 70105
TEM Cam pastor pipeti Isolab 084.22.001
AMH deteksiyon kiti Roche Diagnostics 06331076 190
FSH deteksiyon kiti Roche Diagnostics 11775863 122
LH deteksiyon kiti Roche Diagnostics 11732234 122
PRL deteksiyon kiti Roche Diagnostics 03203093 190
INH B deteksiyon kiti Novus Biologicals NBP2-66432
ELIZA/EKLIA E2 deteksiyon kiti Roche Diagnostics 06656021 190
TSH deteksiyon kiti Roche Diagnostics 11731459 122
hCG deteksiyon kiti Roche Diagnostics 03271749 190
Bradford protein
Bio-Rad Laboratories 5000201
deteksiyon kiti
Cellmid MKELISA
MK deteksiyon kitleri
USCNK SEA631Hu
SERUM
. Kan alma tiibii BD Sciences 366566
ELDESI
Modifiye Insan Tubal
Irvine Scientific 90126
Sivist (MITS) medyumu
Nunc™ Orta kuyucuklu
Thermo Fischer Scientific 150260
kiiltiir kab1
OPU/ICSY/
BLASTOKIST | 910 Polivinilpirolidon _ _
Irvine Scientific 90123
KULTURD (BVE)
Hiyaz (80 TU/ml) SAGE-Origio ART-4007-A
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OPU/ICSI/

BLASTOKIST

KULTURU

Fosfat Tamponu

SAGE-Origio

ART-4011

Nune™ IVF 4 kuyucuklu Sigma Aldrich 7688754-120EA
kiiltiir kabi
Flushing medium SAGE-Origio 10765060
IVF Pastor Pipetleri SAGE-Origio PP-5.75-1000PL
Yag SAGE-Origio ART-4008
Fertilizasyon medyumu SAREQHg0 ART-1520
Klivaj medyumu AL Ougio ART-1526
Blastokist medyumu SAGE-Origio ART-1529
25 em’2’lik flask TPP 90025
Nunc™ Petri Thermo Fischer Scientific 150255
Dondurma tiibii TPP 89040
Vitrifikasyon kiti SAGE-Origio ART-8025

Bu ¢alismada kullanilan cihazlar agagidaki gibi Tablo 3’te listelenmistir:

Tablo 3. Cahsmada kullanilan alet ve cihazlar

Deney Tipi Cihaz Adi Marka Model
Akim Sitometri Cihazi BD Sciences FACS Calibur
AKIM Sogutmal Santrifiij Niive NF800R
SITOMETRI
Otomatik Mikropipet seti Eppendorf Research Plus
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Ultramikrotom Leica EMUC7
Mikrosantrifiij Eppendorf Minispin Plus
TEM
TEM cihazi JEOL JEM-1011
Inkitbator Niive EN-055
Stereomikroskop Carl Zeiss Stemi305
OPU/ICSI/
BLASTOKIST
Isik mikroskobu Olympos CX21i-LED
KULTURU
Laminar Hava Akim )
Thermo Scientific HeraSafe KS Class II
Kabini
Mikromanipiilatér Leica DMshare
ELIZA Okuyucu Thermo Scientific Multiskan GO UV/Vis
Elektrokemiliiminisens Cobas e411;
ELIZA/EKLIiA Roche Diagnostik
Analizatérii Cobas e601
Orbital Sallayic Marshall Scientific VWR3600

3.2. Cahsma Tiirii ve Etik Kurul Onay:

Bu galisma, tek merkezli ve prospektif olarak yiiriitiildii. Calisma Helsinki
Deklarasyonu hiikiimlerine gore yapildi ve Biruni Universitesi Girigimsel Olmayan

Etik Kurulu’ndan 2017/5-1 no’lu onay alindiktan sonra basladi (EK 1).
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Tim saglikh ve hasta bireylere kendilerini goniillii davet ettigimiz yapilacak
bu ¢alismanin déllenme ve gebelik oranini artirmay: hedefledigi, regl dénemerinin 3.
giiniinde alinan kanlar1 ile hormon ve protein diizeylerinin odlgiilecegi, ICSI
yapilacak hasta bireylerin yumurtalarimn hazirlanirken (Deniidasyon) geride kalan,
yumurtalarimin etrafinda bulunan atilacak olan destek hiicreleri olan kiimiilus
hiicrelerinin  alinarak onlarin canhlik ve 6lim oranlarn ile 6lim cesiterinin
saptanacag: ve ayrica Ozel tekniklerle hiicrelerinin morfolojileri (Dis yiizey sekilleri)
ve hiicre i¢i yapilarimin (Ultrastriiktiir) da analiz edilecegi, bu durumun saglik
durumlarina ve yumurtalarina yapilacak ICSI islemine herhangi bir negatif etkisi
olmayip aksine tam ve tedavi bagarisim 6lgmede ve yiikseltmede pozitif etki

yapacagi anlatildi.

Buna ek olarak, hastalarin kisisel &zelliklerinin kesinlikle hicbir kosulda
paylagilmayacagi, verilerin arastirma amaglar1 disinda kullamlmayacag ve ¢alisma
sonuglarimin  paylagilmasi ve yaymlanmasi asamasinda kisi mahremiyetinin
korunacag bilgisi de verildi. Tiim ¢aligmaya katilan bireylere verilen bilgilerin yazili
oldugu “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” okutuldu, sorulan olanlar cevapland:

ve imzalan alinarak ¢alismaya dahil edildi ve ¢alisma baslad.

3.3. Hasta Profili

Calismaya, Memorial $isli Hastanesi Tip Bebek (IVF) Merkezi’ne
bagvurmug ICSI uygulamalarma kaydolmusg, 20-45 yas araliginda 90 Erkek faktorii
(Sadece erkekte sorun olan, kadimn ise saglikli oldugu grup; EF; Kontrol grubu),
90 AKI ve 90 PKOS tanist konmus kadin katilds.

Erkek faktorii, PKOS ve AKI tanilan Avrupa Konseyi Insan Ureme ve
Embriyoloji Dernegi ve Amerikan Ureme Tibbi Dernegi tarafindan belirlenen

Rotterdam Konsensiis Konferansi kriterlerine gére teshis edildi.
3.3.1. Erkek faktoriinde dahil etme ve dislama kriterleri

Erkek fakt6rii kabul edilmesinde normal yumurtalik kapasitesine, saglikli
yumurtahklara ve diizenli adet dongiilerine sahip, teshis edilebilen belirgin bir
bozukluklari ve/veya hastaliklan (AKI, PKOS, konjenital adrenal hiperplazi, adrojen
salgilayan timorler, Cushing sendromu, erkek kisirhi, tubal patolojiler,
anoviilasyon, hiperprolaktinemi, hipotalamik amenore, daha 6nce gegirilen

yumurtalik cerrahisi, yumurtalik tiimérleri, rahmin anatomik bozukluklar, periton
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i¢i yapigikliklar, endometriozis ve diger pelvik patolojiler, tiroid fonksiyon
bozuklugu ve seker hastaligi gibi diger hormonal bozukluklar, tekrarlanan gebelik
kayiplar1 ve otoimmiin hastaliklar) olmayan ve partnerindeki teshis edilen
hastalik/bozukluk nedeniyle 1 sene boyunca korunmasiz iligkiye girmesine ragmen
gebelifin saglanamamasi kriterler olarak alindi. Buna ek olarak D vitamini, ilag,
sigara ve dogum kontrol hapi kullanan, arada diizensiz adet dénemlerine sahip,
hamilelik durumu olan ile 20-45 yas araligim saglamayan bireyler saglikli olsalar
dahi ¢alismaya dahil edilmedi.

3.3.2. Polikistik over sendromunda dahil etme ve dislama Kkriterleri

Polikistik over sendromu tanisi, sendromun 3 temel 6zelliginden en az ikisi
mevcut  oldugunda konuldu: amenore veya oligomenore (AO), klinik
hiperandrojenism (HA) ve polikistik over morfolojisi. PKOS disinda teshis edilebilen
belirgin bir bozukluklar1 ve/veya hastaliklar1 (AKI, konjenital adrenal hiperplazi,
adrojen salgilayan tiimorler, Cushing sendromu, erkek kisirhgi, tubal patolojiler,
anoviilasyon, hiperprolaktinemi, hipotalamik adet gérememe (amenore), daha énce
gegirilen yumurtalik cerrahisi, yumurtalik tiimorleri, rahmin anatomik bozukluklart,
periton i¢i yapisikliklar, endometriozis ve diger pelvik patolojiler, tiroid fonksiyon
bozuklugu ve seker hastaligi gibi diger hormonal bozukluklar, tekrarlanan gebelik
kayiplan ve otoimmiin hastaliklar) olmayan ve buna ek olarak 1 sene boyunca
korunmasiz iliskiye girmesine ragmen gebeligin saglanamamas:i kriterler olarak
alindi. Ayrica AMH diizeylerinde degisiklik yapabilecegi i¢in D vitamini ve ilag
kullanan, hipovitaminéz D ve hipervitaminéz D durumlarina sahip, sigara kullanan

hasta bireyler ile 20-45 yas aralifini saglamayanlar ¢alisma dis1 birakilmistir.

3.3.3. Agtklanamayan kadin infertilisinde dahil etme ve dislama kriterleri

Agiklanamayan kisirlik tami  teshisi konmasinda normal veya diisiik
yumurtalik kapasitesine, saglikli yumurtaliklara ve diizenli regl dongiilerine sahip,
teshis edilebilen belirgin bir bozukluklar1 ve/veya hastaliklari (PKOS, konjenital
adrenal hiperplazi, adrojen salgilayan tiimérler, Cushing sendromu, erkek kisirlig,
tubal patolojiler, anoviilasyon, hiperprolaktinemi, hipotalamik adet gdrememe
(amenore), daha Once gegirilen yumurtalik cerrahisi, yumurtalik tiimérleri, rahmin
anatomik bozukluklari, periton i¢i yapisikhiklar, endometriozis ve diger pelvik

patolojiler, tiroid fonksiyon bozuklugu ve seker hastaligi gibi difer hormonal
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bozukluklar, tekrarlanan gebelik kayiplari ve otoimmiin hastaliklar) olmayan ve buna
ek olarak 1 sene boyunca korunmasiz iligkiye girmesine ragmen gebeligin
saglanamamas1 kriterler olarak alindi. Aynica AMH diizeylerinde degisiklik
yapabilecegi igin D vitamini ve ila¢ kullanan, hipovitamin&z D ve hipervitaminéz D
durumlarina sahip, sigara kullanan 20-45 yas aralign disinda bulunan hasta

bireylerde ¢alisma dis1 birakilmistir.

3.4. Hasta Ornekleri ve Ana Sonug Olgiitleri

Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu yapilan hasta bireylerde demografik
veriler ile fertilizasyon orani, embriyo sayisi, embriyo kalitesi, MI-MII ve GV oosit
oranlari, antral folikil sayis1 (AFS) degerlendirildi. Ultrasonografik antral follikiil
sayimi regl doneminin 3. giintinde yapildi. Transferden 12 giin sonra insan Koryonik
Gonadotropini Beta (hCGB) Elektrokemiliiminisans immiinotest (EKLIA) bakildi,

pozitif saptananlarda 2 giin sonra katlanarak artig goriilenler gebe olarak kabul edildi.

Adet dongiilerinin 3. giiniinde alinan saglikli bireylerin ve hasta bireylerin
kanlari, serumlan ayrlarak FSH, Liiteinizan hormon (LH), E2, prolaktin (PRL),
tiroid uyarict hormon (TSH) ve AMH seviyeleri EKLIA ile Inhibin B
(INH B) ve MK seviyeleri ise enzim baglantili immiinosorbent test (ELIZA)
kullanilarak incelendi. Yumurta toplama (OPU) giiniinde alinanan folikiil sivisinda
(FS) da MK ve AMH seviyeleri degerlendirildi.

Buna ek olarak, OPU giinii alinan kiimulus hiicrelerinde kiimulus hiicre sayisi
hemasitometre ile sayilarak, canli, 6lii ve apoptotik kiimulus hiicre oranlar1 akim
sitometrik boyama ve kiimulus hiicre i¢i yapilar ise Gegirimli Elektron Mikroskobu
(TEM) ile degerlendirildi.

Deneyler sonrasinda kalan tiim iiriinler imha edildi.

3.4.1. Kandan serum eldesi

Adet dongiisiiniin 3. giiniinde alinan saghikli bireylerin ve hasta bireylerin
kanlari, ptht1 aktivatdrii ve akrilik bazli jel bulunan sar1 kapakli vakumlu tiiplere
alindi. 5-6 defa ters-diiz edilerek nazik¢e karstirilan tiip, 1500 g’de 10 dakika
santrifiij edildi.
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3.4.2.Kiimulus hiicresi ve folikiil sivis1 eldesi

Steril igne kullamlarak 15 mm ¢ap biiyiikliigiine ulagmig folikiilleri igeren
folikiil sivilar1 her hastadan ayri ayri alindi. Sonra folikiiller, folikiil sivisindan
uzaklastirildi.Korana kiimulus hiicrelerinin  durumuna goére oositler 1. derece
immatiir, 2. Derece intermediyer, 3. Derece matiir, 4. Derece postmatiir ve 5. Derece
atretik (Veeck, 1990) olarak degerlendirildi. Folikiiller folikiill sivisindan
uzaklagtinldiktan sonra, yumurtanin etrafinda yer alan korona-kiimuliis hiicrelerini 3
tabaka birakacak sekilde uzaklastirmak i¢in 10 dakika 10 IU/ml hiyaz uyguland:
(Sekil 9). Yumurtadan uzaklastirilan kiimuliis hiicreleri, igerisinde bulunduklarn
hiyaz i¢eren besiyeri ile birlikte 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve tist siv1
atildi. Bdylece eritrosit, 16kosit, hiyazli besiyeri ve artik folikiiler sivi uzaklastirildi.
Tekrar 3 ml besiyeri eklendi ve 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek {ist sivi
atildi. 1 ml besiyeri eklendi. Hiicreler, hemasitometre yardim ile sayild1 (Tanriverdi
et al.,2013; Kahraman et al., 2018). FS, 300 g’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra
iist sivi EKLIA ve ELIZA islemlerinde kullanilmak iizere 1 ml’lik kriyo tiiplere
alinarak vitrifikasyon (Sok dondurma iglemi) uygulandi ve sivi azot tankinda

saklandi.

Sekil 9. Dort kuyucuklu kiiltiir kabinda hiyaz igleminin sematik gosterimi. 1.kuyuya
0.1. IU/ml hiyaz, 2. Kuyuya ITF+Yag, 3. kuyuya Fertilizasyon medyumu+Yag ve 4.
kuyuya ise MITF+Yag kondu.
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Sekil 10. Kiltiire edilmis kiimiilus hiicreleri (Orijinal bityiitme 4x10x2.4)
3.5. Metodlar
3.5.1. Akum sitometri ile analiz

Akim sitometrik Anneksin-V-Fluoresan isotiyosiyanat/propidyum iodid
(Anneksin-V-FITC/PI) ikili boyamas: ile canli, 6lii ve apoptotik hiicre oranlan ticari
kit kullamlarak belirlendi. Kitin 6nerdigi metodda baz kiigiik degisiklikler yapilarak
uygulama yapildi (Erguven et al., 2016). Kiimulus hiicreleri yikanarak igine 4- (2-
hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit tamponu (HEPES), sodyum kloriir,
kalsiyum kloriirden olusan baglama tamponu kondu, karistirildi ve slispansiyon
haline getirildi. 10 pl baglama soliisyonunda 10.000 hiicre olacak sekilde 5 pl
Anneksin V-FITC ve 5 pl PI kondu, 22 °C’de ve karanlkta 15 dakika tutuldu.
Sonra Floresans 6l¢iimii igin akim sitometri cihazinda 6l¢timler alindi ve analizler
yapildi. Analiz sonucunda histogramlarda, sol alt kisim canl1 hiicreleri (Anneksin V-
» PI-), sag alt kisim erken apoptotik hiicreleri (Anneksin V+, PI-), sag iist kisim geg
apoptotik hiicreleri (Anneksin V+, PI+) ve sol iist kisim ise &lii hiicre
popiilasyonlarim gostermekle birlikte toplam apoptotik hiicre yiizdeleri erken ve geg

apoptotik hiicre oranlar toplanarak degerlendirildi.
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3.5.2. Gegirimli elektron mikroskobu ile analiz

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile ultrastriiktiir analizinin ilk adim,
OPU giinii toplanan hiicrelerin 2.5’ luk gluteraldehidde 30 dakika 4 °C’de bekletilerek
ilk fiksasyon ile gergeklestirildi. PBS ile 3 kez 5 dakika yikandiktan sonra, % 1’lik
0s0y ile 30 dakika 4 °C’de bekletildi ve ikinci fiksasyon islemi yapildi. Daha sonra
tigtincii fiksasyon iglemi % 1 uranil asetatta 4 °C’de 15 dakika bekletilerek yapildi.
PBS ile yikand: ve sonra hiicreler 1 ml’lik Eppendorf tiiplerine alindi. Hiicreler, 1000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra taze yumurta aki eklendi ve 3000 rpm’de
6 dakika santrifiij edildi (Coticchio et al., 2016).Yumurta aki iizerine % 70 etanol
kondu ve sertlesmesi igin 2 giin bekletildi. Sertlesmeyi takiben kalip haline gelen
kiimiilus hiicreleri, artan derecelerdeki etanol serilerinden (% 70, % 90, % 96 ve 2
defa % 100 etanol) oda 1sisinda, 10 dakika siireyle gegirildi. Sonra 1/1 oranindaki
propilen oksit/gémme medyumunda (EMBed 812 kit, EMS, Hatfield, PA, ABD) 50
dakika, 1/3 oraminda hazirlanmis propilen oksit/ EMBed 812 rezinde 50 dakika ve
son asamada saf EMBed 812’de 70 dakika bekletildi ve saf epon bulunan doku
gdmme kapsiillerine gomiildii (Coticchio et al., 2016). Kapsiiller, 60 °C’lik etiivde 18
saat bekletildikten sonra ultramikrotom ile 65-70 nm inceliginde kesildi ve bu ince
kesitler nikel gridler iizerine aktarildi. En sonunda 15 dakika % 5°lik uranil asetat ve
sonra 5 dakika Reynold’s soliisyonu ile kontrast iglemi ile tamamlandiktan sonra
gegirimli elektron mikroskobunda (JEOL JEM-1011 Peabody, MA,ABD) incelendi
ve degisik biiylitmelerde fotograflar ¢ekildi.

3.5.3. Elektrokemiliiminisans immiinotest ile analiz
3.5.3.1. Anti-Miillerian hormon seviyelerinin degerlendirilmesi

AMH seviyeleri, EKLIA bazl1 calisan ticari kit kullanilarak analiz edildi (Roche
Diagnostik Factsheet 2019). Monoklonal memeli AMH’ya 6zgii, rutenyum kompleks
ile etiketlenmis antikorla kapli mikroplaka yiizeyine 50 pl serum ve folikiil sivisi
konduktan sonra 15 dakika bekletildi, biotinlenmis monoklonal memeli AMH’ya
Ozgii antikor eklendi ve 9 dakika bekletildi. Streptavidin kapli mikropartikiil
eklenerek biotinlenmis antikora baglanmasi i¢in 9 dakika bekletildi. Tiim islemler,

Roche Cobas €601 cihazi kullanilarak gergeklestirildi.
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3.5.3.2. Folikiil uyarici hormon seviyelerinin degerlendirilmesi

Folikiil Uyarict Hormon seviyeleri, EKLIA bazlh ticari kit kullamlarak analiz
edildi (Roche Diagnostik Factsheet 2019). Kitin, diisiik saptama limiti <0.100
mlU/mL ve 6lgiim aralign 0.100-200 mIU/mL iretici firma tarafindan kullanma
kilavuzunda belirtildi. Monoklonal memeli FSH’a 6zgii, rutenyum kompleks ile
etiketlenmis antikorla kapli mikroplaka yiizeyine 40 pl serum konduktan sonra 15
dakika bekletildi, biotinlenmis monoklonal memeli FSH’a 6zgii antikor eklendi ve 9
dakika bekletildi. Karisima streptavidin kaphi mikropartikiil eklenerek biotinlenmis
antikora baglanmast i¢in 9 dakika bekletildi. Tiim islemler, Roche Cobas €601 cihaz1
kullanilarak gergeklestirildi. Kalibrasyon egrisi kullarnlarak konsantrasyonlar

belirlendi.

3.5.3.3. Liiteinizan hormon seviyelerinin degerlendirilmesi

Liiteinizan hormon seviyeleri, EKLIA bazli ticari kit kullanilarak analiz edildi
(Roche Diagnostik Factsheet 2019). Kitin, diisiik saptama limiti 0.100 mIU/mL ve
Olgtim aralign 0.100-200 mIU/mL iiretici firma tarafindan kullanma kilavuzunda
belirtildi. Monoklonal memeli LH’a 6zgil, rutenyum kompleks ile etiketlenmis
antikorla kapli mikroplaka yiizeyine 20 ul serum konduktan sonra 15 dakika
bekletildi, biotinlenmis monoklonal memeli LH’a 6zgii antikor eklendi ve 9 dakika
bekletildi. Karigima streptavidin kapli mikropartikiil eklenerek biotinlenmis antikora
baglanmas: igin 9 dakika bekletildi. Tiim islemler, Roche Cobas €601 cihazi
kullamlarak ~gergeklestirildi. Kalibrasyon egrisi kullanilarak konsantrasyonlar

belirlendi.

3.5.3.4. Ostradiol seviyelerinin degerlendirilmesi

17p-Ostradiol seviyeleri, EKLIA bazh ticari kit kullamlarak analiz edildi
(Roche Diagnostik Factsheet 2019). Kitin LoB, LoD,LoQ degerleri sirasiyla <11.0
pmol/L (<3 pg/mL), <18.4 pmol/L (<5 pg/mL), <91.7 pmol/L (<25 pg/mL), Ol¢ciim
arali1 5-3000 pg/mL olarak iiretici firma tarafindan kullanma kilavuzunda belirtildi.
Monoklonal memeli Ostradiol’a 6zgii, rutenyum kompleks ile etiketlenmis antikorla
kapli mikroplaka yiizeyine 25 ul serum konduktan sonra 15 dakika bekletildi, iki
tane biotinlenmis monoklonal memeli E2’ye 6zgii antikor ve mesterolen eklendi ve 9
dakika bekletildi. Ornekteki E2 konsantrasyonu ne kadar yiiksek olursa baglanmayan

biotinlenmis antikor o kadar az oldu. Rutenyum kompleks’e baglanmis E2 eklenerek
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baglanmamis biotinlenmis antikorlar doymus hale getirildi. Akabinde eklenen
streptavidin ile kapli paramagnetik mikropartikiiller reaksiyon karisimindaki tiim
biotinlenmis bilesenlere 9 dakika i¢inde baglandi.  Karigim makinenin &lgiim
kuyusuna aktarildi, magnetik ¢ekim ile elektrod yiizeyine mikropartikiiller baglandi.
Kemoliiminisans, fotogogaltic1 ile l¢iildii. Sinyal veriminin, 6rnekteki total dstradiol
konsantrasyonu ile ters orantili oldugu goriilldi. Roche Cobas e601 cihaz
kullanilarak gergeklestirildi. Kalibrasyon egrisi kullarularak konsantrasyonlar

belirlendi.

3.5.3.5. Tiroid uyarici hormon seviyelerinin degerlendirilmesi

Tiroid uyarici hormon seviyeleri, EKLIA bazli ticari kit kullamlarak analiz
edildi (Roche Diagnostik Factsheet 2019). Bu kitin saptama limiti 0.005 pIU/mL,
fonksiyonel duyarliigi 0.014 pIU/mL, 6lgiim aralifi 0.005-100 pIU/mL olarak
tiretici firma tarafindan kullanma kilavuzunda belirtildi. Monoklonal memeli TSH’a
6zgi, rutenyum kompleks ile etiketlenmis antikorla kapli mikroplaka yiizeyine 50 pl
serum konduktan sonra 15 dakika bekletildi, biotinlenmis monoklonal memeli
TSH’a 6zgii antikor eklendi ve 9 dakika bekletildi. Insan TSH’min farkli epitoplarina
karsi gelistirilmis biotinlenmis ve ruthenillenmis antikorlar1 tagiyan TSH ile sandvig-
kompleksi olusturuldu. Karigima streptavidin  kapli mikropartikiil eklenerek
biotinlenmis antikora baglanmasi igin 9 dakika bekletildi. Karigim makinenin 6lgiim
kuyusuna aktarildi, magnetik ¢ekim ile elektrod yiizeyine mikropartikiiller baglandi.
Kemoliiminisans, fotogogaltici ile olgiildii. Sinyal veriminin, 6rnekteki total TSH
konsantrasyonu ile dogru orantili oldugu gériildii. Tiim islemler Roche Cobas e601

cihazi kullamlarak gergeklestirildi.

3.5.3.6. Prolaktin seviyelerinin degerlendirilmesi

Prolaktin seviyeleri, EKLIA bazl ticari kit kullanilarak analiz edildi (Roche
Diagnostik Factsheet 2019). Bu kitin 6l¢tim araligit 1.00 — 10,000 uIU/mL (0.047-
470 ng/mL), diisiik saptama degeri ise 1.00 pIU/mL (0.017 ng/mL) olarak iiretici
tarafindan kullanma kilavuzunda belirtildi. Polietilen glikol (PEG) c¢oktiirmesi
yapilarak 6mekten makroprolaktin ve oligomerler uzaklastirildi. Monoklonal memeli
PRL’ye 0zgii, rutenyum kompleks ile etiketlenmis antikorla kapli mikroplaka
yiizeyine 10pl serum konduktan sonra 15 dakika bekletildi, biotinlenmis monoklonal

memeli PRL’ye 6zgii antikor eklendi ve 9 dakika bekletildi. Karigima streptavidin
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kapli mikropartikiil eklenerek biotinlenmis antikora baglanmas1 i¢in 9 dakika
bekletildi. Karisim makinenin 6l¢tim kuyusuna aktarildi, magnetik cekim ile elektrod
ylizeyine mikropartikiiller baglandi. Kemoliiminisans, fotogogaltici ile olgiildii.
Sinyal veriminin, rnekteki total PRL konsantrasyonu ile dogru orantih oldugu

goriildi. Ttm islemler Roche Cobas €601 cihazi kullamlarak gergeklestirildi.

3.5.3.7.Insan koryonik gonadotropin beta seviyelerinin degerlendirilmesi

Gebelik tayininde hCGp Seviyeleri, EKLIA bazli ticari kit kullanilarak analiz
edildi (Roche Diagnostik Factsheet 2019). Bu kitin  6lgiim  arahip:
0.10-10.000 plU/mL olarak iiretici tarafindan kullanma kilavuzunda belirtildi.
Monoklonal memeli hCGB’ya &zgii, rutenyum kompleks ile etiketlenmis antikorla
kapli mikroplaka yiizeyine 10 pl serum konduktan sonra 15 dakika bekletildi,
biotinlenmis monoklonal memeli hCGB’ya &6zgii antikor eklendi ve 9 dakika
bekletildi. Karisima streptavidin kaph mikropartikiil eklenerek biotinlenmis antikora
baglanmas: i¢in 9 dakika bekletildi. Karigim makinenin 6l¢iim kuyusuna aktanldi,
magnetik ¢ekim ile elektrod ylizeyine mikropartikiiller baglandi. Kemoliiminisans,
fotogogaltici ile Slgiildii. Sinyal veriminin, 6rnekteki total hCGp konsantrasyonu ile
dogru orantili oldugu goriildii. Tiim islemler Roche Cobas ¢601 cihaz kullanilarak
gerceklestirildi

3.5.4.Enzim baglantih immiinosorbent test ile analiz

3.5.4.1. inhibin B seviyelerinin degerlendirilmesi

Inhibin B seviyeleri ELIZA bazhi ticari kit kullamilarak yapildi
(NovusBiologicals Factsheet 2019). Kitin ¢alisma ydntemi kiigik degisiklikler
yaparak izlendi. Standart ¢aliyma soliisyonlar1 (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25,
15.63, 0 pg/mL), serum ve korler her bir kuyucuga 100 pl eklendi ve tizeri kapatildi.
37 ° C'de 90 dakika boyunca inkiibe edildi. Sonra bu sivilar atildi ve yikama
yapilmadan 100 pL Biotinylenmis deteksiyon antikoru eklendi. Uzeri kapatilds,
orbital sallaliyicida yavasca kanstinildi ve 37 © C'de 1 saat inkiibe edildi. Cozelti
atildi ve 350 pl yikama tamponu eklendi. 2 dakika bekletildi ve atildi. Yikama
tamponu ile bu islem 4 defa tekralandi. Sonra her bir kuyucuga 100 pL yabanturbu
peroksidazi (HRP) konjugat ¢alisma soliisyonu eklendi ve 30 dakika boyunca 37 °
C'de inkiibe edildi. Sonra siv1 atildi ve 350 pl yikama tamponu eklendi. islem 6 defa
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tekrar edildi. Bir sonraki agamada her bir kuyucuga 90 puL. Substrat Reaktifi eklendi.
Uzeri 151k gegirmeyecek sekilde ortiildii. 37 °C'de yaklasik 20 dakika inkiibe edildi.
Arada kontrol edildi ve renk degisikligi goriildiigii anda her kuyucuga SOuL
Durdurma Soliisyonu ekleyerek reaksiyon durduruldu. Her bir kuyucugun absorbans
degeri 5 dakika iginde 450 nm dalga boyuna ayarlanmig bir mikroplaka okuyucu ile
oleiilda.

3.5.4.2. Midkin seviyelerinin degerlendirilmesi

3.5.4.2.1. Orneklerin total protein seviyelerinin belirlenmesi

Midkin protein seviyelerinin serumda ve FS’inda degerlendirilmesi Bradford
yoOntemini esas alan ticari protein kiti (Quick Start™ Bradford Protein Assay 1; Bio-
Rad Laboratories, Inc. Miinih, Almanya) kullamlarak gerceklestirildi (Biorad
Laboratories Factsheet 2019; Bradford 1976) Deneyler, kitin 6nerdigi test uygulama
sartlarinda yapildi (Ergiiven ve ark., 2011). Protein seviyesi saptama araligi 125-
1500 pg/ml olan mikroplaka standart testi tercih edildi. 2 mg/ml Stok siir serum
albumini stogu 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 0 pg/ml olan protein
standartlan seklinde hazirlandi. Mikroplaka kuyularina 5 pl serum, folikiil sivisi ve
standartlar konduktan sonra 250 pl metanol ve fosforik asit iceren boya ayraci
kondu ve ¢ok kanalli pipet kullanilarak kanstirildi. Her 6mek ve standart iiglii
tekrarla galigildi. Oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten sonra ELIZA mikroplaka
okuyucuda boya ayiract ve su kor olarak kulanildi ve hepsi birlikte 595 nm’de
okunarak absorbanslar1 olgiildii. Standart egri kullanilarak 6rneklerin protein
konsantrasyonu belirlendi. MK protein seviyesi ol¢iimii igin 6rnekler mikroplaka
kuyularina 100 pl hacimde konacagi igin 100 pl’de total protein seviyesi ayn1 olacak
sekilde diliisyonlar yapildi.

3.5.4.2.2. Midkin ELIiZA

Serumda ve folikiil sivisinda MK protein seviyeleri, iireticinin kullanim
talimatlarina uygun bazi degisiklikler yapilarak ticari ELIZA kiti (Midkine ELISA,
Cellmid Limited, Sydney, Avustralya) kullamlarak tespit edildi (Ergiiven et
al.,2011). MK kapli 96 kuyucuklu mikroplakalara kuyu basmma 100 pl test
numuneleri, pozitif kontroller (Biri ELIZA kitinde yer alan ve biri de yiiksek

konsantrasyonda MK eksprese eden T98 glioblastoma hiicrelerinden elde edilen
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lizat) ve MK stok standardinin 107 pg/ml'lik bir konsantrasyonda seyreltilmesiyle
elde edilen standartlar (Konsantrasyonlar1 0, 25, 50, 100, 250, 500, 750 ve 1.000
pg/ml) kondu ve orbital sallayicida siirekli galkalama ile 2 saat boyunca oda
sicaklifinda bekletildi. Standartlar, kontroller ve omnekler iglii tekrarlar halinde
kuyucuklara konmustur. Durdurucu soliisyon uygulamasi disinda her adimdan sonra,
kit tarafindan saglanan yikama tamponu ile dort yikama gergeklestirilmistir. Detektor
antikoru (100 ul/kuyu) ilave edildi ve orbital sallayicida siirekli ¢alkalama ile 1 saat
oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra kuyu basina 100 pl streptavidin-
peroksidaz soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Sonra 100 pl
substrat soliisyonu eklenip 10 dakika orbital sallayicida siirekli ¢alkalama ile oda
1sisinda, karanhkta bekletildi. MK pozitifligini gdsteren konsantrasyona baglh
degisen cesitli mavi tonlan goriildiikten sonra substrat soliisyonu dokiilmeden
tizerine 100 ul durdurucu soliisyon eklendi. Bundan sonra reaksiyonun durdugunu
gosteren sar1 renk olusumu goriildii ve 3 dakika i¢inde bir ELIZA mikroplaka
okuyucusu (Multiskan GO UV/Vis) kullanilarak 450nm dalga boyunda 6l¢tilmiistiir.

3.6. Oositin degerlendirilmesi

Mayotik ag goriilen, 1. Kutup cismini atmig olan yumurtalar metafaz II
asamasinda kabul edilmektedir. Ozellikle mayotik aglarin konumu ve durumu
yumurtanin gelisiminin tamamlanmasi i¢in 6nemli kabul edilmektedir (Rienzi et al.,
2005).

MI Qosit MIl Qosit immatiir
Oosit

(Rienzi et al., 2005)

Sekil 11. Oosit siniflandirilmasinin sematik gosterimi.

3.7. Fertilizasyon ve embriyo kalitesinin degerlendirilmesi

Déllenme, enjeksiyondan 16 saat sonra degerlendirildi ve zigotlar, (1)

Normal fertilizasyon (iki proniikleus mevcudiyeti) ve (2) Anormal fertilizasyon
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(proniikleus sayisi ikiden fazla) sergileyenler olarak siniflandirildi. Proniikleusu
olmayan oositler atildi. Embriyolar Veeck’in morfolojik derecelendirme sistemine
gore degerlendirildi 1. Derece: Esit boyutta ve sitoplazmik fragmanlar olmayan
blastomerler; 2. Derece esit boyutta ve kiigiik sitoplazmik fragmanlar veya
kabarciklar igeren blastomerler; 3. Derece belirgin olarak esit olmayan boyutlarda
bulunan ve az sitoplazmik fragman igeren veya hig sitoplazmik fragman igermeyen
blastomerler; 4. Derece: esit veya esit olmayan boyutlarda ve belirgin sitoplazmik
pargalanma gériilen blastomerler; 5. Derece: Siddetli veya tam pargalanma goriilen

farkl1 ebatlarda az sayida blastomerler.
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(Salehi et al., 2017).

Sekil 12. Fertilizasyon degerlendirilmesinin sematik gosterimi.
3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Sonuglar IBM SPSS Statistics (Versiyon 25) programi kullanilarak
istaistiksel anlamlihk yoniinden degerlendirildi. ki grubu karsilastirirken Student--
Test ve ikiden fazla grup kargilastirilirken Kruskal-Wallis'in post hoc testi ile tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) yapildi. Sonuglar ortalama+standart sapma (SD)
olarak gosterildi. Istatistiksel olarak p<0.05 anlamli, p<0.01 yiiksek anlamli ve
p<0.001 cok yiiksek anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Cahsmaya Katilan Hasta Bilgileri

Calismada kiimulus hiicreleri, serum ve folikiil sivilari kullamlan ICSI

hastalarina ait bilgi Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Cahismaya katilan hasta bilgileri

Tablo,
ortalama+SD olarak gosterilmistir. Student-t-Test *p<0.05, °p<0.01 ve “p<0.001

Student-#-Test analiz sonuglanmi  gdstermektedir. Sonuglar,
kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli, “p<0.05, Bp<0.01, Cp<0.001 PKOS
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli, ' p>0.05 Kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli degil ve ? p>0.05 PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
degil olarak kabul edilmistir. AFS: Antral Folikiil Sayisi, VKI: Viicut Kitle indeksi,
GV:  Germinal vezikill (Mayozun profaz evresinde duran oosit maturasyonu),

MI:1. Mayotik metafaz, MII: 2. Mayotik metafaz.

. EF PKOS GRUBU AKi GRUBU
DEGISKENLER
N=90 N=90 N=90
Yas (Yil) 31.31+4.84 31.42+5931" 32.26+4.90 2
VKi 25.30+4.55 28.50+5.03 2 24.95+4.35 LA
Endometrium kalinhg: . -
10.68+2.06 10.51£1.75 10.01+2.05
(mm)
AFS 7.89 + 4.00 1528+ 6.76 " 6.71+3.41%C
Oosit sayisi 8.37+4.70 1422 +6.78 P 7.97+4.41"¢
GV 0.92+0.23 2.78+0.89 ¢ 0.67+0.39 €
MI 0.14 + 0.45 211+031°" 0.08+0.11%¢




MII 6.13 +3.55 7.63+4.42% 6.32+2.89 ™A
Fertilize oosit sayis 4.82 £2.76 5.00+3.17 4.39+2.90 A
Fertilizasyon yiizdesi
45+7.6 65.3£9.2°¢ 43+6.7 *A
(“o)
Embryo sayisi 4.71£2.80 493+£3.37* 4.47+2.80 4
iiyi kalite embryo 2.79+1.65 2.73£1.93 ¢ 2.1 +1.76*
sayisi (3. Giin)
Gebelik yiizdesi
26.7+£6.23 21+4.92 23.443.12 %4
(Sak+) (%)

Gruplar arasi degerlendirmede en yiiksek VKI, PKOS grubunda saptand:
(p<0.05). En kalin endometrium, kontrol grubunda belirlendi (p>0.05). En yiiksek
AFS (p<0.01), oosit sayis1 (p<0.01), GV (p<0.001) ve MI-MII oosit sayis1 (p<0.01-

p<0.05), fertilize oosit sayis1 (p<0.05), fertilizasyon oran1 (p<0.05) ile embriyo

sayis1 (p<0.05) PKOS grubunda saptandi. 3. giin iyi kalite embriyo sayisi ise en

yiiksek kontrol grubunda saptandi (p<0.01). Klinik gebelik degerlendirildiginde en

yiiksek gebelik yiizdesi kontrol grubunda saptand1 (p<0.01).
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4.2, Kiimulus Analiz Bulgular

Akim sitometrik kiimulus analiz sonuglann  Sekil 13‘de ve Tablo 5’de

gosterilmisgtir.
Al A2 A3 Al AS Ab
3 i 2 ] 1 L 5 W g o Wl X
- " ™ 0
%3 %1 =:aa S T T T I - wﬂ;“ ) 7 TR
Bl B2 B3 B4 85 Bb
2 2 W 2 $ %24 o A 3 TR fl
A V) :.5:& L ME N S 3 w0 sy AR W
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W w0 % wm s % W W s % sm
us ST . N | m_-m S TN T, TR S S

Sekil 13. Akim sitometri analiz sonuglar histogramlari.

Analiz sonucunda histogramlarda, sol alt kisim canh hiicreleri (Anneksin
V-, PI-), sag alt kisim erken apoptotik hiicreleri (Anneksin V+, PI-), sag list kisim
geg apoptotik hiicreleri (Anneksin V+, PI+) ve sol iist kisim ise 6lii hiicre
popiilasyonlarimi gdstermekle birlikte toplam apoptotik hiicre yiizdeleri erken ve geg
apoptotik hiicre oranlar toplanarak degerlendirildi. Sonuglar, ortalama (%) olarak
panellerde gosterilmistir. A. Kontrol grubu (Erkek faktdrii): Al, 39 Yas, Gebe;
A2, 39 Yas, Gebe degil; A3, 33 Yas, Gebe; A4, 33 Yas, Gebe degil; A5, 25 Yas,
Gebe; A6, 25 Yas, Gebe degil. B. AKi grubu: B1, 39 Yas, Gebe; B2, 39 Yas, Gebe
degil; B3, 33 Yas, Gebe; B4, 33 Yag, Gebe degil; BS, 28 Yas, Gebe; B6, 28 Yas,
Gebe degil. C. PKOS grubu: C1, 39 Yas, Gebe; C2, 39 Yas, Gebe degil; C3, 33
Yas, Gebe; C4, 33 Yas, Gebe degil; C5, 25 Yas, Gebe; C6, 25 Yas, Gebe degil.
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Tablo 5. Kiimulus analiz bulgular:

Tablo, Student-f-Test analiz sonuglarimi  g&stermektedir.  Sonuglar,
ortalama+SD olarak gosterilmistir. *p<0.05, °p<0.01 ve °p<0.001 kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli, *p<0.05, ®p<0.01, “p<0.001 PKOS grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli, ' p>0.05 Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh degil ve * p>0.05 PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamh degil
olarak kabul edilmistir. Buna ek olarak, erken apoptotik hiicre orani ile geg apoptotik
hiicre oraninin grup iginde kiyaslamasinda Student--Test “p<0.05, *p<0.01, “p<0.001
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. * Toplam apoptotik hiicre yiizdesi, erken

ve ge¢ apoptotik hiicre yiizdelerinin toplami olarak tabloda belirtilmistir.

. EF PKOS GRUBU AKi GRUBU
DEGISKENLER
N=90 N=9( N=90
Kiimulus hiicre sayisi
158.652+£56.507| 249.351£26.119°¢ 148.762+57.300 ¢
(Oodksit basina)
Canli Hiicre Yiizdesi
65.38+20.71 45.96+20.00 ¢ 56.70+9.56 >B
(%)
Erken Apoptotik c
9.81+8.22 20.79+7.51°¢ 11.54+8.24%
Hiicre Yiizdesi (%)
Geg¢ Apoptotik Hiicre i 5
19.80+7.54% 26.80+15.00>" 24.19+£10.84*"7
Yiizdesi (%)
Total Apoptotik
29.61+15.76 47.59+22.51°¢ 35.73+19.08 <€
Hiicre Yiizdesi (%)*
Olii Hiicre Yiizdesi 7.57+6.27 ~A
6.11+4.14 6.45+8.79 *
(%)
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Gruplar arasi kargilastirmada, oosit basina diisen kiimulus hiicre sayist en
yiiksek PKOS grubunda saptandi (p<0.001). En yiiksek canli hiicre orani kontrol
grubunda belirlendi (p<0.05). En yiiksek erken apoptotik hiicre yiizdesi (p<0.01),
geg apoptotik hiicre yiizdesi (p<0.05) ve total apoptotik hiicre yiizdesi (p<0.001),
PKOS grubunda saptandi. Olii hiicre orani, en yilksek AKI grubunda goriildi
(p<0.05).

4.3. Serum ve Folikiil S1ivis1t Hormon ve Protein Analiz Bulgular:
Serum ve FS hormon ve MK bulgular1 Tablo 6, Tablo 7 ve Tablo 8de
gosterilmistir.

Tablo 6. Serum ve folikiil sivis1 hormon ve protein analiz bulgular

Tablo,
ortalama+SD olarak gosterilmistir. %p<0.05, °p<0.01 ve ‘p<0.001 kontrol grubuna

Student-f-Test analiz sonuglarimi  gdstermektedir.  Sonuglar,

gore istatistiksel olarak anlamli, *p<0.05, ®p<0.01, “p<0.001 PKOS grubuna gore

' p>0.05 Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

istatistiksel olarak anlaml,
anlamh degil ve 2 p>0.05 PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamh degil

olarak kabul edilmistir. S: Serum, FS: Folikiil S1visi.

B EF GRUBU PKOS GRUBU AKi GRUBU
DEGISKENLER
N=90 N=90 N=90
sFSH (mIU/ml) 6.41+2.14 5.54+3.05" 6.61+2.34 1A
sLH (mIU/ml) 423+3.52 59+2.19° 4.25+2.09 1B
sLH/FSH 0.66 1.06° 0.64 ¢
sE2 (pg/ml) 41.63+21.47 35.36+12.18 44.82+22.49 B
sPRL (ng/ml) 14.48+7.10 17.46+9.03 ° 19.16+9.39 ¥4
sINH B 62.20+47.83% | 69.90+31.78 *B
67.70+ 32.45
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STSH (miULL) 1.68+0.38 4.19+1.88 " 2.004:0.42 >¢
sAMH (ng/ml) 2.89+2.52 5.89+3.11° 2.64+2.43 €
sMK (pg/ml) 252454 42345 ¢ 250+32 &€
fsAMH (ng/ml) 5.31+0.52 7.91£2.15° 4.9£1.22 1€
fsMK (pg/ml) 355+57 541450 ¢ 349+48 *C

Serum degerlerinin gruplar arasi degerlendirmesinde en yiiksek sFSH degeri
AKI grubunda saptandi (p<0.05). En yiksek sLH degeri ise PKOS grubunda
belirlendi (p<0.001). LH/FSH orani ise en yiiksek PKOS’da bulundu (p<0.001). sE2
seviyeleri en yiiksek AKI grubunda saptandi. En yiiksek sPRL seviyeleri PKOS
grubunda (p<0.05), sINB seviyeleri ise EF’den az bir farkla en yiiksek AKI
grubunda (p<0.001) belirlendi. sTSH seviyelerinin en yiiksek degeri ise yine PKOS
grubunda saptandi (p<0.001). En yiiksek sSAMH (p<0.001) ve sMK (p<0.001)
seviyeleri, PKOS grubunda saptand:.

Folikiil stvis1 degerlerinde en yliksek fSAMH (p<0.001) ve fsMK (p<0.001)
seviyeleri, yine PKOS grubunda saptandi. Serum ve folikiil sivis1 fSAMH ve fsMK
degerleri karsilastinldiginda, folikil siviss AMH ve MK degerlerinin fsAMH
(p<0.001) ve fsMK (p<0.001) degerlerinden daha yiiksek oldugu belirlendi.
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Tablo 7. AMH ve MK diizeylerininin gebelik pozitiflik ve negatiflige gére
analizi

Tablo,
ortalama+SD olarak gosterilmistir. *p<0.05, *p<0.01 ve “p<0.001 kontrol grubuna

Student-f-Test analiz sonuglanmi  g&stermektedir.  Sonuglar,
gore istatistiksel olarak anlamh, “p<0.05, ®p<0.01, “p<0.001 PKOS grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli, ' p>0.05 Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli degil ve * p>0.05 PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlaml degil

olarak kabul edilmistir. S: Serum, FS: Folikiil Sivisi.

Gebe (-) Gebe (+)
EF PKOS AKI EF PKOS AKi
DEGISKENLER | GRUBU | GRUBU | GRUBU | GRUBU | GRUBU | GRUBU
sAMH (ng/ml) 2.94+2.38 |5.5043.40°(2.77+2.67*| 2.88+2.47| 6.28+2.82° | 2.50+2.38%C
sMK (pg/ml) 258+59 | 350452° | 265+35' | 24649 | 496+38° | 243+29'C
fSAMH (ng/ml) 6.13+0.64 |9.00+2.25°|5.60+1.25%¢|4.49+0.40| 6.82+2.05° |4.20+1.19*C
fsMK (pg/ml) 370+64 | 497+50° | 365+49%C | 340+50 | 585+49° | 332+47°C

Gebelik goriilmeyen bireylerde gruplar arasi karsilastirmalarda sAMH

(p<0.001) ve fsSAMH (p<0.001) seviyelerinde en yiiksek degerler PKOS grubunda
gorildi. Aym grubun sMK (p<0.001) ve fsMK (p<0.001) gruplar arasi
degerlendirmelerinde yine en yiiksek degerler PKOS grubunda goriildii. Gebelik
goriilen grupta sAMH ve fs AMH degerlerinde ayn: bulgulara rastlandi (Psanmm
<0.001; Pgamnu <0.001; Pygux <0.001; Pggvk <0.001).

Gebe olanlarin SAMH ve fSAMH degerleri gebe olmayanlarla ikili gruplar
halinde kiyaslandiginda, bu degerlerin tiim gruplar i¢in gebe olanlarda daha diisiik
oldugu saptandi (SAMH: Pgonror<0.05; Ppgos<0.05; Paxi<0.05), (fsAMH:
Pkontro<0.01; Ppros<0.001; Paki<0.01). Gebe olanlarin sMK ve fsMK degerleri gebe
olmayanlarla ikili gruplar halinde kiyaslandiginda, bu degerlerin de tipki AMH
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degerleri gibi tim gruplar igin gebe olanlarda daha diisiik oldugu saptandi
(sMK: Pxonirol <0.05; Ppgos <0.001; Paki<0.01), (fsMK: Pkonor<0.01; Ppkos<0.001;
Paki <0.01).
Tablo 8. AMH ve MK diizeylerininin gebelik negatif bireylerde yasa gire
analizi
Tablo, analiz

ortalama+SD olarak gosterilmistir. *p<0.05, °p<0.01 ve °p<0.001 kontrol grubuna

Student-#-Test sonuglarini  gSstermektedir.  Sonuglar,

gore istatistiksel olarak anlamli, “p<0.05, Bp<0.01, Cp<O.OOI PKOS grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli, ' p>0.05 Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh degil ve * p>0.05 PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degil

olarak kabul edilmistir. S: Serum, FS: Folikiil Stvis1.

GEBE (-)
YAS<35 YAS>35
. EF PKOS AKI
EF PROS AKI GRUBU | GRUBU | GRUBU
DEGISKENLER| GRUBU | GRUBU | GRUBU
SAMH (ng/ml) | 3.23+2.61 |6.20+3.41°|2.9342.81%C|2.65+2.15| 4.79+3.39"| 2.60+2.52!2
sMK (pg/ml) 264463 | 370£56° | 312+36%° | 240452 | 330+47° | 285+34%A
fsAMH (ng/ml) | 6.17£0.67 |9.20+2.26"|5.79+1.29*B| 4.45+0.61| 8.80+2.24°| 5.40+1.21>B
fSMK (pg/ml) | 38370 | 510+52° | 380+51"C | 357457 | 484+47° | 349+46'2

Gebelik goriilmeyen bireylerin 35 yas ve alti alt grubu, gruplar arasi

kargilagtirmalarda SAMH (p<0.001) ve fSAMH (p<0.001) seviyelerinde en yiiksek
degerler PKOS grubunda goriildii. Ayni grubun sMK (p<0.001) ve fsMK (p<0.001)

gruplar aras: deZerlendirmelerinde yine en yiiksek degerler PKOS grubunda goriildi.
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35 yas ustii grupta da sSAMH ve fs AMH degerlerinde aym bulgulara rastland (Psamy
<0.01; Prsamy <0.001; Pouk <0.001; Prmk <0.01).

35 yas ve alti SAMH ve fsSAMH degerleri ile 35 yas {istii ikili gruplar halinde
kiyaslandiginda, bu degerlerin tiim gruplar i¢in 35 yas ve tstiinde daha yiiksek
oldufu saptandi (SAMH: Pionror<0.01; Ppgos<0.01;  Paki<0.05), (fsAMH:
Pxontro1<0.01; Ppros<0.05; Paki<0.05). 35 yas ve alt1 sMK ve fsMK degerleri ile 35
yas iistil ikili gruplar halinde kiyaslandiginda, bu degerlerin tiim gruplar igin 35 yas
ve lstinde daha yikksek oldugu saptandi (SMK: Pyoni<0.05; Ppros<0.05;
Paki<0.05), (sMK: Pxontro1<0.05; Ppros<0.01; Paki<0.01).

4.4. Ultrastriiktiir Analiz Bulgular

4.4.1.35 yas ve alti, gebe deneklerin kiimulus hiicrelerinin ultrastriiktiirel analiz

bulgular:

35 yas altindaki kontrol grubundaki gebe deneklerden elde edilen sonuglara
gore kumulus hiicrelerinin bazilarimin hiicre biitiinliigiiniin tam oldugu, bozulmamis
cekirdek ve hiicre zarlan ile gekil degisikliklerine ugramams, dis zar ve kristasi
bozulmamig saglikli mitokondrilere sahip olduklar, bazi kumulus hiicrelerinin de
fazla olmamakla birlikte degisik biiyiikliklerde yag damlaciklari tagidiklar
gorilmugtir (Sekil 14/A1). Ayrica kontrol grubundaki baz: hiicrelerin apoptotik
gorlinime sahip oldugu ve apoptotik cisimcikler ile hiicre kalintilarinn oldugu

gorilmiistiir (Sekil 14/A2).

Polikistik over sendromu kiimuliis hiicrelerinde de hiicre ve niikleus zari
biitiinliigiiniin bozulmadif: goriilldii. Cok sayida hiicrenin nikleus zarinda
invaginasyon oldugu saptand: (Sekil 14/B1). PKOS kiimiilus hiicrelerinde ilk g6ze
¢arpan yapisal farklilik, hiicrelerin btk bir boliimiinde gesitli buiyiikliiklerdeki yag
damlaciklarnm  sayisinin ¢ok fazla olmasi ve yine ¢ok fazla sayida degisik
bityiikliiklerde otofajik vakuollerin varhgmin goriilmesidir (Sekil 14/B1). Buna ek
olarak, fazla sayida hiicrenin apoptotik goriiniime sahip oldugu gériildii ve fazla

sayida olmakla birlikte hiicre kalintilarina rastlandi.

Agiklanamayan kadin infertilitesi gruplarinda, hiicre ve niikleus zarlarinin
biitlinliigtiniin korundugu goriildii. Baz1 hiicrelerin niikleus zarlarinda invaginasyon
oldugu saptandi (Sekil 14/C1). Baz1 hiicrelerde fazla olmamakla birlikte cesitli

boyutlarda vakuoller oldufu goriildi. Buna ek olarak, hiicrelerin bazilarmmn

71



sitoplazmalarinda fazla olmamakla birlikte degisik bityiikliiklerde yag damlaciklari
oldufu saptandi (Sekil 14/C1). Aynica bazi hiicrelerin nekrotik ve apoptotik

goriinlime sahip oldugu goriildii.

4.4.2.35 yas iistii, gebe olmayan deneklerin kiimulus hiicrelerinin

ultrastriiktiirel analiz bulgular:

35 yas alti gebe olmayan kontrol grubundaki deneklerden alinan kiimulus
hiicreleri, 35 yas altindaki gebe kontrol grubundaki deneklerin kiimulus hiicreleri ile
kiyaslandifinda hiicre ve nikleus zan biitiinliiklerinin korundugu, yine baz
hiicrelerde daha fazla olmamakla birlikte yag damlaciklarimin gériildiigii ancak sekil
degisikligine ugramis ve krista hasar1 olusmus mitokondrilerle beraber biraz daha

sayis1 artmig apoptotik goriiniimlii hiicre bulgularina rastlanmigtir (Sekil 14/A2).

Polikistik over sendromu kiimuliis hiicrelerinde de hiicre ve niikleus zari
biitiinliigiini koruyan hiicreler olmakla birlikte bazi hiicrelerin zarlarinin bozuldugu
goriildii. Daha ¢ok sayida hiicrenin niikleus zarinda, invaginasyon oldugu saptandi.
35 yas altina gore sitoplazmalarinda biraz daha fazla sayida gesitli biiyiikliiklerde yag
damlaciklarini tagiyan hiicrelerin sayisinda da artis gériildii. Buna ek olarak,
sitoplazmalarinda degisik biiyiiklilklerde otofajik vakuol tasiyan bu hiicrelerin
sayisiun igerdikleri otofajik vakuol saysi ile birlikte arttifn goriildi (Sekil 14/B2).
Buna ek olarak, apoptotik gériintime sahip hiicrelerin ve hiicre kalintilarinin da daha

fazla artmis oldugu goriildii (Sekil 14/B2).

Agiklanamayan kadin infertilitesi gruplarinin kiyaslamasinda ise hiicre ve
niikleus zarlarinin biitiinliigtinéi korundugu, niikleus zarlarinda invaginasyon olan
hiicreler ile sitoplazmalarinda gesitli boyutlarda vakuoller igeren hiicrelerin vakuol
sayisi ile birlikte biraz daha arttig1 gortldii (Sekil 14/C2). Ayrica, sitoplazmalarinda
biraz daha fazla olmakla birlikte degisik biiyiikliiklerde yag damlaciklan igeren
hiicrelerin artin saptandi (Sekil 14/C2). Nekrotik ve apoptotik goriiniime sahip
hiicrelerin sayisinda da 35 yas altina gore biraz daha fazla artig goriildii
(Sekil 14/C2).
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Sekil 14. Kiimulus hiicrelerinin gegirimli elektron mikrograf degerlendirmeleri.

35 yas alti gebe Al. Kontrol grubu (Erkek faktorii), (Orjinal biiyiitme
x7500); B1. PKOS grubu, (Orjinal biiyiitme x7500); CI1. AKI grubu, (Orjinal
bitylitme x7500). 35 yas iistii gebe olmayan A2. Kontrol grubu (Erkek faktorii),
(Orjinal biyiitme x7500); B2. PKOS grubu, (Orjinal biiyiitme x10k); C2. AKI
grubu, (Orjinal biiylitme x5000). mi:Mitokondri, ov:Otofajik vakuol, n:Niikleus,
ha:Hiicre arti1, ac: Apoptotik cisim, yd: Yag damlacigi, (—): Nekrotik hiicre.

73



5. TARTISMA

Caligmamizda klinikte yumurta kapasitesini belirlemede ve yumurtaliga bagh
hastaliklann teshisinde yaygin kullanilan ancak son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
givenilirlik siirlan ile ilgili stiphe duyulan AMH’na altematif olabilecek ve/veya
AMH sonuglarimi da giivenilirlik simirlan igine gekebilecek yeni bir belirteg olarak
oositlerden salinan, gonadatropinlerden etkilenmeyen, menstrual sikluslarda
seviyeleri degismeyen, primordiyal folikiillerden oosit olusumunu tesvik eden MK
proteini, a¢iklanamayan infertilite olgularinin serum ve folikiil sivilar ile kiimulus

hiicrelerinde, saglikli bireyler ve PKOS olgulan ile kiyaslayarak incelendi.

Polikistik over sendromu hiperandrojenizm, anoviilasyon, insiilin rezistansi
(IR) ve obezite ile karakterize edilen tireme ¢agindaki kadinlarda % 6-8 oraninda
goriilme siklig1 ile kronik anoviilasyon infertilitesinin en sik sebebini olusturmaktadir
(Shi et al., 2012; Franks et al., 1995). Mevcut ¢alisgmada PK.OS grubu, PKOS tani ve
tedavisinde altin parametre olarak kabul edilen yiiksek AMH seviyesi ve yapilan 6n

¢aligmalarda yiiksek MK seviyesi nedeniyle pozitif kontrol grubu olarak kullanld:.

Viicut kitle indeksi degerlerinin, kontrol gruplan ile AKI hastalar arasinda
istatistiksel olarak anlamli olmayan ¢ok az derecede azalmaya sahip oldugu bazi
¢aligmalarda gosterilmistir (Orouhi et al., 2018). Bu ¢aliymalarda oldugu gibi mevcut
¢alismada AKI grubu VKI degerinin, kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli

olmayan gekilde biraz daha az oldugu saptandi.

Lutenizan hormon/Folikiil stimulan hormon orami degerlendirildiginde
Wiveko et al. 'un (2014) yaptig1 calismada FSH diizeyi PKOS hastalarinda kontrollere
kiyasla anlaml derecede diisik bulundu. Cahismamizda, Wiveko et al.’'un (2014)
yaptigi ¢alisma ile uyumlu olarak PKOS grubunda en diisiik FSH diizeyi saptandi.
Pellat et al. (2007) yaptig1 ¢alismaya gore, FSH'nin AMH iiretimi ve graniiloza
hiicrelerinde AMH'nin mRNA ekspresyonu iizerine bir etkisi olmadigi goriilmiig
ancak Piouka et al (2009) yaptigi ¢alismada PKOS hastalarinda FSH
uygulamasindan sonra AMH'de % 30'a kadar belirgin bir azalma oldugu
saptanmistir. Bu calismada ise en yitksek AMH degeri PKOS’lu hastalarda
bulundugu i¢in Pellat et al. 'un (2007) yaptig1 ¢alismanin verileri ile uyumlu olarak
FSH’1n AMH seviyeleri lizerine etkisi olmadigi sonucuna varildi. AKI ve EF’de

LH/FSH oranlar1 kiyaslanildigi zaman her iki gruba ait degerler arasinda istatistiksel
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olarak anlamli olmayan kiigiik bir fark goriildii, ancak AKI ile PKOS arasinda
istatistiksel olarak anlamli biiyiik bir fark saptandi. Kaya ve ark.’nin (2019) yaptign
¢alismada da AKI ve PKOS gruplarindaki LH/FSH degerlendirmelerinin sonuglar

calismamizla uyumlu bulundu.

Das et al. 'un (2008), PKOS’un anoviilatuar déngiileri sirasinda, GH'lerinde
aromataz ekspresyonunun artisina yonelik diizenlemesinin basarisiz olmasi ve
folikiiler mikrogevrede 17-Beta stradiol (E2) konsantrasyonunda da artislar olmasi
baz alarak EF ve PKOS karsilasgtirmali yaptif1 ¢alismada (Das et al., 2008), Sstrojen
seviyeleri EF’ye gore PKOS’da yiiksek bulunmustur ve bunun nedenin de 6strojen
reseptorlerinde meydana gelen mutasyonlar oldugu gésterilmistir. Mevcut ¢alismada
da Das et al. 'un (2008) yaptig1 ¢alisma ile uyumlu olarak benzer veriler elde edilmis,
en yiiksek strojen seviyesi PKOS grubunda saptanmistir. Meveut ¢alismada, AKI
grubunun E2 seviyeleri ile EF grubu seviyeleri arasindaki fark ¢ok yiiksek olmasa da
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu verilemiz, Kaya ve ark. (2019) yaptig

caligmada da E2 bulgular ile de ayni sekilde birebir uyumluluk gostermektedir.

Tiroid hormonlar1 over fonksiyonunu yiiksek PRL ve degismis GnRH
sekresyonu ile dogrudan ve dolayli olarak etkilemektedir. Tiroid fonksiyon
bozuklugu olan kadinlarda over yetersizligi yaygindir (Murto et al, 2013). Serum
PRL seviyelerinin yiikselmesi, pulsatii GnRH salgilanmasi ve FSH ve LH
salimminin inhibisyonu iizerindeki simrlayici etkisinin bir sonucu olarak adet
bozukluklari ile iliskilendirilmistir (Murto et al, 2013). Ayrica, hiperprolaktineminin,
ovulatdr fonksiyon bozuklugu ile iligkili oldugu ve hem hipotiroidizm hem de
hiperprolaktineminin infertilitede ¢ok nemli bir rol oynadig: gosterilmistir (Murto et
al, 2013). Serum TSH diizeyi yiiksek olan infertil kadinlarin, TSH diizeyi normal
olan kadinlardan daha diisiik gebelik oranlarina sahip olduklari daha o6nceki
yayinlarda gosterilmistir (Murto et al, 2013). AKI grubunun, kontrol grubuna gore
yiiksek TSH seviyelerine sahip oldugu Orouhi et al. (20]8) tarafindan gosterilmistir.
Orouhi et al’'un (2018) yaptig1 aym ¢alismada infertilite’nin nedeni olan yiiksek PRL
degerleri de aragtirilmus, iki grup arasinda belirgin bir fark bulunamamistir. Kaya ve
ark.'min (2019) PKOS, EF ve AKI ile yaptig1 calismada en diisiik PRL seviyesi
PKOS’da ve en yiksek PRL seviyesi ise EF’de goriilmiistiir. Aym ¢alismada TSH
seviyeleri de degerlendirilmis en diisiik TSH seviyesi PKOS’da goriiliirken en

yiiksek TSH seviyesi ise AKi’den az bir farkla EF’de saptanmistir. Mevcut
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calismamizda ise en yiiksek ve en diisiik PRL diizeyi sirasiyla AKi’de ve EF’de
saptanmigtir. Bu ¢aligmanin verileri Orouhi et al. (2018) ve Kaya ve ark. (2019)
verileri ile uyumlu degildir. TSH ile ilgili de yine Kaya ve ark. (2019)’nin ait veriler
ile uyumlu olmayan veriler mevcut ¢aligmamizda elde edilmistir. Buna gére mevcut
calismamizda en yiiksek TSH seviyesi PKOS’da saptanirken en diigiik TSH seviyesi
EF’de saptanmistir.

Erkek faktor vakalari ile kiyaslanan FSH"1 yiiksek olan PKOS’lu hastalarda
sINH B seviyelerinin de yiiksek oldugu Rosencrantz et al.’un (2010) yaptigi
¢aligmada gosterildi. Mevcut ¢ahsmamizda en diisik sINH B verileri PKOS
grubunda saptanirken, en yiiksek sINH B seviyeleri AKI grubunda saptand.

Calismamuzin verileri Rosencrantz et al. 'un (2010) ¢alismasi ile uyumlu bulunmadh.

Primordiyal germ hiicrelerinin (PGH) farklilasmasindan sonra, disi fetiislerde
oosit gelisimi baglar. 11k olarak, proliferatif PGH, tek tabaka folikiiler epitel/GH'lerin
ile birlikte primer folikiillerle sanilmis, oogonyaya farklilagtiklar yeni olusan genital
kabartiya dogru go¢ eder. Daha sonra, oogonia primer oositleri olusturmak icin
mayoza girer, burada primer folikiillerin antrum igcermeyen stratifiye GH'leri ile
birlikte goriilen sekonder folikiiller haline gelir (McLaughlin and Mclver, 2009).
Daha sonra, sekonder folikiiller proliferatif kiibik sekilli GH'lerinin tam bir tabakasi
ile karakterize edilen, folikliler antruma sahip {iglinciil folikiillere gelisir (Picton
2001). GH'leri folikiiler gelisim boyunca g¢ogalmaya devam eder ve teka tabakasi,
folikiile bagimsiz bir kan destegi saglamak i¢in gelisir (Young and McNeilly, 2010).
Antral ile ilgili olarak, tiirlere bagh degismekle birlikte folikiiller 200-500 pum
arasinda bir c¢apa ulastiginda bir kavite olusur (Picton et al., 1998). Bu kavite,
folikiiler s1v1 (FS) ile doldurulur (Sutton et al., 2003). Post-natal yasamda oositler,
oviilasyona, biiylimeye, olgunlasmaya gider stoklama mRNA'lan, proteinler,

metabolik substratlar ve organeller olusturur.

Over folikiilojenezi diizenleyici ekstra ve yumurtalik faktérleri arasinda
islemin dogru sekilde siirdiiriilmesi i¢in dengenin sabit tutulmasim gerektirir.
Oojenez biiyiik olgtide bu faktorlerin 6zellikle de FS'de bulunanlarin islevine
baglidir. Bu faktorler arasindaki iliskide degisiklikler anormal sonuglanabilir
folikiilojenez ve disiik kaliteli oositler (Resende et al., 2010). Bu faktorler arasindaki
iligkideki degisiklikler anormal folikiilojeneze neden olur ve diisiik kaliteli oositlerin

olusumu ile sonuglanabilir (Resende et al., 2010). FS, ovaryumun kortikal kisminda
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yer alan baz1 teka kilcal damarlari ile baglantih kan akimi ve folikiil i¢indeki hiicre
tabakalari-6zellikle graniiloza hiicreleri olmak iizere iki yolla olusturulur (Rodgers,
2010; Hennet ve Combelles, 2012). Dogal yumurtlama aninda, oosit ile uterus
tiipiine dogru ¢ok biiylik miktarda FS atilir (Wilding et al., 2006). FS’da oksijen,
tamponlayici molekiiller, karbonhidratlar, amino asitler, biiyiime faktorleri (EGF,
EGF-benzeyen, TGF-a), reaktif oksijen tiirleri (ROT), anti-apoptotik faktérler, yag
asitleri, hormonlar (FSH, LH, GH, hCG, progesteron ve &stradiol), sitokinler,
antikoagulantlar, elektrolitler, enzimatik-enzimatik olmayan antioksidanlari
(E vitamini, katalaz ve melatonin) icerir (Hsieh, Zamah, Conti, 2009; Resende et al.,
2010; Hennet & Combelles, 2012; Shaaker et al., 2012). Folikiiler sivinin bilesimi
oositin biyokimyasal ortamim olusturur ve daha sonra embriyo kalitesini belirler

(Stracquadanio et al., 2017).

Serum ve FS ile yapilan ¢alismalarda test edilen parametrelerle ilgili farkli
sonuglara ulagilmigtir. Stracquadanio et al. tarafindan yapilan PKOS hastalarinda
yapilan bir ¢alismada serum AMH diizeyleri ile FS AMH diizeylerinin yiiksek
olduu saptanmustir (Stracquadanio et al, 2017). Bunlarn disinda Bednarska-
Bednarska-Czerwinska et al.’un (2019) AMH > 0.7 ng/mL olan infertil hastalarda
yaptifi c¢alismada FS’da AMH ve D vitamin diizeyleri arasindaki korelasyon
aragtirllmis ve 30 ng/ml’ye kadar olan seviyelerde aralarinda negative lineer
korelasyon bulunmustur. Bu konsantrasyondan sonra ise istatistiksel olarak anlamh
olmayan pozitif korelasyon bulunmugtur. Yaptigimiz ¢alismada serum AMH ve FS
AMH diizeyleri tiim deney gruplarinda birbirleri ile pozitif korelasyon gosterdi. En
yiksek sSAMH diizeylerine sahip PKOS grubunda fSAMH diizeyleri de en yiiksek
diizeyde saptandi. Aym durum en diisiik sAMH diizeylerine sahip AKI’de de
gorildii.

Bolat ve ark.’min (2016), yaptig1 25-40 yas arasinda olan infertil hastalarda
yaptig1 calismada klinik gebelik ile serum ve FS AMH diizeyleri arasindaki iliski
aragtirllmig ve FS AMH diizeylerinin klinik gebelikle korelasyonu olmadigi serum
AMH diizeylerinin ise gebelikle korelasyonu oldugu sonucuna vanilmistir. Mevcut
¢aligamiz, serum ve FS AMH ile klinik gebelik yoniinden degerlendirildiginde ise
Bolat ve ark.’min (2016) yaptig1 aragtirmamn tersine hasta gruplarimin sAMH ve

fsAMH diizeyleri ile klinik gebelik arasinda pozitif korelasyon saptandi.
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Bersinger et al'un (2011), yas ortalamasi 35.3 olan konvansiyonel
gonadotropin ile uyarilmig IVF siklusa giren ile yas ortalamasi 34.2 olan naturel IVF
siklusa giren % 65'i erkek faktdr, % 11' tubal faktor ve % 4'ti AKI tanis1 konmus
hastalarin serum ve FS’larindaki 13 tane sitokinin diizeyini kargilagtirmistir. 1L-4,
TNF-a, Aktivasyonile regiile olan eksprese ve sekrete edilen normal T hiicresi.
(RANTES), eotaksin ve interferon-gama tarafindan indiiklenen protein-10
konsantrasyonlannmin FS'da serumdan daha diisiik; IL-6,-8,-10,-18, monosit
kemotaktik protein-1 (MCP-1), vaskular endotelyal biiyiime faktérii (VEGF) ve
16semi inhibe edici faktor (LIF) seviyeleri de serumdakinden daha yiiksek oldugunu
saptamigstir (Bersinger et al., 2011).Yapilan literatiir aragtirmasina gére AKI’deki
serum ve FS’daki bir sitokin olarak da degerlendirilen MK diizeyleri ile PKOS’daki
FS MK diizeyleri ile defa bu ¢alismada incelendi. PKOS serum MK diizeyleri yine
tarafimdan yapilan bir ¢alismada incelenmis ve MK ile AMH diizeylerinin birbiri ile
pozitif korelasyon gostererek ¢ok yiiksek ¢iktigi sonucu saptanmugti. MK diizeyleri
mevcut ¢alismada incelendiginde PKOS grubunun serum ve folikiil sivilarindaki
MK diizeyinin AMH diizeylerinde oldugu gibi en yiiksek, AKI grubunda ise yine
AMH diizeylerinde oldugu gibi en diisiik oidugu saptandi.

Aym ¢alismada, bu belirte¢lerin ¢ogunun serumdaki konsantrasyonunu,
uyarilmis IVF sikluslarinda naturel siklus gruplarindan daha fazla arttigi, ancak
folikiiler sivida bu artigin olmadif1 saptanmis (Bersinger et al., 2011), bu veriler
1is1ginda folikiiler savunma sisteminin gonadotropin stimiilasyonundan etkilenmedigi,
folikiiler hormon konsantrasyonlarinin eksojen gonadotropinler tarafindan
etkilendigini ancak bunun folikiiler sitokinler igin gegerli olmadidi sonucuna
aragtirmacilarca varilmistir. Bu ¢alisma ile parallel olarak mevcut ¢alismada MK
diizeyleri incelendiginde gonadotropin stimiilasyonundan etkilenmedifi sonucuna

varilmistir.

Folikiiler immiin siire¢lerin, over stimiilasyonundan bagimsiz olarak yiiksek
serum/FS konsantrasyon oranlar gosteren ortak interlokinler, MCP-1, VEGF veya
LIF tarafindan diizenlenmedigini Bersinger et al.'un (2011) yaptif1 aym ¢alismada
gosterilmigtir. Buna ek olarak, serumdaki birkag sitokin seviyesindeki farkliligin,
embriyo implantasyonu i¢in uygun olan folikiil digindaki ortamu, iltihaplanma
bulunan implantasyon i¢in daha az elverisli bir ortama dogru degistirilebilecegini

gosterebilecegini savunmuslardir (Bersinger et al., 2011). Inflamasyonu bulunan
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hastalar, mevcut ¢aligmada AKI grubuna dahil edilseydi bu grupta MK diizeyleri
belki yiiksek bulunabilirdi.

Folikiiler gelisim ve atrezi fetiiste baglar. Yumurtalik folikiilleri,
yumurtaliklarda tiretilen yapilar olup hormonlarin ve oositlerin iiretimi olmak iizere
iki temel iglevi vardir. Antral folikiiller bu fonksiyonlari, farkli bir bazal laminaya
tizerinde bulunan granuloza hiicrelerinin (GH'ler) i¢ duwvan iizerinden diizenler.
Yumurtalik folikiilleri, granuloza 6ncesi hiicreler veya GH'leri ile gevrili oositlerden
olugur. Ozel hiicre dis1 matriksi nedeniyle, epitel tabakas1 bag dokusundan ayrilir.
Sonug olarak, bu matriks GH’lerinin ¢ogalmasimi ve farklilasmasim etkiler (Zhou et
al., 2019). Yumurtalik folikiilleri, oositler tretebilir veya folikiiler atrezi olarak

bilinen apoptozun dahil oldugu bir iglemle pargalanabilir.

Folikiiler atrezi, yumurtalik folikiillerinin bozulmasina isaret eder ve
kadinlarin yasami boyunca goriiliir (Zhou et al., 2019). Sonunda birgok folikiil
korpus luteumda gelisirken, bilyiik cogunlugu da (% 99) folikiiler atreziye ugrar
(Zhou et al., 2019). Folikiiler atrezi, agirlikli olarak GH'lerinin apoptozisine dayanan
hormonal olarak diizenlenen bir apoptotik siiretir (Zhou et al., 2019). Bu haliyle,
GH apoptozinin artik yaygin bir folikiller atrezi mekanizmasi oldugu
diistiniilmektedir. Folikiiler atrezi, folikiil gelisimi i¢in faydali olan FSH tarafindan
da inhibe edilir. Folikiil bir kez gelistiginde, Ostrojen salgilar, bu da yiiksek
seviyelerde FSH salgilarim azaltir (Zhou et al., 2019). Bu nedenle, folikiiler gelisim
ve atrezinin hormonal diizenlenmesi esik bagimli bir mekanizmadir. Folikiiler atrezi
TNF-a, Fas ligand, TNF ile iligkili apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL), APO-3
ligand, PFG-5 ligand reseptorleri olmak tizere hiicre 6liimiinde yer alan birgok

ligand-reseptor sistemi ile de iligkilendirilmistir (Zhou et al., 2019).

Buna gore folikiiler atrezinin gereksiz bir iglem olmadign ve kadinlarin
saglikli bir {ireme siirecini siirdiirmesi i¢in kesinlikle gerekli oldugu yaygin olarak
kabul edilmektedir. Son ¢aligmalara gore, GH’lerinin apoptoz ve folikiiler atreziyi
diizenleyememesi, hormon tiirbiilans1 ve kemoterapiye direngli kanserlerin gelisimi
ile iligkilendirilmigtir (Zhou et al., 2019). Yakin tarihli bir c¢alismada,
otofagozomlarin birikmesinin, Bcl-2'nin azalmig ekspresyonu ve ardindan
kaspazlarin aktive olmasiyla GH'lerin apoptotik hiicre &limiinii indiikledigini
gostermistir. Bu bulgular otofajinin ¢ogunlukla GH'lerinde ortaya ¢iktigini ve bunun

folikiiler atreziye yol agtifim géstermektedir (Zhou et al., 2019).
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Otofaji, hiicrelerin gereksiz veya islevsiz bilesenlerinin dogal olarak ortadan
kaldirilmas: i¢in ¢ok &nemlidir. Proteinler, lipidler, niikleotidler, mitokondri ve
peroksizomlar gibi organeller gibi sitoplazmik bilesenler, bu islem ile pargalanir ve
geri donistilriiliir béylece hiicre metabolizmasi korunur (Zhou et al., 2019). Otofaji
ayrica, bakteri ve virlis gibi yabanci maddeleri degradasyon igin lizozoma iletir ve
ayrica enflamatuar yanitlari diizenler (Zhou et al., 2019). Normal hiicresel
fonksiyonlarin yiiriitiilmesi icin otofaji gereklidir. Otofaji, gok gesitli fizyolojik ve
patofizyolojik roller oynar. Diger hiicresel iglemlerle kargilastinldiginda otofaji, over
folikiiler gelisimi ve atrezisinde benzersiz islevler gosterir. Otofajinin, makrootofaji,
mikrootofaji ve saperon aracili otofaji dahil olmak iizere birkag farkli tiirii vardur.
Makrootofaji, pargalanmasi hedeflenen sitoplazmik bilesenlerin, hiicrenin geri
kalanindan otofagozom olarak bilinen ¢ift membranh bir vezikiil iginde izole edildigi
klasik otofaji mekanizmasidir (Zhou et al., 2019). Otofagozom, daha sonra

lizozomlarla kaynagir ve igerikler sonunda pargalanarak ve geri doniistiiriiliir.

Hastaliklarda, otofaji her zaman bir yandan hiicresel hayatta kalma stressine
adaptif yanit1 veren, diger yandan hiicre 6liimii ve morbiditeyi destekleyen iki ucu
keskin bir kilig olarak tanimlanmstir (Zhou et al., 2019). Asin aglik kosullarinda
bile, otofajinin enerji lretim mekanizmas: oldugu gdsterilmistir. Hiicresel
bilesenlerin pargalanmasiyla, otofaji enerji seviyelerini koruyarak hiicrenin hayatta
kalmasim saglar (Zhou et al., 2019). Birgok ¢aligma otofajinin enerji, immiinite,
farklilagma, proliferasyon, hiicre 6liimii ve tiremenin diizenlemesi ile stresse kargi
koruma dahil olmak {izere bir¢ok farkli igleve sahip oldugunu géstermektedir (Zhou
etal., 2019)

Otofaji, apoptoz ve nekroz gibi diger hiicresel islemlerden fizyolojik olarak
¢ok farklhidir. Apoptoz, karyopiknozis ve DNA fragmantasyonunu igeren aktif ve
programlanmus hiicresel 6liim strecini igerir, ancak bu durum sitoplazmik
organellerde degisiklik yapmaz. Nekroz ise plazma zar1 yirtilmasi, hiicre ici igerigin
kaybi ve ardindan iltihabi sinyallerin salinmasi ile sonuglanan gevresel bozulmalarin
neden oldugu pasif hiicre 6liimiinii igerir (Zhou et al., 2019). Bununla birlikte, otofaji
ve fagofor olusumunun baglamasindan sonra, otofagozomlar hiicresel matriksde
birikir ve bozulmaya gegmeden once lizozomlarla birlesirler (Zhou et al., 2019).
Bunun yaninda, otofaji ve apoptoz arasinda ¢esitli interaktif benzerlikler vardir: her

iki islem de c¢esitli stress uyarlar ile aktive edilir ve gesitli paylasilan molekiiller
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tarafindan diizenlenir. Folikiiler atrezi, dogumdan hemen sonra yumurtaliklarda
otofaji ile indiiklense de, takip eden giinlerde apoptozis folikiiler atreziye katilir
(Zhou et al., 2019).

Calismamizda gecirimli elektron mikrograflarinin  degerlendirilmesinde
kontrol grubu olan erkek faktériinde 35 yas alti bireylerde az ve 35 yas iistii
bireylerde ise daha fazla gesitli biiyiikliiklerde yag damlaciklar: goriilmiistiir. Bu yag
damlaciklarinin goriilmesi bazi hiicrelerde bozulmus yag metabolizmas: trafigi ya da
bazi hiicrelerde ekzositoz ile hiicre disina salimm yapan hiicrelerin varligi seklinde
degerlendirildi. Elektron mikrograflarinda, 35 yas altindaki bireylerde az, 35 yas
iistli bireylerde ise daha fazla apoptotik hiicreler gériilmiistiir. Bu durum, ara kademe
olmaksizin direkt apoptozun gergeklestigini bize gostermistir. Ozellikle 35 yas iistii
grupta hasarli mitokondrilerin goriilmesi (Kang et al., 2018) buradaki apoptotik
mekanizmamn  tipinin  intrinsic  (Ig, Mitokondriyel) apoptoz  oldugunu
diigiindiirmektedir. Buna ek olarak, akim sitometride de yiiksek olmayan apoptotik
hiicre oranlan saptanmustir. Matos et al’un (2009) bu olgularda kiimulus ooforus
hiicreleri ile yaptiklan ¢alismada, kiiltiire ettikleri bu hiicreleri Sudan III/IV boyas:
ile boyadiklarinda 3. ve 15. giin arasinda yag damlaciklarim tespit etmislerdir. 3.
giinden 15. giine dogru ilerlendiginde baz: hiicrelerde bu damlaciklarin kayboldugu
bazi hiicrelerde ise daha seyreklestigi ve boyutlarinin kii¢iildiigii saptanmis. Matos et
al. (2009) bu verilere gore, bu damlaciklarin steroidojeneze ait olabilecegi sonucunu

¢ikarmuglardir.

Bu c¢alismada diger gruplarla kiyaslandiinda PKOS grubunda kiimulus
hiicresi sitoplazmalarinda ¢ok belirgin degisik biiyiikliklerde otofajik vakuoller
goriildii. 35 yas altindaki PKOS grubundaki bireylerde otofajik vakuoller daha az
iken, 35 yas tstiindeki bireylerde bu vakuollerde artis oldugu goriildii. PKOS
grubunda, TEM degerlendirmesinde de hem 35 yas alti hem de iistii bireylerin
kiimulus hiicrelerinde apoptotik hiicrelerin diger gruplara gére daha fazla goriilmesi
ve akim sitometrik analizler degerlendirildigi zaman gruplar arasinda en yiiksek
apoptotik hiicre oraminin yine PKOS grubunda saptanmasi otofaji-apoptoz iliskisini

diisiindiirmektedir.

Polikistik .over sendromu olgulari ile daha énce yapilan ¢alismalarda, mevcut
¢aligmamin otofaji-apoptoz iligkisi iizerine olan verilerini desteklemektedir. Li et

al.'un (2019), anoviilatuar PKOS hastalar ile yaptig1 ¢alismada hiperandrojenism ile
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granuloza hiicreleri arasindaki iligkiyi incelemis ve PKOS olusumunda androjen
indiikleyici otofajinin rolii oldugunu gostermistir. Bazi g¢aligmalar otofagozom
birikiminin, granuloza hiicrelerinin apoptotik hiicre 6limiine neden olabilecegini ve
graniiloza hiicrelerinin  apoptozisinin artmasinin PKOS'da anoviilasyon ve
steroidojeneze neden olabilecegini gostermistir (Bas et al., 2011; Anderson and Lee,
1997). Otofajinin, adipoz disfonksiyonu ile iligkili oldugunu ve obezitede sistemik
insiilin duyarliliginin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip olmasi otofajinin PKOS
gelisiminde bir faktor olarak yer alabilecegini gostermektedir (Maixner et al., 2016).
Dai et al. (2006) yaptig1 ¢alismada ilk defa otofajinin insan yumurtalik dokusunda
aktiflendigi gosterildi. Bu ¢alismada EGFR, ERBB2, FOXO1, MAPK1, NFKBI,
IGF1, TP53 ve MAPKO'T igeren potansiyel otofajiye bagli gen agimin, PKOS'da

otofaji aktivasyonundan sorumlu olabilecegi sonucuna varildi.

Otofaji, apoptotik bir siirecin pargasi olabilecegi belli kosullarda sagkalim
igin bir ara¢ olarak da degerlendirilebili. TEM degerlendirilmesinde saghkli
morfolojiye sahip hiicrelerin goriilmesi ve akim sitometri analizlerinde de diisiik
oranda da olsa canli hiicrelerin saptanmasi verinin bu sekilde yorumlanmasi da
destekler niteliktedir. Bu durum otofaji-apoptoz ve otofaji-sagkalim olmak iizere bu
iki durumun farkli hiicrelerde aynmi zaman araliinda goriilmesi olarak da

degerlendirilebilir.

Normal granuloza hiicreleri ile PKOS’da granuloza hiicrelerinin
proliferasyonunun kiyaslayip PKOS granuloza hiicrelerinin proliferasyonunun gok
yiiksek oldugunu saptayan birgok ¢alisma oldugu gibi aralarninda belirgin bir fark
olmadigini gdsteren g¢aligmalar da bulunmaktadir (Liu et al., 2016; Takayama et al.,
1996). Liu et al. (2016), PKOS’lu bireylerin kiimulus hiicrelerinin genetik profillerini
¢ikardiklarinda proliferasyondan sorumlu genlerin GV oositlerde arttigini, bunun da
saglikli bireylerde kargilagilan immaturasyondan daha fazlasina neden oldugunu

saptamusglardir.

Bazi PKOS vakalari ile yapilan ¢alismalarda kiimiilus hiicre sayisinin artmis
oldugu saptansa da bunun yumurta sayisiin fazlahig: ile orantili bir say1 oldugu
sonucuna varan caligmalar mevcuttur (Revelli et al., 2009; Garg et al., 2016).
Calismamizda  oosit bagna diisen ortalama  kiimulus  hiicre  sayisi

degerlendirildifinde, kiimulus hiicre sayisinin, kontrol grubuna gére yiiksek oldugu
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goriildii. Ancak diger ¢alismalarin tersine bu ¢aligma da hiicre sayisinin fazlaliginin

yumurta sayisi ile baglantis1 olmadig1 goriildii.

Caligmarmizda, AKI grubunun TEM degerlendirilmesinde 35 yas altinda az
saylda hiicrede, 35 yas iistiindeki hiicrelerde de ise daha fazla hiicrede olmak iizere
sayis1 artmig farkli biiyiikliiklerde yag damlaciklarina rastlandi. Bu yag
damlaciklarinin gériilmesi bazi hiicrelerde bozulmus yag metabolizmas: trafigini ya
da bazi hiicrelerde ekzositoz ile hiicre digina salimm yapan hiicrelerin varhg:
seklinde degerlendirildi. Erkek faktoriinde Matos et al. 'un (2009) yaptig1 calisma ile
parallel degerlendirildiginde bunun steroidojenezin bir par¢asi oldugu sonucuna

varmanin miimkiin oldugu gériilmektedir.

Bozulmus yag metabolizmasi, otofaji olarak da degerlendirilebileceginden
TEM degerlendirilmesinde goriilmemesine ragmen “Agiklanamayan infertilite
(unexplained infertility), idiopatik infertilite (idiopathic infertility), otofaji
(autophagy), kadin (female, woman, women)” anahtar sozciikleri ile yapilan literatiir
aragtirmasinda sadece bir ¢aligmaya rastlanmamustir.  Delcour et al.’un (2019)
yaptifi bu ¢alismada, yumurtalik folikiillerinin erken tilkkenmesi ve FSH yiiksek
plazma seviyeleri, primer over yetersizligine bagli kisirlik vakalarinda otofajinin
bozuldugunu gostermigtir. Bu ¢alismanin ise agiklanamayan infertilite olgusu ile

ilgili higbir baglantis1 yoktur.

Anahtar sozciiklerde otofaji yerine apoptoz (apoptosis) eklendiginde ise
birgok yayin ¢ikmaktadir. Calismamizda TEM degerlendirmelerinde 6zellikle 35 yas
altinda orta diizeyde apoptotik ve nadir olmakla birlikte nekrotik hiicre &liimleri
gbzlemlerken, 35 yag {istii bireylerin kiimulus hiicrelerinde bu oranin arttig1, yiiksek
diizeye ulagtig1 goriildii. Otofajik vakuole rastlanmamis olmasi bir ara siiregden gegis
olmaksizin direkt apoptotik siirecin basladigim bize gostermektedir. Bu agiklamay:
destekleyen calismalar bulunmaktadir. Lee et al. (2001), 40 yas ve Iiistii
agiklanamayan infertilite hastalarinin ile tubal faktor hastalarinin kiimulus hiicreleri
ile yaptig1 ¢alisma da kiimulus apoptozunun agiklanamayan infertilete hastalarinda
yiiksek oldugunu bunun ise fertilizasyon oranm ve toplanan yumurta sayisim
digiirdiglini gosterdi. Bunu destekleyen diger bir ¢alisma Idil ve ark. (2004)
tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada da yas ortalamasi 32, yas araligi 20-37 olan
agiklanamayan infertilite hastalarinin granuloza hiicreleri, tubal faktor hastalarinin

granuloza hiicreleri ile kiyaslanmistir ve bu ¢alisma sonunda agiklanamayan
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infertilite hastalarimin yiiksek apoptotik hiicre oranina sahip oldugu sonucuna
vanilmistir (Idil ve ark., 2004). Agiklanamayan infertilite grubunda nadir olarak
gozlemlenen nekrotik hiicre 6liimii ile ilgili bu veriyi destekleyen daha dnce yapilmig

bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Kiimulus hiicre sayilarina bakildig: zaman kontrol hiicre grubuna gére hiicre
sayisinda ¢ok diisiik oranda da olsa istatistiksel olarak anlamh bir azalma oldugu

goriilmektedir.

Midkinin kanserde tedavilerinde anti-apoptotik etki gdsteren gosteren bir
protein oldugu birgok c¢aligmada gosterilmistir (Sabanci ve ark., 2014; Ergiiven ve
ark., 2016). Ergiiven ve ark. (2011), MK nin bir hiicrede gergeklesen otofajiyi ya
otofajik hiicre 6liimiine ve sonra apoptoza ya da sagkalima y&neltebilecegini
gostermigtir. Bu noktada mevcut ¢alismada PKOS grubunda gérillen en yiiksek
apoptotik hiicre yiizdesi, ona direng olarak eksprese edilen en yiiksek MK diizeyi ile
iliskendirilebilir. Biiylime faktorii kimligiyle anti-apoptotik ve proliferative etki
gosteren MK, PKOS’daki en yliksek hiicre sayis1 ile de agiklanabilir. AKi’de
saptanan 2. yliksek apoptoz orani ve 2. yiiksek MK diizeyleri, en diisiik apoptoz orani
ve MK seviyesi saptanan erkek faktor ile PKOS verileri birlikte degerlendirildiginde
MK’min  anti-apoptotik  etkisi ve proliferatif etkisine y6nelik yorumu
giiclendirmektedir. MK’nin kiimulus proliferasyonuna etkisi daha ©nceki

calismalarda gosterilmistir (Ikeda et al., 2006).

Aynca, AMH’ nin primordiyal folikiilden oosit olugumunu engellemek adina
yapti1 inhibisyon etkisine karsit yonde oosit olusumuna tesvik etmesi de bu
apoptozu engellemek adina proliferatif etkisini gosteren bir etkidir. Oosit sayisinin
yiksek AMH degerine sahip PKOS’lu hastalarda yiiksek ¢ikmasi yiikksek MK
degerleri ile de iliskilendirilebilir. Mevcut ¢alismada gruplar klinik gebelik goriilen
ve goriilmeyen olarak da kiyaslandiginda gebelik goriilmeyen hastalarin serum ve FS
AMH ve MK diizeyi, gebelik saptananlara gére daha yiiksek saptandi. Bu da serum
ve FS AMH ve MK seviyelerinin klinik gebelik ile pozitif korelasyona sahip
oldugunu bize gosterdi. Gebelik goriilmeyen tiim gruplar 35 yas ve alt, 35 yas iistii
olmak iizere degerlendirildiginde ise 35 yas ve alti gruplardaki AMH ve MK
diizeyleri, 35 yas Ustii gruplara gore daha yiiksek ¢ikti. Bu durum ise, yasa bagh

yumurta sayisinda azalma ile iligkilendirildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Saghkh bireylerin ve agiklanamayan infertilite teshisi konmus bireylerin
yumurtalik rezervlerinin kargilastirmali olarak degerlendirilmesinde, degiskenlerden
¢ok daha az oranda etkilenebilecek ve/veya AMH gibi bagka bir belirteci destekleyip
onun dogruluk payim artirarak tam, tedavi ve izleme asamalarinin belirsizlikten ve
yanlig degerlendirmelerden (Yalanci pozitif-yalanci negatif) kurtarabilecek, klinikte
giivenilir ve yaygm bi¢imde kullamlabilecek, maliyeti az, ulusal ve uluslararas:
alanda kabul gorebilecek yeni bir belirtecin arastirilmasi agisindan ¢alismamizin
hem literature hem de pratikte klinige faydali olacagi gorisiindeyiz. Bu galismaya

gore kisaca asagidaki sonuglar listelenebilir:
Bu ¢aligmada ilk defa,

1. AKI hastalarinin serum ve folikiil sivilarinda bliylime faktorii ve sitokin
olan MK aragtirildi. MK proteininin AMH gibi erkek faktére gore AKI
seviyeleri birbirine yakin oldugundan AKI olgularinin tam ve tedavisinde

yeni bir belirteg olarak kabul edilemeyecegi sonucuna varildi.

2. PKOS hastalarinin FS’larinda MK proteini seviyeleri incelendi. Daha
once tarafimdan serumda yapilan ¢aligmaya parallel olarak serumda
oldugu oldugu gibi en yiiksek MK seviyeleri bu grupta saptandi. Serumun
yaminda FS’daki MK’ min PKOS olgularinin tani ve tedavisinde yeni bir

belirteg olarak kabul edilebilecegi sonucuna varildi.

85



7. KAYNAKCA

Anderson, E., Lee, G.Y. (1997), The polycystic ovarian (PCO) condition:
apoptosis and epithelialization of the ovarian antral follicles are aspects of
cystogenesis in the dehydroepiandrosterone (DHEA)-treated rat model. Tissue
Cell.29,171-189.

Aras, Y., Erguven, M., Aktas, E., Yazihan,, N, Bilir A. (2016), Antagonist
activity of the antipsychotic drug lithium chloride and the antileukemic drug imatinib

mesylate during glioblastoma treatment in vitro. Neurol Res. ,38(9),766-74.

Ata,, B., Seyhan A., Seli, E. (2019), Diminished ovarian reserve versus

ovarian aging: overlaps and differences. Curr Opin Obstet Gynecol.,31(3),139-147.

Bas, D., Abramovich, D., Hernandez, F., Tesone, M. (2011), Altered
expression of Bcl-2 and Bax in follicles within dehydroepiandrosterone-induced
polycystic ovaries in rats. Cell Biol Int.,35(5),423—429.

Bednarska-Czerwinska, A., Olszak-Wasik, K., Olejek, A., Czerwiniski, M.,
Tukiendorf, A.A. (2019), Vitamin D and Anti-Miillerian Hormone Levels in
Infertility Treatment: The Change-Point Problem. Nutrients. ,11(5). pii: E1053.

Bersinger, N.A., Giinthert, A.R., McKinnon, B., Johann, S., Mueller, M.D.
(2011), Dose-responseeffect of interleukin (IL)-1p, tumour necrosis factor (TNF)-q,
and interferon-y on the in vitro production of epithelial neutrophil activating peptide-
78 (ENA-78), IL-8, and IL-6 by human endometrial stromal cells. Arch Gynecol
Obstet.,283(6),1291-6.

Bolat, S.E, Ozdemirci, S., Kasapoglu, T., Duran, B., Goktas, L.,
Karahanoglu, E. (2016), The effect of serum and follicular fluid anti-Mullerian
hormone level on the number of oocytes retrieved and rate of fertilization and

clinical pregnancy. North Clin Istanb.,3(2),90-96.

Bradford, M.M. (1976), A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal

Biochem., 72, 248-254,

86



Broer, S.L., Broekmans, F.J., Laven, J.S., Fauser, B.C. (2014), Anti-
Miillerian hormone: ovarian reserve testing and its potential clinical implications.

Hum Reprod Update.,20(5),688-701.

Casadei, L., Manicuti, C., Puca, F., Madrigale, A., Emidi, E., et al. (2013),
Can anti-Miillerian hormone be predictive of spontaneous onset of pregnancy in

women with unexplained infertility? .J Obstet Gynaecol.,33(8),857-61.

Cohen, J., Chabbert-Buffet, N., Darai, E. (2015), Diminished ovarian reserve,
premature ovarian failure, poor ovarian responder--a plea for universal definitions. J

Assist Reprod Genet.,32(12),1709-12.

Coskun, B., Dilbaz, B., Karadag, B., Coskun, B., Tohma, Y.A., Dur, R.,
Akkurt, M.O. (2018), The role of anti-Mullerian hormone in predicting the response
to clomiphene citrate in unexplained infertility. Taiwan J Obstet Gynecol.,57(5),713-
717.

Coticchio, G., Dal Canto, M., Fadini, R., Mignini Renzini, M., Guglielmo,
M.C., et al. (2016), Ultrastructure of human oocytes after in vitro maturation. Mol
Hum Reprod.,22(2),110-8.

Dai, L.C., Xu, D.Y., Yao, X., Min, L.S., Zhao, N., et al. (2006), Construction
of a fusion protein expression vector MK-EGFP and its subcellular localization in

different carcinoma cell lines. World J Gastroenterol.,12(47),7649-53.

Das, M., Djahanbakhch, O., Hacihanefioglu, B., Saridogan, E., Ikram, M., et
al. (2008), Granulosa cell survival and proliferation are altered in polycystic ovary
syndrome. J Clin Endocrinol Metab., 93(3), 881-887.

Delcour, C., Amazit, L., Patino, L.C.., Magnin, F, Fagart, J., ef al. (2019),
ATG7 and ATGOA loss-of-function variants trigger autophagy impairment and
ovarian failure. Genet Med., 21(4), 930-938.

Dewailly, D., Andersen, C.Y., Balen, A., Broekmans, F., Dilaver, N., ef al.
(2014), The physiology and clinical utility of anti-Mullerian hormone in women.
Hum Reprod Update., 20(5),370-85. Erratum in: Hum Reprod Update., 20(5),804.

di Clemente, N., Jamin, S.P., Lugovskoy, A., Carmillo, P., Ehrenfels, C., et
al. (2010), Processing of anti-Miillerian hormone regulates receptor activation by a
mechanism distinct from TGF-B. Mol Endocrinology.,24(11),2193-2206

87



Dixit, S.G., Ghatak, S., Singh, P., Bhattacharya, S. (2018), Estrogen receptor,
progesterone receptor and CD8+ expression in endometrium of women of

unexplained infertility. J Gynecol Obstet Hum Reprod.,47(10),533-537.

Erguven, M., Bilir, A., Yazihan, N., Ermis, E., Sabanci, A., ef al. (2011),
Decreased therapeutic effects of noscapine combined with imatinib mesylate on

human glioblastoma in vitro and the effect of midkine. Cancer Cell Int.,11(1),18.

Erguven, M., Oktem, G., Kara, A.N., Bilir, A. (2016), Lithium chloride has a
biphasic effect on prostate cancer stem cells and a proportional effect on midkine

levels. Oncol Lett.,12(4),2948-2955.

Esnafoglu, E., Cirrik, S. (2018), Increased serum midkine levels in autism

spectrum disorder patients. Int J Neurosci.,128(7),677-681.

Fernandez-Calle, R., Vicente-Rodriguez, M., Pastor M., Gramage E., Di
Geronimo B., ef al. (2018), Pharmacological inhibition of Receptor Protein Tyrosine
Phosphatase B/ (PTPRZI) modulates behavioral responses to ethanol.
Neuropharmacology., 137,86-95.

Franks, S. (1995), Polycystic ovary syndrome. N Engl J Med.,333,853-861.

Garg, D., Tal, R. (2016), The role of AMH in the pathophysiology of
polycystic ovarian syndrome. Reprod Biomed Online.,33,15-28.

Grynnerup, A.G., Lessl, K., Pilsgaard, F., Lunding, S.A., Storgaard, M., e al.
(2019), Prediction of the lower serum anti-Miillerian hormone threshold for ovarian
stimulation prior to in-vitro fertilization using the Elecsys® AMH assay: a

prospective observational study. Reprod Biol Endocrinol.,17(1),11.

Giingdr, C., Zander, H., Effenberger, K.E., Vashist, Y.K., Kalinina, T., et al.
(2011), Notch signaling activated by replication stress-induced expression of
midkine drives epithelial-mesenchymal transition and chemoresistance in pancreatic

cancer. Cancer Res.,71(14),5009-19.

Herawati, S. (2019), Anti-Mullerian Hormone (AMH) as a Novel Marker for
Ovarian Function: A Review. Bali Med J., 8 (2), 384-390.

88



Herradon, G., Ezquerra, L., Nguyen, T., Silos-Santiago, 1., Deuel, T.F.
(2005), Midkine regulates pleiotrophin organ-specific gene expression: evidence for
transcriptional regulation and functional redundancy within the pleiotrophin/midkine

developmental gene family. Biochem Biophys Res Commur.,333(3),714-21.

Hirota, Y., Osuga, Y., Nose, E., Koga, K., Yoshino, O., et al. (2007), The
presence of midkine and its possible implication in human ovarian follicles. Am J

Reprod Immunol.,58(4),367-73.

Idil, M., Cepni, L., Demirsoy, G., Ocal, P., Salihoglu, F., Senol, H., Elibol, F.,
ve ark. (2004), Does granulosa cell apoptosis have a role in the etiology of
unexplainedinfertility? Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol.,112(2),182-4.

Ikeda, S., Saeki, K., Imai, H., Yamada, M. (2006), Abilities of cumulus and
granulosa cells to enhance the developmental competence of bovine oocytes during
in vitro maturation period are promoted by midkine; a possible implication of its

apoptosis suppressing effects. Reproduction.,132(4),549-57.

Ikeda, S., Yamada, M. (2014), Midkine and cytoplasmic maturation of
mammalian oocytes in  the context of ovarian follicle physiology. Br J
Pharmacol.,171(4),827-36.

Jones, D.R. (2014), Measuring midkine: the utility of midkine as a biomarker
in cancer and other diseases. Br J Pharmacol.,171(12),2925-39.

Kadomatsu, K., Kishida, S., Tsubota, S. (2013), The heparin-binding growth
factor midkine:the biological activities and candidate receptors. J

Biochem.,153(6),511-21.

Kahraman, S., Cetinkaya, C.P., Cetinkaya, M., Tiifek¢i, M.A., Ekmekgi,
C.G., ve ark. (2018), Is there a correlation between follicle size and gene expression
in cumulus cells and is gene expression an indicator of embryo development? Reprod

Biol Endocrinol.,16(1),69.

Kang ,W., Ishida, E., Yamatoya, K., Nakamura, A., Miyado, M., ef al.
(2018), Autophagy-disrupted LC3 abundance leads to death of supporting cells of
human oocytes. Biochem Biophys Rep.,15,107-114.

89



Kang, Y.H., Cho, M.H., Kim, J.Y., Kwon, M.S., Peak, J.J., Kang, S W, et al.
(2016), Impaired macrophage autophagy induces systemic insulin resistance in
obesity. Oncotarget.,7824),35577-35591.

Kaplan, F., Comber, J., Sladek, R., Hudson, T.J., Muglia, L.J., et al. (2003),
The growth factor midkine is modulated by both glucocorticoid and retinoid in fetal
lung development. Am J Respir Cell Mol Biol.,28(1),33-41.

Kaya, C., Alay, 1., Babayeva, G., Gedikbagi, A., Ertas Kaya, S., Ekin, M., ve
ark. (2019), Serum Kisspeptin levels in unexplained infertility, polycystic ovary

syndrome, and male factor infertility. Gynecol Endocrinol.,35(3),228-232.

Kishida, S., Mu, P., Miyakawa, S., Fujiwara, M., Abe, T., et al. (2013),
Midkine promotes neuroblastoma through Notch2 signaling. Cancer
Res.,73(4),1318-27.

Kruszynska, A., Slowinska-Srzednicka, J. (2017), Anti-Miillerian hormone
(AMH) as a good predictor of time of menopause. Prz Menopauzalny.,16(2),47-50.

Lee, K.S., Joo, B.S, Na, Y.J., Yoon, M.S., Choi, O.H., et al. (2001), Cumulus
cells apoptosis as an indicator to predict the quality of oocytes and the outcome of
IVF-ET. J Assist Reprod Genet.,18(9),490-8.

Li, D., You, Y., Bi, F.F.,, Zhang, T.N,, Jiao, J., e al (2018), Autophagy is
activated in the ovarian tissue of polycystic ovary syndrome.

Reproduction.,155(1),85-92.

Li, X., Qi, J.,, Zhu, Q., He, Y., Wang, Y., et al. (2019), The role of androgen
in autophagy of granulosa cells from PCOS. Gynecol Endocrinol., 1-4.

Liv, Q., Li, Y., Feng, Y., Liu, C., Ma, ], et al. (2016), Single-cell analysis of
differences in transcriptomic profiles of oocytes and cumulus cells at GV, MI, MII

stages from PCOS patients. Sci Rep.,6,39638.

Maixner, N., Bechor, S., Vershinin, Z., Pecht, T., Goldstein, N., et al. (2016),
Transcriptional dysregulation of adipose tissue autophagy in obesity. Physiology
(Bethesda).,31(4),270-282.

Matos, L., Stevenson, D., Gomes, F., Silva-Carvalho, J.L., Almeida, H.
(2009), Superoxide dismutase expression in human cumulus oophorus cells. Mol

Hum Reprod.,15(7),411-9.

90



Maxia, N., Uccella, S., Ersettigh, G., Fantuzzi, M., Manganini, M, et al.
(2018), Can unexplained infertility be evaluated by a new immunological four-

biomarkers panel? A pilot study. Minerva Ginecol.,70(2),129-137.

McLaughlin, E.A., Mclver, S.C. (2009), Awakening the oocyte: controlling
primordial follicle development. Reproduction.,137(1),1-11.

Minegishi, T., Karino, S., Tano, M., Ibuki, Y.. Miyamoto, K. (1996),
Regulation of midkine messenger ribonucleic acid levels in cultured rat granulosa

cells. Biochem Biophys Res Commun.,229(3),799-805.

Muramatsu, H., Zou, P, Kurosawa, N., Ichihara-Tanaka, K., Maruyama, K.,
et al. (2006), Female infertility in mice deficient in midkine and pleiotrophin, which
form a distinct family of growth factors. Genes Cells.,11(12),1405-17.

Muramatsu, T., Kadomatsu, K. (2014), Midkine: an emerging target of drug
development for treatment of multiple diseases. Br J Pharmacol.,171(4),811-3.

Muramatsu, T. (2002), Midkine and pleiotrophin: two related proteins
involved in development, survival, inflaimmation and tumorigenesis. J

Biochem.,132(3),359-71.

Muramatsu, T. (2014), Structure and function of midkine as the basis of its
pharmacological effects. Br J Pharmacol.,171 (4),814-26.

Orouji Jokar, T., Fourman L.T., Lee, H., Mentzinger, K., Fazeli, P.K. (2018),
Higher TSH Levels Within the Normal Range Are Associated With Unexplained
Infertility. J Clin Endocrinol Metab.,103(2),632-639.

Pellatt L., Hanna L., Brincat M., Galea R., Brain H. (2007), Whitehead S.,
Mason H. Granulosa cell production of anti-Miillerian hormone is increased in
polycystic ovaries. J Clin Endocrinol Metab., 92(1), 240-5.

Pigny, P., Jonard, S., Robert, Y., Dewailly, D. (2006), Serum anti-
Mullerian hormone as a surrogate for antral follicle count for definition of the

polycystic ovary syndrome. J Clin Endocrinol Metab., 91(3), 941-5.

Piouka, A., Farmakiotis, D., Katsikis, I., Macut, D., Gerou, S., et al. (2009),
Anti-Mullerian hormone levels reflect severity of PCOS but are negatively

influenced by obesity: relationship with increased luteinizing hormone levels. Am J

Physiol Endocrinol Metab., 296(2), E238-43.

91



Picton, H., Briggs, D., Gosden, R. (1998), The molecular basis of oocyte
growth and development. Mol Cell Endocrinol. 145 (1-2),27-37

Picton, HM. (2001), Activation of follicle development: the primordial
follicle. Theriogenology.,55,1193-1210.

Revelli, A., Delle Piane, L., Casano, S., Molinari, E., Massobrio, M., et al,
(2009), Follicular fluid content and oocyte quality: from single biochemical markers

to metabolomics. Reprod Biol Endocrinol., 7,40.

Rosencrantz, M.A., Wachs, D.S., Coffler, M.S., Malcom, P.J., Donohue, M.,
et al. (2010), Comparison of inhibin B and estradiol responses to intravenous FSH in
women with polycystic ovary syndrome and normal women. Hum

Reprod.,25(1),198-203.

Rienzi, L., Ubaldi, F., Iacobelli, M., Minasi, M.G., Romano, S., et al. (2005),
Meiotic spindle visualization in living human oocytes. Reprod Biomed

Online.,10(2),192-8.

Stracquadanio, M., Ciotta, L, Palumbo, M.A. (2018), Relationship between
serum anti-Mullerian hormone and intrafollicular AMH levels in PCOS women..

Gynecol Endocrinol.,34(3),223-228.

Revelli, A., Delle Piane, L., Casano,, S., Molinari E., Massobrio, M., ef al.
(2009), Reprod Biol Endocrinol., 7,40.

Rigon, C., Andrisani, A., Forzan, M., D'Antona, D., Bruson, A., ef al. (2010),
Association study of AMH and AMHRII polymorphisms with unexplained
infertility. Fertil Steril.,94,1244-8.

Sabanct, P.A., Ergiiven, M., Yazthan, N., Aktas, E., Aras, Y., ef al. (2014),
Sorafenib and lithium chloride combination treatment shows promising synergistic
effects in human glioblastoma multiforme cells in vitro but midkine is not

implicated. Neurol Res.,36(3),189-97.

Salehi, E., Aflatoonian, R., Moeini, A., Yamini, N., Asadi, E., ef al. (2017),
Apoptotic biomarkers in cumulus cells in relation to embryo quality in polycystic
ovary syndrome. Arch Gynecol Obstet., 296(6),1219-1227.

92



Serinkan Cinemre, F.B., Cinemre, H., Karacaer, C., Aydemir, B., Nalbant,
A.. et al. (2016), Midkine in vitamin D deficiency and its association with anti-

Saccharomyces cerevisiae antibodies. Inflamm Res.,65(2),143-50.

Shen, W., Park, B.W., Toms, D., Li, J. (2012), Midkine promotes
proliferation of primordial germ cells by inhibiting the expression of the deleted in

azoospermia-like gene. Endocrinology.,153,3482-92.

Shi, Y., Zhao H., Shi, Y., Cao, Y, Yang, D., et al. (2012), Genome-wide
association study identifies eight new risk loci for polycystic ovary syndrome. Nat
Genet.,44,1020-1025.

Su, Z., Lv X,, Liu, Y., Zhang, J., Guan, J., ef al. (2016), Circulating midkine
in children with Henoch-Schonlein purpura: Clinical implications. Int

Immunopharmacol.,39,246-250.

Sutton, M.L., Gilchrist, R.B., Thompson, J.G. (2003), Effects of in-vivo and
in-vitro environments on the metabolism of the cumulus-oocyte complex and its

influence on oocyte developmental capacity. Hum Reprod Update.,9,35-48

Svensson, S.L., Pasupuleti, M., Walse, B., Malmsten, M, Morgelin, M., et al.
(2010), Midkine and pleiotrophin have bactericidal properties: preserved
antibacterial activity in a family of heparin-binding growth factors during evolution.
J Biol Chem.

Tafvizi, F., Masomi, M. (2016), Comparison of Serum Leptin Level in
Women with Unexplained Infertility and Fertile Women in Iran. J Obstet Gynaecol
India. 66,466-70.

Takayama, K., Fukaya, T., Sasano, H., Funayama, Y., Suzuki, T., ef al.
(1996), Immunohistochemical study of steroidogenesis and cell proliferation in

polycystic ovarian syndrome. Hum Reprod., 11, 1387-1392

Tal, R., Seifer, D.B. (2017), Ovarian reserve testing: a user's guide. Am J
Obstet Gynecol.,217(2),129-140.

Tanriverdi, G., Denir, S., Ayla, S. Bilir, A., Oktar, H., ef al. (2013), Notch
signaling pathway in cumulus cells can be a novel marker to identify poor and

normal responder IVF patients. J Assist Reprod Genet.,30(10),1319-26.

93



Vander Borght, M., Wyns, C. (2018), Fertility and infertility: Definition and
epidemiology. Clin Biochem.,62,2-10.

Wang, F., Niu, W.B., Kong, H.J., Guo, Y.H., Sun, Y.P. (2017), The role of
AMH and its receptor SNP  in the pathogenesis of PCOS. Mol Cell
Endocrinol.,439,363-368.

Wiweko, B., Maidarti, M,. Priangga, M.D., Shafira, N., Fernando, D., et al.
(2014), Anti-mullerian hormone as a diagnostic and prognostic tool for PCOS
patients. J Assist Reprod Genet., 31(10),1311-6.

Xu, C., Zhu, S., Wu, M., Han, W., Yu,Y. (2014), Functional receptors and
intracellular signal pathways of midkine (MK) and pleiotrophin (PTN). Biol Pharm
Bull..37(4),511-20.

Yamamoto, H,. Yamashita, Y., Saito, N., Hayashi, A., Hayashi, M., et al.
(2017), Lower FOXO3 mRNA expression in granulosa cells is involved in
unexplained infertility. J Obstet Gynaecol Res., 43(6),1021-1028.

Yao, X., Tan, Z., Gu, B., Wu ,R.R, Liu, Y.K., Dai, L.C,, et al. (2010),
Promotion of self-renewal of embryonic stem cells by midkine. Acta Pharmacol

Sin.,31(5),629-37.

Young, J.M., McNeilly, A.S. (2010), Theca: the forgotten cell of the ovarian
follicle. Reproduction.,140,489-504

Zhao, S.L., Zhang, YJ., Li, M.H, Zhang, X.L., Chen, S.L. (2014),
Mesenchymal stem cells with overexpression of midkine enhance cell survival and
attenuate cardiac dysfunctionin a rat model of myocardial infarction. Stem Cell Res

Ther.,5(2),37.

Zhou, J., Peng, X., Mei, S. (2019), Autophagy in Ovarian Follicular
Development and Atresia. Int J Biol Sci.,15(4),726-7317.

94



8. EKLER

8.1. lintihal Raporu

INTRASITORLAZMIK SPERM ENJEKSIYONU
UYGULAMALARINA GIREN ACIKLANAMAYAN KISIRLIK
TESHISI KONAN HASTALARDA, YUMURTALIK
KAPASITESININ VE YUMURTA KALIT ESININ
DEGERLENDIRILMESINDE YENI BIR BELIRTEC

........

ORUINALLIK RAPORLY

A | 0 0 3

BENZERLIK ENDEXS| INTERNET YAYINLAR OGRENCI GOEVLER
RAYNAKLARI

BIRINCIL KaYNAYLAR

Submitted to Istanbul University e
Ggrenci Odgwi %
www.cellmid.com.au 4
Internet Kayhag <%
Submitted to Istanbul Aydin University “
Ozrenc: Oga <%
8 Submitted to Marmara University &
E20 Ogrencl Odeli <%
rba.elseyvier.es #
ntermet Kaydad, <%
57 Www.cpa-apc.org p
Bl hternst Kayrad <°ffl
Submitted to Trakya University 1
Qgranc Odad <%

95



www.medischcentrumhuisartsen.be < 1
Internet Kayhag % |
Ari, Mustafa, Mehmet KOKACYA, mit Copoglu, <o, 1
Erhan Yengil, Yuksel Kivrak, Musa Sahpolat. °
and Birgen Budak. "Stress reaction, anxiety and
depresgion after bomb attacks in Reyhanli in
Syria-Turkey border”, Anatalian Journal of
Psychiatry, 2015.
Yaym
www.sporbilim.com
inﬁe:m;;i K-s?ra@ <%1

gulgfr; |lf?d to TechKnowledge Turkey <%1
Submitted to Dokuz Eviul Universitesi
Ogranci Odeti y <%1
www.perinataldergi.com
Imtsrnet Kay.‘fagjl S <%1
Da Li, Yyue You, Fang-Fang Bi, Tie-Ning Zhang, & 1
Jiao Jiag, Tian-Ren Wang, Yi-Ming Zhou, Zi-Qi o
Shen, Xju-Xia Wang, Qing Yang. "Autophagy is
activatef in the ovarian tissue of polycystic
ovary syndrome”, Reproduction, 2018
Yayn

B www.ijbs.com

e Intemet K:Lynh@ <% 1




Chrenci Odg

'

Submit{ed to Istanbul Medipo! Aniversitesi " 1
Ofiranci Gddvi Yo
Submitied to Ankara University ‘ <%1

Alntilar gikart
Biblivografyay Cicart

Kapat Eglogmeleri géar Kapet

Kana:

97



8.2. Etik Kurul Karan
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Karar No: 2017/3-1
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Sorumlu Aragtirmaci Dog.Dr Mine Ergiiven’in planladif
‘intrasitoplazmik sperm  enjeksiyonu  uygulamalarina giren
agiklanamayan kisirbk  teshisi konan hastalarda yumurtalik
kapasitesinin ve yumurta kalitesinin degerlendirilmesinde yeni bir |
belirteg olarak serum midkin protein diizeylerinin anti-Miillerian |
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9.0ZGECMIS

9.1. Ozgecmis

Unvam, Adi-Soyadr: Dog. Dr. Mine ERGUVEN, Biyokimya Uzmanm (Ph.D,
Dogent) ve Klinik Embryoloji (M.Sc).

Dogum Tarihi: 21 Temmuz 1979

Ogrenim Bilgileri

Derece Boliim/Program Universite Yil
Fen Fakiiltesi Biyoloji-Genetik | .

Lisans Istanbul Universitesi | 1997-2001
Miihendisligi Kiimesi

] Saglik Bilimleri Enstitiisii Eczacilik | | .

Y. Lisans L Istanbul Universitesi | 2001-2004
Fakiiltesi Biyokimya Progranu
Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji

Y. Lisans | ve  Embryoloji Klinik Embryoloji | Biruni Universitesi | 2016-2019
Programu
Saglik Bilimleri Enstitiisi Istanbul | | 3

Doktora . Istanbul Universitesi | 2004-2009
Tip Fakiiltesi Biyokimya Programi

) . Yiiksek Ogretim
Docgentlik | Saglik Bilimleri Alam-Biyokimya 12 Mart 2015
Kurumu

Cahgma Alanlar: Kanser (Rahim, Beyin Tiimori, Losemi, Prostat), Kisirlik-Tiip

Bebek, Kok Hiicre (Organ yapilandinlmasi), Kanser Kok Hiicresi, Biyouyumluluk,

Hiicre ve Doku Kiiltiirti, Gida raf 6mrii uzatilmasi, Gida Takviyeleri, Biyosensér,

Ilag Tasarimi-Nanoteknoloji.

Teknikler: Hiicre ve Doku Kiiltiirli, Biyokimya Testleri, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Uygulamalari, Elektron Mikroskobisi (TEM, SEM), Histolojik Boyama

Teknikleri ve Immunohistokimya.
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1.Yiiksek Lisans Tez Bashgi ve Tez Danisman(lar)
Tez Bash@i: Suramin'in C6 gliomada telomeraz aktivitesi tizerine etkisi.

Tez Damigmani: Prof. Dr. Nuriye AKEV-Istanbul Universitesi

2. Yiiksek Lisans Tez Bash (6zeti ekte) ve Tez Damigsman(lar)i

Tez Bashgi: Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu  uygulamalarina giren
agiklanamayan kisirlik teshisi konan hastalarda, yumurtalik kapasitesinin ve yumurta
kalitesinin degerlendirilmesinde yeni bir belirteg olarak serum midkin protein

diizeylerinin anti-miillerian hormon diizeyleri ile birlikte arastirlmasi

Tez Damigmam: Prof. Dr. Tiilay irez-Biruni Universitesi

Doktora Tezi/S.Yeterlik CaliymasyTipta Uzmanhk Tezi Bashgi ve

Danisman(lari

Tez Bash@: Imatinibin indometazin, lityum, selisiklib ve noskapin ile
kombinasyonunun T98G insan glioblastoma hiicrelerine etkisinin in vitro

incelenmesi.
Tez Damismanlar:
1.Tez Damgmam: Prof. Dr. Nuriye AKEV-Istanbul Universitesi

2.Tez Damigmani: Prof. Dr. Ayhan BILiR-Istanbul Universitesi

Yabaner Dil Bilgileri

Dil Sinav Yil/Donem Puan

Ingilizce UDS 2010-Sonbahar 78.75
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Akademik Gorevler

Goreve
" " . Gorev
Unvan Gorev Yeri Baslama
Bitis Yiln
Yils
Arastirma . " o .
. Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi 2001 2009
Gorevlisi
Aragtirma || Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji — 5
009
Gorevlisi Anabilim Dali (Proje Gorevlendirilmesi)
Yeni Yiizyil Universitesi Mimarlik Mithendislik Fakiiltesi
Yardimci o
5 Biyomedikal Miihendisligi 2547 sayili kanunun 13/b-4 maddesi 2010 2013
ocent L. . . .
geregince Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali'nda gérevlendirme
s Istanbul Aydimn Universitesi Mithendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
ardimci
o 2547 sayili kanunun 13/b-4 maddesi geregince Saghk Bilimleri 2013 2014
ogent
Fakilltesi'nde gérevlendirme
Yardimer || . g L ... .
Istanbul Aydin Universitesi Mithendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi || 2014 2015
Docent
Istanbul Aydin Universitesi Mithendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi,
Dogent 2547 sayih kanunun 13/b-4 maddesi geregince Tibbi Laboratuvar  [|Mart 2015 2016
Teknikleri’nde gérevlendirme.
istanbul Aydin Universitesi Tibbi Laboratuvar Teknikleri
Mayis
Dogent 2547 sayil kanunun 13/b-4 maddesi geregince Biyomedikal Ocak 2016 2016
Miihendisligi’nde gorevlendirme.
istanbul Aydin Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Mayis
Dogent Ocak 2017
2016
b Istanbul Aydin Universitesi Patoloji Laboratuvar Teknikleri-2547- Ocak
ocent . . -
13/b-4 Gida Teknolojisi gorevlendirme 2017
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Yonetilen Tezler

Ogrenci Adi- Mezuniyet|Diger
Derece Tez Bashg
Soyadi Yih Danigmanlar
Lipoteikoik asitin kalsiyum-silikat
icerikli simanlar ile
‘ Prof. Dr. Elif
Doktora || Sinem Kuru* ||inaktivasyonunun dental pulpa kok 2016
. Sepet
hiicrelerinde hiicre 6liim
mekanizmalarina etkisi
Dr. Hakan
Beyin tiimérlerinde Seyithanoglu-
Tipta ; oz 3 :
Tolga Diindar* hiperoksijenizasyonun 2013 Bezm-i Alem
Uzmanhk . .
neovaskiilarizasyona etkisi Vakif
Universitesi
Prof. Dr.
. Mustafa
Yiiksek . Kadmiyumun korpus luteum .
Kiibra Cigerim* ) L 2011 Tagyiirekli-
Lisans iizerine etkisi .
Istanbul
Universitesi
Yiiksek Gojiberry'nin kadin kisirhginda
. . . . Dog. Dr. Mine
Lisans || Afsoon Saeidi kullanilan gida takviyeleri ile 2017
L ) Ergiiven
etkilerinin incelenmesi
Yiiksek Melatonin takviyesinin gojibe Dog. Dr. Mine
. Ziilkiif Yilmaz - L rry 2017
Lisans meyvesi ile etkisinin incelenmesi Ergiiven

* Yukarida bahsi gegen dgrencilerin tezlerinde 2. Danigman sifatiyla gérev yapilmistir.
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Verilen Dersler

Teorik .
Akademik Uygulama || Ogrenci
Ders Adr Dénem | Ders . Aciklama
Yil . || Ders Saati | Sayist
Saati
Bilgisayar Uygulamalari
= y% 2010-2011 Giiz 1 2 103 Lisans
Dersi
Bilgisayar Uygulamalar
e 2010-2011 Bahar 1 2 40 Lisans
Dersi
Bilgisayar Uygulamalari
sl 2011-2012 Giiz 1 2 222 Lisans
Dersi
Bilgisayar Uygulamalari Bahar
2011-2012 1 2 60 Lisans
Dersi
Biyokimya 2011-2012 Bahar 3 0 16 Lisans
Genel Kimya 2012-2013 Giiz 3 2 27 Lisans
Biyokimya 2012-2013 Giiz 2 0 70 Lisans
Yiiksek
Biyokimya 2012-2013 Giiz 1 0 27 ]
Lisans
Tibbi ingilizce 2012-2013 Giiz 1 0 60 Lisans
Biyokimya ve Organik
2012-2013 Bahar 2 0 22 Lisans
Kimya
Biyokimya I 2013-2014 Giiz 4 0 37 Lisans
Biyokimya I1 2013-2014 Giiz 4 0 37 Lisans
Biyokimya 2013-2014 Giiz 2 0 59 Lisans
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Teorik

Akademik Uygulama || Ogrenci
Ders Adi Dénem | Ders Agiklama
Yil . || Ders Saati | Sayisi
Saati
Tibbi ilkyardim 2013-2014 Gilz 1 2 59 Lisans
Yiiksek
Kanser Biyokimyasi 2013-2014 Giiz 2 0 2 .
Lisans
Biyokimya 2013-2014 Giiz 2 0 15 Lisans
Biyokimya 2013-2014 Giiz 2 0 63 Onlisans
Biyokimya 2013-2014 Giiz 2 0 79 Onlisans
Gida ve Saglik 2013-2014 Bahar 2 0 94 Lisans
Biyomalzemeler 2013-2014 Bahar 3 0 78 Lisans
Sunum Teknikleri I 2013-2014 Bahar 2 0 56 Lisans
Molekiiler Biyoloji ve Bahar
2013-2014 2 0 24 Lisans
Genetik
Bitirme Projesi 11 2013-2014 Bahar 1 0 9 Lisans
Bitkisel Yag Teknolojisi || 2013-2014 Bahar 2 0 54 Lisans
Genetics in Dentistry 2013-2014 Bahar 2 0 19 Lisans
Stem Cells and Clinical Bahar
2013-2014 2 0 19 Lisans
Applications
Molekiiler Biyoloji ve
2013-2014 Bahar 2 0 20 Lisans
Genetik
Stokiyometri 2013-2014 Yaz 6 0 17 Lisans
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Teorik .
Akademik Uygulama || Ogrenci
Ders Ada Dénem || Ders Agiklama
Yil . || Ders Saati | Sayisi
Saati
Beslenme 2014-2015 Gilz 2 0 48 Lisans
Sunum Teknikleri-11 2014-2015 Giiz 2 0 36 Lisans
Biyokimya 2014-2015 Giiz 2 0 30 Lisans
Lisans-
Nutrition 2014-2015 Giiz 2 0 2
Erasmus
Bitirme Projesi-1 2014-2015 Giiz 0 6 9 Lisans
Biyokimya 2014-2015 Giiz 6 0 50 Lisans
Yiiksek
Kanser Biyokimyasi 2014-2015 Giiz 2 0 2 )
Lisans
2014-2015 Yiksek
Gida Giivenligi Bahar 3 0 8 .
Lisans
Molekiiler Biyoloji ve || 2014-2015
Bahar 2 0 40 Lisans
Genetik
Bitirme Projesi-II 2014-2015 Bahar 0 6 9 Lisans
Genetics in Dentistry 2014-2015 Bahar 2 0 33 Lisans
Stem Cells and Clinical || 2014-2015 Lisans
Bahar 2 0 33
Applications
Klinik Biyokimya 2014-2015 Bahar 2 0 16 Lisans
Is1 ve Kiitle Aktari || 2014-2015 Yaz 4 0 17 Lisans
Arastirma Metotlari 2015-2016 Giiz 1 0 39 Lisans
Biyokimya 2015-2016 Giiz 3 0 Yiiksek
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. Teorik .
Akademik|| Uygulama || Ogrenci
Ders Ada Dénem | Ders . Agiklama
Yil . || Ders Saati | Sayis:
Saati
Lisans
Biyokimya 1-11 2015-2016 Giiz 6 0 143 Lisans
General Chemistry 2015-2016 Giiz 2 2 169 Lisans
Gida ve Saglik 2015-2016 Giliz 2 0 255 Lisans
fleri Biyokimya 2015-2016 Giiz 3 0 2 Doktora
Kok Hiicre ve Klinik 2015-2016 Bahar 5 0 - Lisans
Uygulamalar
Dis Hekimliginde 2015-2016 Bahar y " 58 Lisans
Genetik
Klinik Biyokimya 2015-2016 Bahar 2 0 26 Lisans
2015-2016 Bahar Yiiksek
Halk Saghig 3 0 5
Lisans
Molekiiler Biyoloji ve || 2015-2016 Bahar 5 i g Lisans
Genetik
Tibbi Biyokimya 2016-2017 Gilz 2 2 60 Lisans
Biyokimya I-II 2016-2017 Gliz 4 2 120 Lisans
Kimya 2016-2017 Giiz 2 0 73 On Lisans
Teknik Ingilizce 2016-2017 Giiz 3 0 47 Lisans
Kok Hiicre ve Klinik 2016-2017 Bahar Lisans
2 2 120
Uygulamalarn
Klinik Biyokimya 2016-2017 Bahar 2 0 28 Lisans
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) Teorik a4
Akademik Uygulama || Ogrenci
Ders Adi Diénem | Ders . Aciklama
Yul . || Ders Saati | Sayisi
Saati
Biyokimya 2016-2017 Bahar 2 0 53 Lisans
Biyokimya 2016-2017 Bahar 2 0 44 Lisans
Biyokimya I-II 2017-2018 Giiz 4 0 130 Lisans
Biyokimya 2017-2018 Giiz 2 0 96 Lisans
Kimya 2017-2018 Giiz 0 2 “ 38 On Lisans
Biokimya 2017-2018 Yaz 0 4 8 Lisans
Biyokimya I-II 2018-2019 Giiz 4 0 125 Lisans
First Aid and Health | 2018-2019 Giiz g x 1 On Lisans
Knowledge
Kimya 2018-2019 Giiz 0 2 81 On Lisans
Biyokimya 2018-2019 Bahar 2 0 58 Lisans
Biyokimya 2018-2019 Bahar 2 0 9 Lisans
Dis Hekimliginde 2018-2019 Bahar Lisans
2 0 99
Genetik
K&k Hiicre ve Klinik 2018-2019 Bahar Lisans
0 2 106
Uygulamalari
Tibbi Biyokimya 2018-2019 Bahar 2 0 29 Lisans
Klinik Biyokimya 2018-2019 Bahar 2 0 89 Lisans
2018-2019 Bahar Yiiksek
Gida Toksikolojisi 3 0 1
Lisans
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Projelerde Yaptigi Gorevier

1.I.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no:T988/06102006. Doktora tezi. Proje

Yiriitlictist

2.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Yiiksek Lisans tezi. Proje Yiiriitiiciisii.

3.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no: BYP1900. Yardimci Arastirmaci.
4.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no: BYP2936. Yardimei Arastirmaci.
5.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no: UDP 2841. Yardimei Arastirmaci.
6.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no: UDP 10913. Yardimci Arastirmact.
7.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no: BYP 17175. Yardimei Aragtirmaci.
8.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no: BYP 8644. Yardimei Aragtirmaci.
9.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no: YOP 2877. Yardimei Arastirmaci.
10.TUBITAK. SBAG.Proje no: 108S037. Yardime1 Arastirmact.

11.TUBITAK. SBAG BMBF-4, Proje no: 1088262. Yardimci Aragtirmaci.

12.Kurum destegi alinmamigtir. Cok merkezli galisma: Memorial Hastanesi (Prof.
Dr. Semra Kahraman), Istanbul Tip Fakiiltesi (Prof. Dr. Ayhan Bilir), Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi (Prof. Dr. Tiilay irez). AMH ve midkin iliskisinin kisirhkta arastirilmasi.

Proje Yoéneticisi. (Tamamlandi)

13.TUBITAK. SBAG BMBF-4, Proje no: 110S8435.Secici siklooksijenaz-2 (cox-2)
inhibitérii nonsteroidal antiinflamatuvar ilag selekoksibin nanopartikiillerinin
hazirlanmasi  ve antikanser etkisinin aragtinlmasi. Yardimer  Arastirmac.

(Tamamlandi)

14.Kurum destegi alimmamstir. Cok merkezli ¢alisma: CEU Universidad San Pablo
Farmakoloji Bélimii Prof. Dr. Gonzalo Herradén-Yeni Yiizyil Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, Istanbul Aydin Universitesi. Ilaglarin bagimlilik

yapma mekanizmalari. Proje Yoneticisi. (Tamamlandi)

15.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no: 28773. Yardimci Aragtirmaci

(Tamamland1)
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16.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no: 42019.Yardime1 Arastirmaci

(Tamamlandi)

17.1.U Bilimsel Arastirma Projeleri. Proje no: UDP 28777. Yardime1 Arastirmaci

(Tamamlandi).

18.Kurum destegi alinmamustir. Cok merkezli ¢alisma: Angiosidin ve midkin iligkisi.
Proje Yoneticisi. (Tamamlandi) 2013-2014

19.TUBITAK. SBAG BMBF-4, Proje no: 1158431 Yardimci Arastirmaci. Kabul
Tarihi: 10.07.2015 (Tamamlandi)

20. TUBITAK 2232, Yardime1 Aragtirmaci, 2017 (Tamam1landi)

Idari Gérevler

1.0grenci Dekan Yardimeisi: Ekim 2011-Ekim 2012

2.Egitim Koordinasyon Birimi Uyeligi: Ekim 2012

3.Lisans Program Komisyonu Uyeligi: Ocak-Nisan 2012

4.Istanbul Aydin Universitesi Saghk Bilimleri Fakiiltesi Dekan Yardimcisi: 2013

S.Istanbul Aydin Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Odyoloji Béliim Kurucusu
ve Bolim Bagkani: 2013

6.dstanbul Aydin Universitesi Saghk Bilimleri Fakiiltesi AKTS/ Erasmus
Koordinatérii: 2013

7.Istanbul Aydin Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Miifredat Komisyon Uyesi:
2013

8.Istanbul Aydin Universitesi Fen Fakiiltesi Fakiilte ve Yénetim Kurulu Uyesi,
Komisyon Kurulu Uyelikleri: 2015-2018

9. Miidek Komisyon Uyeligi: 2015-2016

10. Biyomedikal Mithendisligi Miifredat Kurul Uyeligi: 2016

11. Miihendislik Fakiiltesi web sitesi koordinatérliigii:Ocak-Eyliil 2016
12. Euroanket iiyeligi (Prof. Dr. Hasan Saygin koordinatérliigiinde):2016

13. Gida Miihendisligi Aksiyon Plani- (Dr. Mustafa Aydin ve Prof, Dr. Hasan Saygin

koordinatérliigiinde)
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14. Miihendislik Fakiiltesi Kalite Kontrol El¢iligi: 2014-2017

Bunun diginda ERASMUS soru hazirlama kurul iiyeligi (Tibbi Biyoloji,
Kimya), Miihendislik Fakiiltesi YOK Denetim Dosyalar1 Hazirlanmasi, Prof. Dr.
Ahmet Metin Ger koordinatérliigiinde IAU Stratejik Plan Hazirlama Uyeligi.

Bilimsel Kuruluslara Uyelikler

1. Molekiiler Kanser Arasgtirma Dernegi (MOKAD)

2. Hiicre Oliimii Arastirma Dernegi (HOAD)

3. The European Association for Cancer Research (EACR)

4.Tiirk Biyokimya Dernegi (TBD)

S.Klinik Embriyoloji Dernegi (KED)

6. European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE)
7. American Society for Reproductive Medicine (ASRM)

Odiiller

1.TUBITAK-Beyin Arastirmalan Dernegi (TUBITAK-BAD) 2002 yili Aventis Proje
Destek Odiilii: Stiramin’in glioblastoma multiforme’de telomeraz aktivitesi iizerine

etkisi. II. Ulusal Sinirbilimleri Kongresi, 16-20 Nisan 2003, Bursa.

2.En Baganli Sozli Sunum Odiilii: Suramin’in C6 glioma hiicreleri iizerinde
apoptotik ve antiapoptotik etkileri: telomeraz. Uluslararas1 katilmli 1.

Multidisipliner Kanser Aragtirma Sempozyumu, 12-15 Mart 2006, Uludag-Bursa.

3.Gen¢ Aragtirmact Bursu (Young Investigator Scholarship):Handshaking of
imatinib mesylate with lithium chloride and medroxyprogesterone acetate in the
treatment of human endometrial adenocarcinoma cell line Ishikawa. Multidisipliner

Arastirma Sempozyumu, 24-27 Subat 2008, Bursa-Uludag.

4.Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi: 2008

yilinda bilime yapilan katki 6diilii.

S.Istanbul Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi: 2010

yilinda bilime yapilan katk: ddiilii.

6.Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi: 2011

yilinda bilime yapilan katki édiilii.
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7IFCC WorldLab Istanbul 2014 Tirk Biyokimya Dernegi Burslan Turkish

Biochemical Society Bursaries, 22-26 Haziran 2014, Istanbul.

8. Turk Biyokimya Dernegi-Malatya Laboratuvar Yonetimi Sempozyumu: Kalite-
Standardizasyon-Akreditasyon Roche Kayit Bursu, 16-18 Ekim 2014, Malatya.

9.Dr. Akin Sabanci ile birlikte TURNOG “Noéroonkolojik Cerrahi Bilimsel
Aragtirmay1 Tesvik Odiilii” 2014.

10. Spandidos  Yayinlarindan Hakemlik Odiilii “Certificate of Excellence in
Reviewing Reviewer reward certificate from Spandidos Publications for submission

reference 202721 and for their important contribution to the quality of our
publication Molecular Medicine Reports on 22/03/2018.”, 2018.

11. Imagine Tomorrow - Entrepreneurship & Innovation Competition, 27-28 Subat
2019, Istanbul Liitfi Kirdar, ICEC- Basvuran 200 proje arasindan ilk 20 dereceye
girip 13. olup Istanbul IAU TTPYO’da 1 sene Ofis Destek Odiilii.

9.2. Eserler Listesi

A. Uluslararas: Hakemli Dergilerde Yayimlanan Makaleler

Al. Ergiiven Mine, Bilir Ayhan, Altug Tuncay, Aktar Fadime, Akev Nuriye (2007).
Suramin increased telomerase activity in the c6 glioma/wistar experimental brain
tumor model. Int J BiomedSci., 3(2):104-11.

A2. Ergiiven Mine, Akev Nuriye, Ozdemir Aysegiil, Karabulut Ebru, Bilir Ayhan
(2008).The inhibitory effect of suramin on telomerase activity and spheroid growth
of C6 glioma cells., 14(8):BR165-73.A

A3. Bilir Ayhan, Ergiiven Mine, Oktem Giilperi, Ozdemir Aysegiil, Uslu Atilla,
Aktas Esin, Bonavida Benjamin (2008). Potentiation of cytotoxicity by combination

of imatinib and chlorimipramine in glioma. Int J Oncol., 32(4):829-39.

A4. Kurt, Seven Bahri Ulkii, Tuna Sevilcan, Ergiiven Mine, Solakoglu Seyhun
(2009). Iron (III) and nickel (II) template complexes derived from benzophenone

thiosemicarbazones. Journal of Coordination Chemistry, 62 (13): 2172-2181.
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AS. Bilir Ayhan, Ergiiven Mine, Yazihan Nuray, Aktas Esmn, Oktem Giilperi,
Sabanci Akin (2010). Enhancement of vinorelbine-induced cytotoxicity and
apoptosis by clomipramine and lithium chloride in human neuroblastoma cancer cell

line SH-SYS5Y. Journal of Neuro-Oncology, 100(3), 385-395.

AG6. Serbet¢i Tuba, Demirci Betiil, Giizel Cagla Bozkurt, Kiiltiir Siikran, Ergiiven M,
Baser Kemal Hiisnii Can (2010). Essential oil composition, antimicrobial and
cytotoxic activities of two endemic Stachys cretica subspecies (Lamiaceae) from

Turkey. Natural Product Communications, 5(9):1369-74.

A7. Ergiiven Mine, Yazihan Mine, Aktas Esin, Sabanci Akin, Li Chiang, Oktem G,
Bilir A (2010). Carvedilol in glioma treatment alone and with imatinib in vitro.

International Journal of Oncology, 36(4).

A8. Cankaya Abdiilkadir Burak, Erdem Mehmet Ali, Arzu Pinar Erdem, Ergiiven
Mine, Buket Aybar, Kasapoglu Cetin, Bilir Ayhan (2011). Evaluation of light-
emitting diode (LED-660 nm) application over primary osteoblast-like cells on
titanium surfaces: an in vitro study. Int J Med Sci. 8(7):584-93.

A9. Ergiiven Mine, Bilir Ayhan, Yazihan Nuray, Ermis Ezgi, Sabanci Akin, Aktas
Esin, Aras Yavuz, Alpman Vehbi (2011). Decreased therapeutic effects of noscapine
combined with imatinib mesylate on human glioblastoma in vitro and the effect of

midkine. Cancer Cell International, 11(1), 18.

A10. Tezer Murat, Bakkaloglu Hiiseyin, Ergiiven M, Bilir A, Kadioglu Ates (2011).
Smooth muscle morphology in the nipple-areola complex., Journal of Morphological

Sciences, 28 (3):171-175.

All. Bilir Ayhan, Ergiiven Mine, Ermis Ezgi, Sencan Mine, Yazihan Nuray (2011).
Combination of imatinib mesylate with lithium chloride and medroxyprogesterone
acetate is highly active in Ishikawa endometrial carcinoma in vitro. Journal of

Gynecologic Oncology, 22(4), 225.

A12. Sabanci Pulat Akin, Aras Yavuz, Aydoseli Aydin, Sencer Serra, Sencer Altay,
Ergiiven Mine, Izg1 Nail (2012). A thrombosing, giant, distal posterior cerebral artery

aneurysm in a newborn infant. Journal of Neurosurgery: Pediatrics, 10(1), 50-55.
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A13. Ergiiven Mine, Bilir A, Yazihan Nuray, Korkmaz Seval, Aktas Esin, Ovalioglu
Cem, Diindar Tolga, Seyithanoglu Hakan (2012). Imatinib mesylate decreases the
cytotoxiceffect of roscovitine on human glioblastoma cells in vitro and the role of

midkine. Oncology Letters, Oncol Lett., 3(1):200-208.

Al4. Tuncer Safa, Demirci Mustafa, Schweikl Helmut, Erguven Mine, Bilir Ayhan,
Kara Tuncer Aysun (2012). Inhibition of cell survival, viability and proliferation by
dentin adhesives after direct and indirect exposure in vitro. Clinical Oral

Investigations, 16(6), 1635-1646.

A1S5. Gelincik Ash, Aydin Filiz, Ozerman Bilge, Ergiiven Mine, Aydin Salih, Bilir
Ayhan, Geng Sema, Eroglu Hacer, Colakoglu Bahattin, Erden Sacide, Biiylikoztiirk
Suna (2012). Enhanced nerve growth factor expression by mast cells does not differ
significantly between idiopathic and allergic rhinitis. Annals of Allergy, Asthma &
Immunology, 108(6), 396-401.

Al6. Atalay Belir, Aybar Buket, Ergiiven Mine, Emes Yusuf, Bultan Ozgiir, Ak¢a
Kivang, Yalgin Serhat, Baysal Ugur, Issever Halim, Cehreli Murat Cavit, Bilir
Ayhan (2013). The Effects of Pulsed Electromagnetic Field (PEMF) on Osteoblast-
Like Cells Cultured on Titanium and Titanium-Zirconium Surfaces. Journal of
Craniofacial Surgery, 24(6),2127-2134.

Al7. Emes Yusuf, Ak¢a Kivang, Aybar Buket, Yalgin Serhat, Cavusoglu Yeliz,
Baysal Ugur, Issever Halim, Atalay Belir, Vural Pervin, Ergiiven Mine, Cehreli
Murat Cavit, Bilir Ayhan (2013). Low-level laser therapy vs. pulsed electromagnetic
field on neonatal rat calvarial osteoblast-like cells. Lasers in Medical Science, 28(3),

901-909.

Al8. Ayla Sule, Bilir Ayhan, Soner Burak C, Yilmaz Dilsiz Ozlem, Ergiiven Mine,
Oktem Giilperi (2014). Notch Signaling-related Therapeutic Strategies With Novel
Drugs in Neuroblastoma Spheroids. Journal of Pediatric Hematology/Oncology,
36(1), 37-44.

A19. Melike Giiner, Giilgiin Yener, Mine Ergiiven, Ecem Karaman, Utku (2014).
Solid lipid nanoparticules and nanostructured lipid carriers of celecoxib for topical
application-preparation, characterization and drug penetration through rat skin.

Current Nanoscience, 10,532-542.
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A20. Sabanci Pulat Akin, Ergliven Mine, Yazihan Nuray, Aktas Esin, Aras Yavuz,
Civelek Erding, Aydoseli Aydin, Imer Murat, Giirtekin Mehmet, Bilir Ayhan (2014).
Sorafenib and lithium chloride combination treatment shows promising synergistic
effects in human glioblastoma multiforme cells in vitro but midkine is not

implicated. Neurological Research, 36 (3), 189-197.

A21. Yorulmaz H, Ozkok E, Erguven M, Ates G, Aydin I, Tamer S (2015). Effect of
simvastatin on mitochondrial enzyme activities, ghrelin, hypoxia-inducible factor 1a

in hepatic tissue during early phase of sepsis. Int J Clin Exp Med, 8:3640-50.

A22. Topguoglu Nursen, La¢in Cagdas Caglar, Ergiiven Mine, Bilir Ayhan,
Siitliipinar Nurhayat, Kiilekg1 Giiven (2015). Antibacterial effect of Kenger Gum on
mutans Streptococci and its cytotoxic effect on the 3T3 fibroblast cell line. Oral
Health Prev Dent.,13(2):157-62.

A23. Yavuz Aras, Pulat Akin Sabanci, Serdar Kabatas, Gokhan Duruksu, Cansu
Subasi, Mine Erguven, Erdal Karatz (2016). The Effects of Adipose Tissue-Derived
Mesenchymal Stem Cell Transplantation During The Acute And Subacute Phases
Following Spinal Cord Injury. Turkish Neurosurgery,26(1):127-39.

A24. Yavuz Aras, Mine Ergiiven, Esin Aktas, Nuray Yazihan, Ayhan Bilir (2016).
Antagonist activity of the antipsychotic drug lithium chloride and the antileukemic
drug imatinib mesylate during glioblastoma treatment in vitro. Neurol

Res.,38(9):766-74.

A25. Ergiiven Mine, Oktem Giilperi, Kara Ali Nail, Bilir Ayhan (2016). Lithium
chloride showed biphasic effect on prostate cancer stem cells and midkine levels

were proportionally changed to this effect” Oncol Lett. 12:2948-2955.

A26. Mucuk G, Sepet E, Erguven M, Ekmekc1 O, Bilir A (2017). 1,25-
Dihydroxyvitamin D(3) stimulates odontoblastic differentiation of human dental

pulp-stem cells in vitro. Connect Tissue Res. 58:531-541.

A27. Ozkok E, Yorulmaz H, Ates G, Aydin I, Ergitven M, Tamer S (2017). The
impact of pretreatment with simvastatin on kidney tissue of rats with acute sepsis.

Physiol Int. 104:158-170.
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A28. Melike Uner, Giilgiin Yener, Mine Ergiiven (2019). Design of colloidal drug
carriers of celecoxib for use in treatment of breast cancer and leukemia. Materials

Science and Engineering: C, Volume 103, 109874.

B. Uluslararas1 Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitaplarinda

(Proceedings) Basilan Bildiriler

B1. M. Erguven, A. Bilir, 12th World Congress on Advances in Oncology and 10 th
International Symposium on Molecular Medicine kongre ve sempozyumu
dahilinde,bildiri kitapgigindaki "Striking Chemotherapy Agents: Crosstalk with
imatinib mesylate and carvedilol and clomipramine at C6 glioma cell spheroids"" 69-

69 pp.,Hersonissos, Girit, Yunanistan, Ekim, 2007.

B2.A. Bilir, M. Ergiiven, N. Yazihan, Ehrlich II-2nd World Conference on Magic
Bullets konferans: dahilinde , "", bildiri kitapgigindaki "Two Passengers on the
cancer road:Clomipramine and lithium chloride", 155-155 pp.,Niirnberg, Almanya,
Ekim, 2008.

B3.M. Erguven, Z. Yazici, M. Kula, S. Solakoglu, A. Bilir, 13th World Congress on
Advances in Oncology and 11th International Symposium on Molecular Medicine
kongre ve sempozyumu dahilinde , "", bildiri kitap¢igindaki "Crosstalk of cell cycle
and lipid composition on antineoplastic agent induced autophagic vacuoles with

multilamellar bodies", 69-69 pp.,Hersonissos, Girit, Yunanistan, Ekim, 2008.

B4.M. Erguven, A. Bilir, H. Senol, S. Sahmay, T. Irez., American Society of
Reproductive Medicine’s 64th Annual Meeting kongresi dahilinde, "Fertil Steril",
bildiri kitapgigindaki "The crosstalk between human cumulus cells and ICSI
success", 226-226 pp.,San Francisco, CA, Amerika Birlesik Devletleri, Kasim, 2008

B5.A. Bilir, M. Ergiiven, 2nd International Liver Symposium sempozyumu dahilinde
, "Cell&Tissue Biology Research", bildiri kitapgigindaki "Multicellular hepatocyte
spheroid cultures and their place in biocompability tests", 17-17 pp.,Isparta, Tiirkiye,
Mayis, 2009.
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B6. N. Yazihan, M. Erguven, E. Akcil, A. Bilir, E. Ermis, M. Kocak, The Federation
of European Physiological (FEPS) konferansi dahilinde, "FEPS 2009 Book of
abstracts", bildiri kitapgigindaki "Synergic cytotoxic effect of Imatinib mesylate and
glibenclamide in human glioblastoma cell line.", 245-245 pp..Ljubljana, Slovenya,
Kasim, 2009.

B7.A. Bilir, M. Erguven, A. Zilan, G. Oktem, S. Korkmaz, M. Korkmaz, 16th
International Biomedical Science and Technology Symposium konferans: dahilinde ,
"", bildiri kitapgigindaki "Evaluation and comparison of in vitro biocompatibility of
poly (glycolic acid) and poly (lactide-co-glycolide acid) on maturespheoids of
tumorigenic and non-tumorigenic cell lines.", 75-75 pp.,Istanbul, Tiirkiye, Eyliil-
Ekim, 2010.

B8.M. Erguven, N. Yazihan, A. Sabanci, E. Ermis, M. Senyurek, A. Bilir, 35th
FEBS Congress Molecules of Life kongresi dahilinde , "The FEBS Journal", bildiri
kitapgigindaki "Imatinib mesylate plus lithium chloride failed to treat glioblastoma in
vitro: the effect and mechanism of midkine", 141-141 pp.,Gothenburg, Isveg,

Haziran-Temmuz, 2010

B9.M. Erguven, N. Yazhan, E. Ermis, E. Aktas, A. Bilir, Cell Cycle
Regulators/Inhibitors&Cancer sempozyumudahilinde, "Cell Cycle
Regulators/Inhibitors&Cancer", bildiri kitapgigindaki "Selisiclib (Roscovitine ®)
decreases the cytotoxicity of imatinib mesylate (Gleevec ®) in T98G human

glioblastoma cells", 31-31 pp.,Viyana, Avusturya, Subat, 2011.

B10.N. Yazihan, M. Erguven, A. L. Bas, E. Ermis, A. Bilir, M. Kagcar Kogak, E.
Akcil, E. Baloglu, H. Mairbeurl, Turkish-Federation of European Physiological
Societies (FEPS) kongresi dahilinde , "Acta Physiologica Congress-Special
symposia", bildiri kitapgigindaki "Dexamethasone supresses Klebsiella Pneumoniae
induced cytokine production and midkine expression in rat lungs.", 39-39

pp..Istanbul, Tiirkiye, Eyliil , 2011..

B11.M. Erguven, N. Yazhan, A. Bilir, Turkish-Federation of European
Physiological Societies (FEPS) kongresi dahilinde , "Acta Physiologica Congress-
Special symposia", bildiri kitap¢igindaki "Midkine signalling: From embryogenesis
to disease", 38-38 pp..Istanbul, Tiirkiye, Eyliil, 2011.
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B12. M. Erguven, T. Irez, S. Kahraman, C. Pirkevi, DD. Erkal, A. Bilir, 2nd
Excellence in Midkine Research Conference konferansi dahilinde , "", bildiri
kitap¢igindaki "Midkine and anti-mullerian hormone", 13-13 pp.,Istanbul, Tiirkiye,
Haziran, 2012.

B13N. Yazihan, M. Erguven, E. Ermis Kaya, M. Kacar Kocak, E. Aktas, E. Akcil, A.
Bilir, Third Midkine Symposium sempozyumu dahilinde , "", bildiri kitapg¢igindaki
"ATP dependent channel blocker glibenclamide synergistically potentiates cytotoxic
effect of imatinib mesylate in human glioblastoma cell line via decreasing drug

resistance and midkine levels", 16-16 pp.,Kyoto, Japan, Nisan, 2014.

B14.A. Bilir, G. Oktem, AN. Kara, M. Ergiiven, Third Midkine Symposium
sempozyumu dahilinde , "", bildiri kitap¢igindaki "Midkine levels are changed in
direct proportion to biphasic lithium chloride in prostate stem cells in vitro", 17-17

pp..Kyoto, Japonya, 21-23 Nisan, 2014.

B15. P.A. Sabanci, M. Ergiiven, N. Yazihan, E. Aktag, Y. Aras, E. Civelek, A.
Aydoseli, M. Imer, M. Giirtekin, A. Bilir, IFCC Worldlab Istanbul 2014 kongresi
dahilinde . “Sorafenib and lithium chloride combination treatment shows promising

synergistic effects in human glioblastoma multiforme cells in vitro but midkine is not

implicated.” 96-96 pp.,istanbul, Tiirkiye, 22-26 Haziran, 2014.

B16. Ergiiven M, The 19th World Congress on Advances in Oncology and 17th
International Symposium on Molecular Medicine kongre ve sempozyumu dahilinde,
bildiri kitapgigindaki “The prognostic and diagnostic significance of midkine levels
in cancer from the side of cancer stem cells.”, 535-535 pp., Atina, Yunanistan, 9-11

Ekim, 2014.

B17. M. Ergiiven, N. Ozsoy, E. Aktas, L. Bitis, T. Taskin, A. Bilir International
Conference on Natural Products for Cancer Prevention and Therapy" konferansi
dahilinde bildiri kitapgifindaki “Trachystemon orientalis has anticancer activity
which is highly induced by rhizomes on endometrial cancer in vitro", Istanbul,

Tiirkiye, 31 Agustos-2 Eyliil 2015.

B18. Mine Ergiiven, Melike Uner, Giilgiin Yener. Celecoxib-loaded solid lipid
nanoparticles show promising effects for the treatment of breast cancer in vitro. 3rd
International BAU Drug Design Congress, Bahgesehir University Besiktas Campus,
Istanbul, Turkiye, 1-3/10/2015.
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B19. ESEW, Barcelona 2015, 16-19 Eyliil 2015, Endodontics: Where biology and

technology merge. Intenational Endodontic Journal.

B20. M. Ergiiven, Fourth Midkine Symposium sempozyumu dahilinde, "", bildiri
kitapgigindaki "Indomethacin decreases midkine levels in glioblastoma", 17-17

pp..Budapeste, Macaristan, 28-30 Nisan, 2016.

B21. I. Aydin, M. Ergiiven, E. Aktas, A. Kadioglu, F. Bener, A. Bilir. The
application of 3-methyladenine with lithium chloride increases the detrimental
effects of lithium chloride on sperm number and motility. 3-8 Temmuz 2016, 158 pp,
Helsinki, Finlandiya.

B22. Erguven, M., Yazihan , N., Aktas, E., Bilir, A. (2016). Indomethacin
increased telomerase activity in the treatment of glioblastoma in vitro. FEBS J, 283:

P-02.02.2-001. doi:10.1111/febs.13806.

B23. M Erguven, T. Irez, S. Kahraman, C. Pirkevi, G. Dundar, A. Bilir. New
additional biomarker proposal for the diagnosis of polycystic ovary syndrome
through serum midkine cut-off value with anti-Miillerian hormone in Turkish
population: a prospective study. The 33rd Annual Meeting of ESHRE, Human
Reproduction, Volume 32, Suppll, p691, Cenevre, Isvigre, 2017.

B24. M. Erguven, M. Uner, E.F. Karaman, G. Yener. Novel solid lipid nanoparticle
design of celecoxib as a potent treatment strategy for leukemia and its’ underlying
mechanism. 42ND Febs Congress, From Molecules to Cells and Back, 10-14 Eyliil
2017, Kudiis, Israil.

B2S. Afsoon Saeidi, Mine Erguven. Prekonsepsiyonel gida takviyesi
(Fertilovit®Plus), kiiltirde l6semi hiicre ¢ogalmasim apoptoz ile durdurdu
(Preconceptional dietary supplement (Fertilovit®Plus) inhibits leukemia cell
proliferation via apoptosis in vitro). Uluslararasi Biyokimya Kongresi 2017, 28.
Ulusal Biyokimya Kongresi, SS-011, Turkish Journal of Biochemistry Supplement,
18-23 Eyliil 2017, Atatiirk Universitesi, Erzurum.
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B26. Zulkuf Yilmaz, Nurten Ozsoy, Mine Erguven. Gojiberry’nin melatonin ile
kullanimu, kiiltiirde 16semi tedavisinde sinerjistik etki gosterdi. (The use of Gojiberry
with melatonin shows synergistic effect at the treatment of leukemia in vitro.)
Uluslararas1 Biyokimya Kongresi 2017, 28. Ulusal Biyokimya Kongresi, SS-073,
Turkish Journal of Biochemistry Supplement, 18-23 Eylil 2017, Atatiirk

Universitesi, Erzurum.

B27. Mine Ergiiven, Tiilay Irez, Semra Kahraman, Caroline Pirkevi, Gék¢e Diindar,
Ayhan Bilir. Midkin polikistik over sendromunda yeni bir yumurtahik rezervi
belirteci olarak kabul edilebilir mi? Prospektif ¢aligma (Can midkine be accepted as a
new ovary reserve biomarker at the polycystic ovary syndrome? A prospective study)
Uluslararas:1 Biyokimya Kongresi 2017, 28. Ulusal Biyokimya Kongresi, PS3-07,
Turkish Journal of Biochemistry Supplement, 18-23 Eyliill 2017, Atatiirk

Universitesi, Erzurum.

B28. Mine Ergiiven, Tiilay Irez. Midkine has a predictive role for ovarian reserve
evaluation at the polycystic ovary syndrome except for unexplained infertility.
ASRM 2018 Scientific Congress & Expo, p-543, Fertility&Sterility, 6-10 Ekim
2018, Denver, Kolorado, Amerika.

B29. Haniyeh Behrouzizad, Mine Ergiiven, Ayhan Bilir. Goji berry, L-karnitinin
kronik myeloid 16semide inhibisyon etkisini artirdi. TBD Uluslararas1 Biyokimya
Kongresi 2018//29.Ulusal Biyokimya Kongresi, Turkish Journal of Biochemistry
Supplement, P449, 26-30 Ekim 2018, Hilton, Bodrum Tiirkbiikii, Mugla, Tiirkiye.

C1. Yazlan Ulusal / Uluslararas: Kitaplar

C1.1. A. Bilir, M. Ergiiven, L. Tapul, Genel Embriyoloji ve Histoloji
Uygulama/Teknikler Kitabi (Hiicre Kiiltiiri Teknikleri Béliimii),113-128
pp., Tiirkiye, Nobel Tip Kitapevi, 2012.

C2. Yazilan Ulusal / Uluslararas: Kitaplardaki Béliimler

C2.1.A. Bilir, M. Ergiiven, E. Hayat, Tumors of the Central Nervous System,
Volume 1 (Drug-resistant glioma: Treatment with imatinib mesylate and

chlorimipramine),249-258 pp.,Hollanda, Springer, 2011.
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C2.2. A. Bilir, M. Erguven, M. Garami, A. L. Abujamra, Management of CNS
Tumors (Midkine Signaling in Glioblastoma: a Novel Developmental Drug
Target?),59-74 pp.,Amerika Birlesik Devletleri, Intech, 201 1.

C2.3.M. Ergiiven, A. Bilir, M. Ergiiven, T. Muramatsu, A. Bilir, Midkine: From
Embryogenesis to Pathogenesis and Therapy (Midkine in glioblastoma with the
modulator role switching autophagy to cell death or cell survival),283-303
pp..Hollanda, Springer, 2012.

C2.4. M. Ergiiven, A. Bilir, M. Erkan, T. Irez , Gelisim Biyolojisi (Evrimsel
Degisimin Gelisimsel Mekanizmalar1),683-711 pp..Tiirkiye, Nobel Tip Kitapevi,
2013.

C2.5. M. Ergiiven, T. Lichtor, Evolution of the Molecular Biology of Brain Tumors
and the Therapeutic Implications (Aquaporin, Midkine and Glioblastoma),355-376
pp.,Amerika Birlesik Devletleri, Intech, 2013.

C2.6T. irez, M. Ergiiven, T. Irez, in-Vitro Fertilizasyon (Hiicre ve molekiiler
biyolojinin yeniden degerlendirilmesi),1-18 pp.,Tiirkiye, Nobel Tip Kitapevi, 2014.
C2.7. M. Ergiiven, E. Choy, Osteosarcoma: Symptoms, Diagnosis and Treatment
Options  (Promising Therapeutic Approaches for Osteosarcoma Targeting
Midkine),75-93 pp.,Amerika Birlesik Devletleri, Nova Science Publishers, Inc.,
2014.

C2.8.A. Bilir, M. Ergiiven. Junqueira’s Temel H istoloji Atlas Kitap, Bélim 17
Solunum Sistemi, 343-363 pp, Nobel Tip Kitapevi, 2015.

C2.9. M. Ergiliven, BRS Biochemistry, Molecular Biology, and Genetics, Boliim 7
Yag ve Etanol Metabolizmasi, istanbul Tip Kitapevi, 2019 (Basim Asamasinda)

C.Ulusal Hakemli Dergilerde Yayimlanan Makaleler

D1.§.B. Demiray, §. Ayla, F. Oltulu, T. Cavusoglu, O. Akarca, O.Y. Dilsiz, M.
Ergiiven, G. Oktem, A. Bilir (2011). MDAH-2774 over kanser kék hiicrelerinde

kemoterapi sonrasi apoptotik etkilerin incelenmesi., Ege Tip Dergisi, 103-109.
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D2.A. Bilir, M. Ergiiven, A. Zilan, G. Oktem, S. Korkmaz, M. Korkmaz (2011).
Evaluation and comparison of in vitro biocompatibility of poly (glycolic acid) and
poly (lactide-co-glycolide acid) on mature spheroids of tumorigenic and non-
tumorigenic cell lines., Tiirkiye Klinikleri Tip Bilimleri Dergisi/Tiirkiye Klinikleri
Journal of Medical Sciences, 31: 1-14.
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