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OZET

Glinlimiizde artan bir sekilde sorun haline gelen ¢ocuk sahibi olamama durumu,
gelistirilen yeni tekniklerle agilmaya calisilmaktadir. Bu tekniklerin 6nemli bir tanesi ise
fertilizasyonun laboratuar kosullarinda saglandig1 in vitro fertilizasyon (IVF) olup basar1
orant maalesef hala yeterli degildir. Bu basarinin artirilmasi i¢in degisik besiyeri, biiylime
faktorleri ve hormonlar gibi etkenler ile daha iyi sonug elde edilmeye ¢alisilmaktadir. Kok
hiicreler organizmanin kendi biinyesinde bulundurdugu kolayca elde edilen ve faktorler
aracilig1 ile yonlendirilen 6nciil hiicrelerdir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda bu kok
hiicrelerin bizatihi kendilerinin disinda salgiladig1 faktorler ile nis denilen bir mikrogevre
olusturarak oOzellikle kanser hiicrelerinde olmak iizere diger hiicreleri olumlu yonde
etkiledikleri bilinmektedir. Bu ¢alismada siganlardan toplanan oositler, kok hiicre
ortaminda ve kok hiicrenin bekledigi besiyeri ile muamele edilerek fertilizasyona etkisi ve
embriyo gelisimine etkisi saptandi. Kok hiicre mikrogevresinin fertilizasyon iizerine
etkileri ilgili parametrelerle ortaya konup daha kaliteli bir embriyo ve daha basarili bir
gelisim saptanmaya caligild.

Bu ¢alismada, erigkin ve ortalama agirliklar1 250 + 50 gr wistar siganlar kullanildi.
Erkek ve disi sicanlardan alinan sperm ve oositler kok hiicre nis etkisine maruz birakilarak
olusan degisiklikler olgunlasma agisindan incelendi. Disi siganlar siiperovulasyon yapilan
ile yapilmayan olarak iki gruba ayrildi. Bu iki gruptaki siganlardan toplanan oositler
ITSBY (Insan Tubal Siv1 Besiyeri), SSBY (Single Step Besiyeri), AMBY (Alfa-MEM
Besiyeri) ve KIMKHBY (Kemik 1ligi Mezenkimal Kok Hiicre Besiyeri) igerisine esit
miktarlarda olacak sekilde oositler paylastirildi. Erkek sicanlarda epididimisten spermler
toplanarak kriterler agisindan degerlendirildi. Bu spermler oositlerin bulunduklar1
besiyerleri icerisine ortalama bin sperm olacak sekilde sperm soliisyonu eklendi. IVF
yapilan Orneklerde olusan embriyolar on birinci giine kadar izlendi. Fertilizasyon ve
embriyo gelisimine etkileri ile arrest, dejenerasyon oranlar1 ve canliligi siiren embriyolarin
durumlar1 ortaya kondu.

Calismamizda ITSBY, SSBY, AMBY ve KIMKHBY ’ne maruz birakilan oositlerde
sifir ile dokuzuncu giinler arasindaki siiregte oosit olgunlagmasi, iki ile on alt1 hiicreli ve

morula sathasinda embriyolarin olustugu gozlendi. Ayni sekilde spermlerin hareket, sperm



kalitesi ve canlilif1 yoniinden etkileri ortaya kondu. Olgunlastirilan germ hiicrelerinin
fertilizasyon ve embriyo gelisimine etkisi AMBY besiyerinde ¢ok az iken, ITSBY ve
SSBY besiyerlerinde daha iyi oldugu ancak en iyi etkinin KIMKHBY ile olustugu
gozlemlendi. Kok hiicre niginin, oosit ve spermin olgunlagsmasina, kalitesine ve canlilik
siiresini uzatmasma énemli etkisinin oldugunu gozlemledik. IVF acisindan da KIMKHBY
embriyo kalitesine ve canliligia 6nemli 6l¢iide katki sagladigini gosterdik.

Sonug olarak kok hiicre uygulamalarinin infertiliteye yonelik tedavi i¢in bir umut
olmakla kalmayip koruyucu bir yaklasim olarak kullanilabilecegi goriildi. Ayrica
mezenkimal kok hiicre tedavisinin zarar vermeme anlaminda etkinligi ve giivenilirligi
calismamizin sonuglarii daha da 6nemli hale getirmektedir. Kok hiicre uygulamalarinin
germ hiicresine yaptigi etkilerin mekanizmalarinin anlasilmasi IVF i¢in hala yeterli
olmayan bagarmin artmasini saglamada biiyiik 6nem tasiyacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kemik Iligi Mezenkimal Kok Hiicreleri, In Vitro Fertilizasyon,

Testis, Ovaryum, Oosit, Sperm, Siiperovulasyon.



ABSTRACT

Nowadays, the inability to have children is an important problem that is trying to
overcome with the development of new techniques. The important one of these techniques
is in vitro fertilization (IVF), fertilization is performed under laboratory conditions,
unfortunately success rate still is not enough. To increase the success in IVF, different
media, factors such as growth factors and hormones are used. Stem cells are settled in the
organism and the precursor cells directed through factors, also derived easily. Recently, it
is known that stem cells create a microenvironment called ‘niche’ by secreting factors such
as growth factors and affect positively the other cells, especially cancer cells.

In this study, effects of stem cells and niche on fertilization and development of
embryo were detected by exposing the stem cell and niche with oocytes collected from
rats. The effects of stem cell microenvironment on fertilization were tried to determine by
related parameters whether there is a increasing in the development of embryo and quality
embryo. In our study, adult Wistar rats weighing 250 + 50 g were used. Sperm and oocytes
harvested from male and female rats were exposed to stem cell niche and effects of niche
on maturation were examined. Female rats were divided into two groups including control
and superovulation. Oocytes from both two groups were treated with Human Tubal Fluid
Media, Single Step Media, alpha-MEM Media and Bone Marrow-Derived Mesenchymal
Stem Cell Media. Sperm collected from male rat epididymis were assessed in terms of
criteria. Per thousand sperm with solution were added into the media including oocytes.
Embryos occured with IVF were followed up to the eleventh day, and arrest, degeneration
rates and alive embryos were established. After treatment, oocyte maturation, embryos at
two or sixteen-cell and morula stage were observed between day 0 and day 9. Similarly
treatment of the different media on the viability, quality and movement of sperm were
searched. The effect of alpha-MEM Media on fertilization and embryo development was
decreased while Single Step Media and Human Tubal Fluid Media were more beter
respectively. The most optimal effect was occured by Marrow-Derived Mesenchymal Stem
Cell Media. It was ascertained that stem cell niche affected maturation, quality and

viability of oocytes and sperm.



Consequently, we supposed that application of stem cells might be used in the case
of infertility. Additionally, results of our study are more important in that mesenchymal
stem cell therapy was not occur damages. Understanding the mechanisms of efficiency of
stem cell applications to germ cells will be fundamental step to enhance the succes of IVF.

Key Words: Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell, in Vitro Fertilization, Testis,

Ovary, Oocyte, Sperm, Superovulation.
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etkisi incelendiginde KIMKHBY anlamli bir sekilde olumlu etki gdsterdigi en iyinin +1 ve
en kotiiniin +5 oldugu skorlama ile goriildii.
Tablo 3.4.2. AMBY, SSBY, ITSBY ve KIMKHBY ile muameleye birakilan spermlerin
BY icerisindeki dejenerasyonlar1 degerlendirilmesi.
Tablo 3.5.2. Alfa-MEM Besiyeri (AMBY), Single Step Besiyeri (SSBY), Insan Tubal
SiviBesiyeri (ITSBY), Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicre Nis Besiyeri
(KIMKHBY)’lerine birakilmis oositlerin ii¢ ile dokuz giin arasindaki zaman igerisindeki
besiyerlerindeki dejenerasyonlarinin degerlendirilmesi.
Tablo 3.6.1. Siiperovulasyon Uygulamasinin OKK Uzerine Etkisi.
Tablo 3.7.1. Siiperovulasyon Yapilmis Disi Siganlardan Toplanan Oositlerin Fertilizasyon
Orani, Profaz I Ve Metafaz II Oosit Miktarlar1 Ve Dejenere Oosit Miktarlar1.
Tablo 3.7.2. Oositlerin AMBY, KIMKHBY, SSBY, ITSBY’de 0, 3, 6, 9 ve 11. giinlerdeki
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Tablo 3.7.3. Oosit olgunlugunun gruplara gore yiizde dagilimu.
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1. GIRIS

Modernlesen diinyada c¢evresel faktorler lireme hiicreleri iizerine gittikge artan bir
sekilde olumsuz etki gdstermektedir. Ureme hiicrelerinin fertilizasyonu erkek genital
organlarinda baslayan bir siirecin disi genital organlarinda devam etmesi, tubanin
ampullasinda oosit ile spermin bulusmasina baghdir. Spermler epididimis, {iretra,
vajinadaki douglas ¢ukuru, serviks agzi, uterus limeni ve tubanin fallop tiipli lizerinden
ampullasma kadar gegen siirede bir¢ok farkli hiicrenin etkisine ugramakta ve bu sekilde
olgunlagmakta hem de oositin kumulus ooforus hiicreleri ile birlikte ampulladaki epitel
hiicreleri ile iliskiye girmektedir. Birgok farkli hiicrenin etkilesmesi sonrasinda gerceklesen
fertilizasyon bu hiicrelerden aldig1 sinyaller sonrasinda embriyonun gelismesini saglayan
bircok farkli mekanizmay1 ger¢eklestirmektedir. Fertilizasyon dedigimiz durum bu
hiicrelerin etkilesmesindeki eksikliklere bagli olusmaktadir. Kok hiicre uygulamasi ile
amaglanan kok hiicrenin kendi olusturdugu sinyaller ve ¢evreye gonderdigi uyarilar sonucu
bu eksik olan etkilesmelerin yeniden saglanmasidir. Saglikli bir embriyonun gelismesi i¢in
in vitro olarak kiltiir ortaminda kullanabilecegimiz aras1 etkilesimlerin sayesinde
ger¢eklesmektedir. Saglikli bir embriyonun gelismesi icin in vitro olarak kiiltiir ortaminda
kullanabilecegimiz 3 6nemli parametre bulunmaktadir. Bunlar; spermin oosit ile flizyonu
sonucu fertilizasyonun olugmasi, klivaj denilen olusan zigotun mitotik boliinmeler sonucu
128 ila 256 hiicre asamasina geldigi boliinmeler ve embriyonik cisim denilen embriyonun
gelisim durumu parametreler olarak kullanilmaktadir (Opiela J, Samiec M. 2013).

IVF galismalarinda kok hiicrelerden germ hiicresi olusturulmasi disinda bir uygulama
diisiiniilmemis ve kok hiicrelerin bulusturulduklar1 nis ortamimin klinik uygulamalar i¢in
kullanilmamstir. Oysaki 6zellikle eriskin kemik iliginden kok hiicre toplanmasi, kiiltiire
edilmesi ve ¢ogaltilmas1 giiniimiizde var olan teknoloji ile son derece basit bir uygulamadir
(Sagsoz ve ark. 2008). Bir¢ok farkli kok hiicre elde edilebilmesine karsin erigkin kemik
iligi kok hiicresi her tiirlii hiicreye doniisebilen, ideal mikrocevre olusturabilen ve kiiltiir
ortaminda hizla ¢ogalabilen bir hiicre grubudur (Pittenger, M.F. ve ark, 2002). Bu
caligmadan alinacak bilimsel verilerin sonucunda eger fertilizasyona olan basarisi ortaya
konursa klinikte rahatlikla kullanilabilecekse bir uygulama olacaktir. Kok hiicrelerin
bulusturulduklar1 mikrogevrenin 6zellikle kanser hiicrelerinde olumlu etkileri calisilmis

olmasina karsilik germ hiicreleri tizerindeki etkileri ve fertilizasyon ile iliskileri literatiirde



bulunmamaktadir. Bilim hayatina kazandiracagimiz bu verilerin germ hiicre olusmasi,

olgunlagsmasi ve farklilagsmasi agisindan oldukg¢a 6nemli katkilar saglayacaktir.

1.1.Genel Bilgiler

Ovwvulasyon ¢esitli fizyolojik mekanizmalar iginde bulundurmakta olup, saglkli
gebeligin elde edilmesi i¢cin bu mekanizmalar dnemli yer teskil etmektedir. Bu siire¢lerin
devamini saglayan faktorlerden biri ya da birkaginin bulunmamasi, infertilite ile
sonu¢lanmaktadir. Ovulasyon, graaf folikiilinde oosit mayozunun yeniden aktiflestigi,
folikiil duvarmm apikalinde stigmanin olusumu ile sekonder oositin atildig1 ve korpus
luteumun sekillenmesi ile dokunun yeniden yapilanmasmin basladig1 kompleks bir olaydir
(Gandolfi F ve ark. 2005). Ovaryum dongiisiinde; folikiiler evrede primordiyal folikiilden,
primer, sekonder ve graaf folikiilii gelismektedir. FSH (Follicle Stimulating Hormone,
Follikiil Uyarict Hormon) etkisiyle gelisen follikiilden, LH (Luteinizing Hormone,
Luteinizan Hormon)’mn pik yapmasi ile oosit I. mayoz boliinmeyi ovulasyondan hemen
once tamamlar (Pepling M ve ark. 2001). Atilan sekonder oosit ovaryuma ¢ok yaklasmis
olan tuba uterinanin fimbriyal uglar1 ile alinir ve bir spermiyum ile karsilagirsa ampulla
bolgesinde fertilizasyon gergeklesir. Olusan zigot boliinerek, 2, 4, 8, 16, 32 hiicreli
embriyo, morula ve blastosist evrelerinden gegerek olgunlasir (Sarani S. Ve ark. 1999).

Gilintimiizde artan bir sekilde sorun haline gelen ¢ocuk sahibi olamama durumu
gelistirilen yeni tekniklerle asilmaya calisilmaktadir. Bu tekniklerin 6nemli bir tanesi
fertilizasyonun labratuar kosullarinda saglandigi in vitro fertilizasyondur. In vitro
fertilizasyon basar1 oran1 maalesef hala % 30 civarindadir. Bu basarinin artirilmasi igin
degisik besiyeri, biiylime faktorleri ve hormonlar gibi etkenler ile sonu¢ elde edilmeye
calisilmaktadir. Kok hiicreler organizmanin kendi biinyesinde bulundurdugu kolayca elde
edilen ve faktorler araciligi ile farklilagtirilabilen Onciil hiicrelerdir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda bu kok hiicrelerin bizatihi kendilerinin disinda salgiladig: faktorler ile
nis denilen bir mikro ¢evre olusturarak 6zellikle kanser hiicrelerinde olmak {iizere diger
hiicreleri olumlu yonde etkiledikleri bilinmektedir (Hugues JN ve ark. 2002).

IVF c¢aligmalarinda kok hiicreler germ hiicresi iiretmek disinda bir uygulama
diisiiniilmemis kok hiicrelerin bulusturulduklar1 nis ortaminin klinik uygulamalar i¢in

kullanilmamustir. Oysaki 6zellikle eriskin kemik iliginden kok hiicre toplanmasi, kiiltiire



edilmesi ve ¢ogaltilmas1 gilinlimiizde var olan teknoloji ile son derece basit bir
uygulamadir. Birgok farkli kok hiicre elde edilebilmesine karsin erigkin kemik iligi kok
hiicresi her tiirlii hiicreye doniisebilen, ideal mikrogevre olusturabilen ve kiiltiir ortaminda
hizla ¢ogalabilen bir hiicre grubudur. Bu ¢alismadan alinacak bilimsel verilerin sonucunda
eger fertilizasyona olan basaris1 ortaya konursa klinikte rahatlikla kullanilabilecekse bir
uygulama olacaktir (Opiela J, Samiec M. 2013).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), olgun organizmalardaki dokularda oldukea ¢esitli
bir sekilde siniflandiriimakta olup, MKH’ler igerisinde monosit kemotaktik protein,
Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktor A (VEGF A) , Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF),
Fibroblast Biiyiime faktor-2 (FGF-2), Interlakiin-6, Losemi Inhibe Edici Faktor (LIF),
Dondistiiriicti  Biiytime Faktor-f (TGF-B) gibi buna benzer ¢ogu faktorii yapisinda
bulundurur. Biyoaktif faktorlerin folikiiler bliylimeyi ve sigcan oositlerinin in vitro
maturasyunu buradaki biiyiime faktorleri bu hiicreler iizerinde besleyici bir etki gosterdigi
diistiniilmektedir. Ancak mezenkimal kok hiicreler ile oosit-kumulus kompleksi (OKK)
kiiltiire edilen baz1 mayoz II oositleri bu kiiltiir igerisinde bu oositleri gelistirilmesine
ragmen meydana gelen boliinme sonucu aktive edildikleri diisiiniilmektedir. Daha sonraki
gbzlemlerde MKH’ler i¢in kullanilan besiyeri igerisinde bulunan sitokinler ve biiylime
faktorleri hiicrelere uyarici etki yaptiklar1 saptanmistir. Bu ylizden, MKH’ler ig¢in
kullanilan uygun besiyerinin implantasyondan dnce fare oositini partenogenetik bir sekilde
aktive edebilmekte ve embriyo gelisimini hizlandirmaktadir (Feng D.Q. ve ark. 2009).

Bizim c¢alismamizda MKH kendi ve besiyeri igerisindeki farklilasma faktorleri,
biiyiime faktorleri gibi etken maddelerin sican in vitro fertilizasyonuna ne gibi etki
yapacagl konusu arastirildi. Kok hiicrelerin bulusturulduklar1 mikrogevrenin 6zellikle
kanser hiicrelerinde olumlu etkileri ¢alisilmis olmasina karsilik germ hiicreleri iizerindeki
etkileri ve fertilizasyon ile iligkileri literatiirde bulunmamaktadir. Bilim hayatia
kazandiracagimiz bu verilerin germ hiicre olusmasi, olgunlagsmasi1 ve farklilasmasi
acisindan olduk¢a 6nemli katkilar saglayacaktir (Feng D.Q. ve ark. 2009, Dominici M. ve
ark. 2001).

1.2.Ureme ve Infertilite

Infertilite, iftlerin bir yil siire zarfinda herhangi bir korunma olmaksizin diizenli

cinsel iligkide (haftada iki gilin) bulunmasma ragmen gebe kalamamasi durumudur



(Kisnisci ve ark. 1996). Ureme ¢agimndaki ¢iftlerde infertiliteye rastlanma orani yaklasik
%10-15tir. Infertilitenin nedenleri ve sikliklari toplumlara gére farklilk gdstermektedir.
Ciftlerin % 40-50° sinde kadmn, % 30-40° indan erkek, % 10-15 giftte ise mevcut standart
tanisal testler ile agiklanamayan infertilite mevcuttur (Kisnisgi ve ark. 1996; Shoham et al.
1991). Giiniimiizde infertilitenin ortaya ¢ikmasinda degisik etmenlerin roliiniin hizli bir
sekilde artmasindan dolayr bilim adamlarinin ilgisi bu yone dogru kaymis ve bu konuda
degisik teknikler gelistirmisleridir. Bununla paralel yardimci tireme tekniklerinin
gelismesi, medyanin yardimci iireme teknikleri hakkinda bilgilendirdigi ¢iftlerin
sayisindaki artis ve de bu konuyla ilgili yardim arayis1 ig¢inde olan ¢iftlerin
basvurularidaki artigi1 sonucunda bu tekniklerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir
(Speroff ve ark. 2007; Giinaslan N. 2011).

Infertiliteye ¢dziim olarak gelistirilen yardimer iireme teknikleri; Intra Uterin
Insemination (IUI), Gamete Intrafallopian Transfer (GIFT), Zygote IntrafallopianTransfer
(ZIFT), Tubal Embriyo Transferi (TET), In Vitro Fertilization (IVF), Partial Zona
Dissection (PZD), Subzonal Sperm Inseminasyonu (SUZI) ve Intrastoplazmic Sperm
Injeksiyonu (ICSI)’ dur. Bunlardan IVF en sik kullanilan yontemdir (Alyiiriik B, 2011).

Intra Uterin Inseminasyonu (1U1); infertilite tedavilerinde maliyetinin diisiik ve
etkili bir yontem olmasindan dolay1 infertilite tedavilerinde ilk tedavi se¢enek olarak
kullanilir. IUI; Uterus i¢ine, oosite yakin bir yere, bir kaniil vasitasi ile laboratuar
ortaminda islemden gecirilmis kaliteli spermlerin birakilmasidir (Akytiz, 2003). Boylece
yogunlastirilmis ve motil spermler fertilizasyon i¢in dogal konumunun yakinina
yerlestirilmis olur (Alyiiriikk B, 2011).

Gamet Intra Fallopian Transfer (GIFT); Sperm ve oositin tubanimn ampulla
bolgesine yerlestirilerek fertilizasyon olusturulmasi esasina dayanir. En az bir adet normal
fallop tiiplerine ihtiya¢ vardir. IVF’ ten fark: fertilizasyonun in vivo olmasidir boylece
fertilizasyon dogal ortamda ger¢eklesmis olur (Alyiiriik B, 2011).

Zigot Intra Fallopian Transfer (ZIFT); Basarisiz GIFT uygulamalarinda,
oositlerin fertilize olmadigr durularda ve Onemli derecedeki erkek infertilitesi gibi
fertilizasyonun azaldig1 durumlarda tercih edilir. Tek dezavantaji hastanin iki kademeli

operasyon geg¢irmek zorunda olusudur (Alyiirik B, 2011).



Tubal Embriyo Transferi (TET); 4-8 hiicre sayisina ulasmis déllenmis oosit fallop
tiiplerine birakilir. Spermin direkt olarak sitoplazma igine yerlestirilmesi esasma dayanir
(Alytirtik B, 2011).

IVF; IVF yontemi, laboratuvar kosullarinda oosit ve spermin déllenmesi demektir.
Bir ya da daha fazla oosit ultrasonografi esliginde, igne vasitasiyla ve anestezi altinda
oositler toplanir. Erkegin spermleri ile laboratuar ortaminda oosit ile fertilize edildikten
sonra dollenmis embriyolar yaklagik 3-5 giin sonra bir katater yardimi ile ana rahmine
verilir (Aoto T ve ark. 2011). IVF yonteminin asamalari; folikiillerin gelistirilmesi,
oositlerin toplanmasi, spermlerin hazirlanip oositlerin déllenmesi, gerekliyse embriyo
zarmin inceltilmesi (assisted hatching yontemi) ve embriyolarin transferidir (Alyiirik B,
2011).

IVF temel fizyoloji, morfoloji, gametlerdeki molekiiler olaylarm ve devam eden
etkilesimlerinin ve hayvanlarin iiremelerinin infertilitesinin mutasyonlar tarafindan
betimlendigi 6nemli bir yaklasimdir. IVF sik¢a insan infertilite tedavileri ve evcil
hayvanlarin ¢ok sayida embriyolarinin tiretimi i¢in kullanilir (Aoto T ve ark. 2011). Sperm
ve olgun, yasl olmayan oositler basarili in virto fertilizasyon igin iki temel ihtiyagtir.

Gebeligin gerceklesmesi i¢in ilk asama saglikli bir embriyonun saghkli bir
endometriuma implantasyonudur. implantasyon, pek ¢ok faktdriin etki ettigi, hem embriyo
hem endometriumun katildig1 karmasik bir olaydir. Herhangi bir faktoriin eksikligi veya
bozuklugu implantasyona olumsuz etki edecektir. Saglikli kisilerde bile embriyonun
endometriuma implantasyonu hayranlik uyandiran bir molekiiler olaylar zinciridir. Son
yillarda infertilite tedavisinin yayginlagmasi ile gebeligin ilk asamasi olan implantasyon ile
ilgili sorular ve sorunlar artmis giderek daha fazla arastrmaci bu konuya egilmeye
baslamustir. Implantasyon biyolojisi iizerine pek ¢ok calisma ve deneysel arastirma
bulunmaktadir. Tedavide kullanilan ilaglar ve kullanim protokolleri her giin degismekte ve
optimum embriyo se¢iminden optimum endometrial ¢cevreye kadar her ayrinti i¢in detayl
calismalar yapilmaktadir. Infertilite vakalarinda uygulanan IVF tedavilerinin basar1
olasiligmi arttirmak i¢in yine implantasyona etki eden faktorlerin iyi bilinmesi
gerekmektedir. IVF ¢alismalarinda kullanilan ilaglarin endometriuma etkilerini bilinmesi
basar1 olasiligmi arttiracak ve hem ¢iftleri hem de doktoru dogru zamanda dogru ilaglara

yonlendirecektir. Embriyonun kompleks maturasyonu ve Otopik implantasyonu ile



sonuglanacak olan preimplantasyon, embriyonun gelisimini ve embriyo-maternal etkilesim
acisindan reprodiiktif tip i¢in ¢ok 6nemli bir durumdur (Pepling M. ve ark. 2001).
Yardimci iireme tekniklerinin (YUT) gelismesiyle beraber infertilite ile ilgili pek cok
probleme ¢oziim getirilmis olmakla birlikte implantasyon ve gebelik oranlar1 halen daha
istenen diizeyde degildir. Oosit ve embriyo kalitesinin yanisira ovulasyon indiiksyonunda
kullanilan ilaglarin uterin reseptivite iizerine etkileri tam anlamiyla bilinmemekte ve
basarili embriyo transferine ragmen implantasyonun diisiik oranda gergeklesmesi belki de
bu kimyasallar nedeniyle olmaktadir (Pritts EA, Atwood AK. ,2002). Infertilite nedeniyle
tedavi alan kisilerde dogal olarak basarisizlikla sonuglanan gebelikler yani sira kullanilan
ilaglarin endometriuma etkisiyle de implantasyonun basarili olamadig1 diisiincesi
mevcuttur. Cok sayida folikiil elde etmek amaciyla verilen ilaclar ile bu amaca ulasilmakta
ancak gebeligin belki de en hassas asamasi olan implantasyon dénemine etkileri tam olarak
bilinmemektedir. Belki de endometrium iizerine olumsuz etkiler ile fertilize olmay1
basarmis embriyonun implantasyonu yine bu maddelerle engellenmektedir. Ozellikle
kullanimda yeni bulunan GnRH antagonistlerine yonelik bu konuda yapilmis arastirmalar

kisithdir (Hskowitz-Eldor J. ve ark 2000).

1.2.1. Infertilite Nedenleri

Infertilite nedenleri; biyolojik faktorler, yasam bicimi faktorleri, ¢evresel faktorler
ve fiziksel faktdrler olmak iizere dort temel kisimda ele alinir. Infertilite en sik fiziksel
faktorlere bagh olarak gbzlenir. Bunlar; ovulatuar bozukluk, tubal ve peritoneal faktorler
ve erkek faktorleridir (Akyiliz A. 2003). Bunlarin siklig1 yasla birlikte degismektedir. Geng
kadnlarda ovulasyon bozukluklari ¢ok siktir, tubal ve peritoneal patoloji geng ve yaslilarda
esit sikliktadir. Erkek faktorii ve agiklanamayan infertilite yash ciftlerde daha sik olarak
goriilmektedir (Alyiiriik B, 2011).

Kadin dogurganligi puberte baslar, yirmili yaslarda zirveye ulasir, menepoza kadar
yavas yavas azalir ve menepozla son bulur. Yasla birlikte erkeklerde sperm kalitesi,
disilerde ise oosit sayist ve kalitesi diismektedir (Montella K. R. Ve ark. 2000).
Gebeliklerini otuzlu yaslardan sonraya erteleyen kadmlarda fertilitedeki azalmaya bagl
olarak gebelik sans1 da azalir (Akyiiz, 2003; Dicker ve ark. 1991; Erdem ve Yildirim,
2003; Eskenazi et al. 2003, Orshan, 2008; Plas et al. 2000).



Birden fazla cinsel partneri olan insanlar, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar
acisindan risk altindadir. Pelvik enfeksiyonlara miidahele edilmezse zamanla fallop tiipleri
tikanabilir veya daralabilir boylelikle fertilizasyon azalabilir (Orshan, 2008). Afrika;
infertilite oranmin en yiiksek oldugu {ilkelerin basini ¢ekmektedir. Burada yapilan bir
calismada, HIV enfeksiyon oraninin infertil kadinlarda fertil kadinlara oranla &nemli
derecede yiiksek oldugu saptanmustir.

Genetik faktorlerin de infertiliteye etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin
erkekte Kleinfelter sendromu ve kistik fibrozis genetik kokenle ilgili olup kistik fibrozis
bilateral vas deferens yoklugu ile ilgilidir. Kadinda ise Turner sendromu olarak bilinen X
kromozomlarindan birinin bozuk ya da olmamasina bagli olarak gelisen hastalik durumu
infertiliteye neden olmaktadir (Kosar ve Ozcelik, 2007; Orshan, 2008). Kadma ait nedenler
(% 40-45) Owulatuar (% 30-40) Tubal/Peritoneal Faktor (% 20-40) Servikal ve
Immiinolojik Faktorlerdir (% 1-2). Diger faktorler arasinda Erkege ait nedenler ikinci (%
30-40) ve agiklanamayanlar ise (% 10-15) {iglincii olarak gruplanir.

Obezite; erkekte testesteron seviyesinde azalmanin yanisira semen kalitesinde
diismesine, kadinda ise polikistik over sendromuna neden olarak infertiliteye sebep
olmaktadir (Kort ve ark. 2006). Sicaklik, travma, 1smn gibi fiziksel ¢evre kosullar1 da
fertiliteye karsi tehlike olusturmaktadir. Ayrica kimyasal etkenler ve stres, ekonomik diizey
gibi psikolojik etkenler de kadin ve erkek infertilitesine neden olan ¢evresel faktorlerdendir
(Orshan, 2008). Hava kirliligi, karbondioksit ve kursun, nikel gibi metallere maruz kalmak
sperm DNA harabiyetlerine neden olacagindan erkek iiremesi igin toksiktir (Hassa H.,
2003; Cemal H. ve ark. 2007).

1.2.2. infertillerde Kok Hiicrenin Yaran

Germ hiicrelerinin izole edilmesi ve laboratuvar kosullarinda iiretilerek pekgok ¢esitli
infertilite durumlarmin tedavisinde etkili olarak kullanilabilir. Infertilite tedavisinde in
vitro proliferasyon yontemi ile cesitli yerlerden kok hiicre kaynaklarina ulasilmasi ve
bunlarm germ hiicrelerine farklilagtirilmast ya da primordiyal germ hiicreler (PGH) ve
spermatogonial kok hiicrelerden (SKH) dogrudan izolasyon yoluyla elde edilen hiicreler
infertilite i¢in bir ¢dziim yolu olusturabilirler. Infertilite nedeniyle saglik merkezlerine

bagvuran erkeklerin ortalama = %5-20’sinin  ejakulat Orneginde canli  sperme



raslanmamaktadir. Bu durum azospermi olarak adlandirilmakta olup obstriiktif ve daha sik
olarak non-obstriiktif nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yardimci iireme
tekniklerinde meydana gelen gelismeler sonucunda bu hastalarin testislerinde az sayida
bile canli spermlerin elde edilebilmesi durumunda intrasitoplazmik sperm injeksiyonu
(ICSI) yontemi ile bu hastalarin ¢ocuk sahibi olma durumu ortaya ¢ikmistir. Giliniimiiz
teknolojisine ragmen, non-obstriiktif tipte azospermik erkeklerde testislerinden canli sperm
elde etme sans1t %50-60 civarmni asmamaktad: (Alyiirtik B. 2011). Yapilan histopatolojik
caligmalarda sadece erken evrede spermatogenezise ait germ hiicrelerinin saptadigi ya da
sadece sertoli hiicrelerinin bulundugu testiste spermatogenik aktiviteyi indiiklemek ve
sapermatozoa elde etme galismalar1 giintimiizde klinik ag¢idan hala basariya ulasamamuistir.
Bu konuda deneysel olarak yapilan kok hiicre ¢alismalarinin obstriiktif ve non-obstriiktif
erkeklerde infertilite tedavisinde gesitli kok hiicre kaynaklarinin spermatogenik seriye ait
hiicreleri tekrardan olusturabilme yatenegine sahip oldugu goriisii ortaya konmaktadir
(Cakict C ve ark. 2013).

Spermatogenezis SKH’lerin kendini yeniledigi ve haploid spermatogonia’ya
farklilastig1 karmasik bir siirectir. Memelilerde, bu siire¢ erkek germ hiicreleri igin
fonksiyonel bir nisin bulundugu (K. Kita ve ark. 2007) ve mitoz, mayoz ve
spermiogenezisi gibi ii¢ onemli olayin gergeklestigi testisin seminifer tiibiillerinde
meydana gelir. Spermatogenezisin herhangi bir boliimiinde meydana gelecek bir hata
infertiliteye yol acabilir. Olgun testiste SKH’lerin testisin bazal membranina yakimn alanda
bulunur ve spermatogenezisde rol alirlar ve erkek yasam siiresi boyunca siirekli olarak
sperm tretiminde gorevlidir (M. Kanatsu-Shinohara ve ark. 2008). SKH’ler embriyo
doneminde az farklilasmis primordiyal germ hiicrelerinin gonadal alana gog¢ etmesi
sonucunda olusan diploid hiicrelerdir (A. McLaren , 2003).

SKH’ler in vitro olarak erkek germ hiicrelerine farklilagma yetenegi ve in vivo yolla
erek infertilitesini tedavi etme yeteneginden dolayir erkek infertilitesi g¢alismalarinda
kullanilan 6nemli bir hiicredir. SKH’lere ek olarak embriyonik kok hiicreler (EKH) de
erkek infertilitesi ¢aliymalarinda kullanilmaktadir. Fakat EKH’lerin getirdigi klinik ve etik
sorunlardan dolay1 giiniimiizde infertilite ¢calismalarinda kullanilmamaktadir. Kok hiicre
biyolojisinde 6nemli bir gelisme, infertile bireye 6zgii indiiklenmis pluripotent kok

hiicrelerin (iPS) kesfi infertilite lizerinde 6nemli yol katedecegi diisiiniilmektedir. Ayrica



giiniimiizde yapilan infertilite ile ilgili kok hiicre ¢alismalarinda kullanilan KIMKH testis
icerisine enjeksiyonu sonucunda bu KIMKH’lerinin ya buradaki spermatogonial kok
hiicrelere farklilagtigi yada burada bulunan spermatogonial kok hiicrelerin ¢ogalmasini

indiikleyici bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Cakici C ve ark. 2013).

1.3 Ureme Organlan Anatomisi, Histolojisi ve Embriyolojisi

1.3.1 Ovaryum Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik olarak dollenme sirasinda belirlenmesine ragmen;
gelisimin 7. haftasma kadar gonadlar, erkek ya da disi yapisal 6zelliklere sahip degillerdir.
Gonadlar baslangigta s6lom epitelinin ¢cogalmasi ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla
olusmus, bir ¢ift uzunlamasina diizenlenmis genital ya da gonadal kabartilar halinde
belirirler. Gelisimin 6. Haftasina kadar genital kabartilar iginde germ hiicreleri goriilmez
(Moore KL, 2002). Ilk esey hiicreleri, gelisimin 4. haftasinda vitellus kesesinin allontois’e
yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda goriilmeye baslarlar. Son bagirsagin
mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek, 5. haftanin basinda ilkel
gonadlara ulasir, 6. haftada da genital kabartilar1 isgal ederler. Bu hiicreler genital
kabartilara ulasamadiklarinda gonadlar gelisemez. Gonadlarin ovaryum ya da testis’e
farklanmasinda ilkel germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir. Ilkel cins hiicrelerinin
ilkel gonadlara ulagsmasindan hemen once ve ulagmasi sirasinda, genital kabartilarin epiteli
cogalir ve epitel hiicreleri altlarindaki mezensimin i¢ine gomiiliirler. Bunlar burada ilkel
cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz sekilli kolonlar olustururlar. Erkek ve disi
embriyolarda ilkel cins kordonlar1 yiizey epiteline baghdir ve bu evrede, erkek ya da disi
gonadlarin birbirinden ayirt edilebilmesi olanaksizdir. Bu nedenle bu evreye farklanmamais
donem, gonad’a da farklanmamis gonad denir (Sadler T W, 2005).

Disi embriyolarinda gonadal gelisim daha yavastir. X kromozomlar1 ovaryum’un
gelisimi i¢cin genler igerir; ovaryum olusmasinda otozomal bir genin rol oynadigi
bilinmektedir. 10. haftaya degin, ovaryumlar histolojik olarak ayirt edilemezler. ilkel seks
kordonlart disi embriyolarda erkekteki kadar belirgin degildir (Sekil 1.3.1.1). Gonad
taslaginin medullasina kadar uzanirlar ve rudimenter bir yapi olan rete ovarii’yi
olustururlar. Normalde rete ovarii ve ilkel seks kordonlar1 dejenere olarak ortadan kalkarlar

ve yerlerini ovaryum medullasin1 olusturan damarli stromaya birakirlar. Erken fotal



donemde kortikal kordonlar denilen ikinci cinsiyet kordonlari, gelismekte olan gonadin
yiizey sOlom epitelinden baslayarak, alttaki mezensime dogru gelismeye baslar. Kortikal
kordonlar s6lom epitelinin ¢ogalmasiyla kalinlagirken, ilkel cins hiicreleri kordonlarin igine
karigirlar. Yaklasik 16. haftada bu kordonlar primordiyal folikiil denilen ayri hiicre
gruplarma boliiniirler. Her grup ortada ilkel cins hiicrelerinden koken alan bir oogonyum
(oogonium) ve onun g¢evresinde, kortikal kordon epitelyum kokenli tek sira yassi folikiil
hiicrelerinden olusur. Fetal donemde milyonlarca oogonyum aktif olarak mitozla gogalir.
Dogum oncesi, oogonyumlarm bir kismi dejenere olurken geri kalani biiyliyerek primer

oositleri yapar (Moore KL, Persaud TVN, 2002).

Suprarenal medulla  Aort Sempatik Suprarenal
‘\\ ganglion korteks

\ \ / Mezonefrik
duktus

| |
Gonadal (genital) kabannti Paramezonefrik duktus

Urogenital mezenter
Paramezonefrik . \

Mezonefrik duktus

Mezonefrik tibil

/
Mezengim

Arka barsak mezenteri Kortekste primer seks kordonu

Sekil 1.3.1.1. Ovaryumlarin gelisimi (Moore KL, Persaud TVN, 2002).

Dogumdan sonra oogonium olusmaz. Primer oositlerin ¢ogu dogumdan Once
dejenere olur. Dogumdan sonra iki milyon kadar primer oosit kalir. Dogumdan sonra
ovaryum Yyiizey epiteli diizlesir. Ovaryum hilusunda, periton mezoteli ile devam eder.
Ovaryum folikiilleri bi¢imlenirken yiizey epiteliyle olan baglantilarini yitirirler. Yiizey
epiteli ile ovaryum korteks’i arasinda tunika albuginea (tunica albuginea) denilen ince
fibroz bir kapsiil gelisir. Mezonefroz gerilerken, ovaryum ondan ayrilir ve
mezovaryumdenilen kendi mezoteriyle viicut duvarina asilir (Moore KL, Persaud TVN,
2002.).
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1.3.2. Ovaryum Anatomisi

Ovaryum’lar, erkekteki testis’lerin karsilig1 olan, iri badem biiyiikliigiinde, pelviste
sagda ve solda kendilerine ait cukurcuklara (fossa ovarica) yerlesik iki organdir.
Embriyonal yasamin baslangicinda ovaryumlar, intraabdominal yerlesimli iken, gelisimin
ikinci ayindan baglayarak asagiya pelvis bosluguna dogru inmeye (descensus ovarii)
baslarlar. Bu siire¢ testisin inigine gore daha kisa slirede tamamlanir. Ovaryum bu inisle
pelvis minor’un duvarinda ki fossa ovarica (Krause cukuru) denilen cukurlara yerlesirler
(Netter F. H, 2012). Fossa ovarica, a. Iliaca externa ile a. iliaca interna arasinda bulunur.
Bu cukuru, alt-6n taraftan, lig. latum uteri’nin tabani; yukaridan, a. iliaca externa ve
arkadan, ureterler sinirlar. Cukurun dibinde ve periton (peritoneum)’un altindan a.-v.
obturatoria ile n. obturatorius gecer. ilk gebelikte ovaryumlar, uterus ile karin bosluguna
dogru cekilirler ve bir daha ayni yerlerine donemezler. Coklu dogumlarda ovaryum’lar
biraz daha asagida bulunur (Gévsa F 2003.). Tuba uterina’nin arka ve alt kisminda bulunan
ovaryum’lar, lig. latum uteri i¢inde bulunurlar. Uzun ekseni hemen hemen vertikal
yondedir. Pembemsi-gri renkli olan ovaryum’larin yiizii ergenlik ¢agina degin periton’la
ortiili olup diiz ve parlaktir. Pubertadan sonra periton 6zelligini yitirir ve matlasir.
Ovulasyon ve dogurmaya kosut olarak da tizeri piirtiiklii bir goriintim alir (Govsa F 2003.).
Her bir ovaryum yaklasik 4 cm uzunlugunda, 2 cm eninde ve 0,8 cm kalinligindadir.
Agirhgi da 3 - 5 g. kadardir (Netter F. H, 2012). Ovaryum’un anatomik olarak facies
lateralis ve medialis olarak {izere iki yiizii, marga liber ve margo mesoovaricus olarak iki
kenar1 ve extremitas tubaria ve extremitas uterina olarak iki ucu bulunur. Ligamentum
latum uteri’nin arka yapragi olup ovaryum’un 6n kenarina tutunur (Govsa F 2003.). Kisa
oldugundan ovaryum’un sadece mentese hareketini yapmasina olanak saglar. Ovaryumun
tutunma yapilar1 sunlardir;

Ligamentum ovarii proprium: Ovaryum’un alt ucunu, fundus uteri’nin yan
kosesine baglar. Embriyonik yasamdaki gubernaculum’un iist kisminin kalintisidir.
Ortalama 2-3 c¢m uzunlugunda ve 2-3 mm kalmligindadir. Yapisinda diiz kas ve elastik
lifler bulundurdugundan gerektiginde uzunlugunu degistirebilir. Lig. latum uteri’nin arka
kivrimini olusturmasi agisindan 6nemli bir bagdir (Govsa F 2003). Fimbria ovarica: Tuba

uterina’dan ovaryumlara dogru uzanan sagaksi uzantilardan (fimbriae tubae uterinae)
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birisine verilen isimdir. Bu uzanti ovaryumun iist ucuna yapisir. Karin bosluguna atilan
ovum’u tutarak tuba uterina’ya taginmasini saglar (Netter F. H, 2012).

Ligamentum suspensorium ovarii: Ovaryum’u pelvis yan duvarma sabitleyen
periton katlantisidir. Aditus pelvis’ten baglayan bu bag m. psoas major, a.iliaca externa, v.
iliaca externa ve ureter’i Onden caprazlayarak asagida ovaryum’un iist ucunda sonlanir.
Elastik teller ve diiz kas lifleri iceren bu bag icinde, ovaryum’un damar ve sinirleri
bulunur. Bunlar bagi kuvvetlendirirler. Bu baglardan mesovarium ve lig. suspensorium

ovarii, ovaryum’u tutan en dnemli baglardir (Sekil 1.3.2.1).

Mesosalpinx

Ampulla

tubae uterinae Lig. latum uteri Lig. teres uter1

Lig. ovarii proprium

Sekil 1.3.2.1 Ovaryum anatomisi (Sabotta’dan alinmistir).

Ovaryum’un Arterleri: Aorta abdominalis’ten ¢ikan a. ovarica’lardir. 1. Lumbar
vertebra denginde aorta abdominalis’ten ayrilan a. ovarica, lig. ovarii suspensorium
icerisinde ilerler ve mesovarium’a gelir. Burada a. uterina’nin bir dali olan ramus ovaricus
ile anastomoz yapar. Hilum ovarii’den organa giren arter, medulla-korteks sinirinda
olusturdugu pleksustan dagilan dallariyla, folikiillerin ¢cevresini saran zengin kapiller aglar1

olusturur (Sekil 1.3.2.2). Damarlarin ¢apt dongii evrelerine gore degisir. Damarlar
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folikiillerin gelisimi sirasinda genistir. Ovulasyondan sonra ise daralirlar.

A. uterina, 1. tubarius

A. uterina, r. ovaricus

A. ovarica

o
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Vagina ot AN \

Sekil 1.3.2.2. Kadin i¢ genital organlarmin arterleri; arka taraftan goriinis

A. uterina

raginales

fes

A. vaginalis

(Sobotta’dan alinmigtir).

Ovaryum’un Venleri: Arterleri izleyerek hilum ovarii’den ¢ikarlar. Venler ilk 6nce
plexus ovaricus denen vendz bir ag yaparlar. Buradan ayrilan venler birleserek az boliimii
plexus uterovaginalis’e, ¢ogu ise lig. ovarii suspensonum igerisindeki v. ovarica’ya
acilirlar. V. ovarica, a. ovarica’larla birlikte uzanirlar. Sol taraftaki v. renalis’e, sag

taraftaki ise v. cava inferior’a agilir.

1.3.3. Ovaryum Histolojisi ve Folikiiler Gelisim

Insanlarda ovaryumlar, badem seklinde yapilar olup, yiizeyleri tek kath yass1 ya da
kiibik ovaryum ylizey epiteli (germinal epitel) ile kaplidir. Germinal epitelin altinda,
ovaryumun beyazimsi1 rengini veren ve tunika albuginea olarak adlandirilan sik1 bag doku
tabakast bulunur. Tunika albugineanin altinda primer oositleri igeren ovaryum
follikiillerinin bol miktarda bulundugu korteks yer alir (Junqueira L ve ark. 2005).
Kortekste ovaryum ylizey epitelinin altinda, primer oositlerin tek sirali yassi follikiil epiteli
ile cevrili oldugu primordiyal follikiiller bulunur (Kierszenbaum A.L ve ark 2006).
Follikiiller, kortikal bolgenin bag dokusu (stroma) i¢cine gomiiliidiir. Bu stroma hormonal

uyarilara diger organlarda bulunan fibroblastlarindan farkli yanit veren fibroblastlar icerir
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(Kierszenbaum A.L ve ark 2006). Ovaryumun en i¢ kismi yani medulla bolgesi gevsek bag
dokusu i¢inde zengin bir damar yatagi, sinirleri igeren kisimdir (Junqueira L ve ark. 2005,
Inoue A ve ark. 2007). Korteks ile medulla bolgeleri arasinda kesin bir sinir yoktur (Sekil
1.3.3.1).

Antral folikul
Atrezik folikul Olgunluga yaklasmis

Gec primer folikul folikul

Olgun
folikul

Erken primer folikul

Kan
damarlari

korpus T
albicans il @
patlamis o
folikul salinmis
oosit

korpus

luteum Atrezik folikul

korpus hemorrhagicum

Sekil 1.3.3.1. Ovaryum histolojisi (Oner Z, 2011).
Ovaryumdaki follikiillerin gelisip olgunlagsmasina ovaryum dongiisii denir ve
ovaryum dongiisii 3 evreden olusur; follikiiler evre, ovulatuvar evre ve luteal evre.

Ovaryum’da yapisal olarak farkli ii¢ tabaka g6zlenir:

1.3.3.1. Epitel ve Tunika Albuginea

Over ylizeyini Orten epitel tek sira kiibik epitel yapilmistir. Germinal epitel olarak
da adlandirilan epitelin peritona bakan tarafinda mikrovilluslar ve az sayida kinosilyalar
izlenir. Hiicre sitoplazmasi mitokondriyonlar ve pinositoz vezikiillerinden zengindir. Az
damarl, diizensiz sik1 bag dokusu yapisindadir. Kollajen lifler yiizeye dik uzanan demetler
olustururlar (Ross HM ve ark. 2003). Altinda, oosit igeren folikiillerin bulundugu korteks
boliimii ve en i¢ kisimda gevsek bag dokusu i¢inde zengin bir damar yatag: iceren medulla
boliimleri vardir. Yas ilerledikge tunika albuginea kalinlasir ve sertlesir (Junqueira LC. Ve
ark. 2009). Germinal kok hiicreleri germinal epitel icinde yerlesim gosterirler. Bu kok

hiicreler germ hiicrelerine benzer biiyiikk ve oval sekilli hiicrelerdir ve mitotik olarak
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aktiftirler. Germinal kok hiicreleri epitelin icinde olmasma karsin epitel ile iliskili degildir
ve bu hiicreler ovaryumlarin i¢inde korumasiz ve ¢iplak halde bulunurlar. Germinal kok
hiicrelerden postnatal ovaryumlarda yeni oositler elde edilir. Ayrica, ovaryum epitelinde
bulunan kok hiicreler, oosit ve onu ¢evreleyen graniiloza hiicrelerinin bipotent kaynagidir

(Bukovsky A. ve ark. 2005, Johnson, J. ve ark. 2004 ).

1.3.3.2. Ovaryum Korteksi

Organin dig ve islevsel boliimidiir. Cesitli gelisim asamalarindaki ovaryum
folikiilleri ve korpus luteum yapilarini igerir. Puberteden 6nce kortekste sadece primordiyal
folikiiller bulunurken puberteden sonra primer, sekonder ve antral folikiiller bulunur.
Seksiiel olgunluk doneminde bu folikiillerden baska korpus luteum ve atretik folikiiller
bulunur. Menopoz doneminde ise folikiillerin sayis1 olduk¢a azalir. Korteks stromasinda
kollajen, elastik lifler ve lif aglar1 ile ince uzun mekik seklinde stroma hiicreleri bulunur.
Stroma hiicreleri fibroblastlardan farkli olarak hormon salgilayan teka interna hiicrelerine

doniigebilen hiicrelerdir (Kierszenbaum A.L ve ark 2006).

1.3.3.3. Ovaryum Medullasi

Kan, lenf damarlar1 ve sinirlerden zengin, acik renk i¢ bolgedir. Korteks ve
medullay1r yapisal olarak kesin sinirla ayirmak miimkiin degildir. Medulla stromasi
korteks’e benzer. Medulla elastik liflerden zengin, diiz kas hiicreleri iceren fibroelastik
gevsek bag dokusundan olugsmustur. Medullada ayrica oksidasyon enzimlerini ve diger
enzimleri i¢eren hiicreler bulunur; bunlarin sayilar1 yasla artar, menopozda %80 oraninda
bulunurlar. Intertisiyel hiicreler poligonal sekilli, ortada yuvarlak c¢ekirdegi ve belirgin
cekirdekcikleri olan epiteloid hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda kiiclik yag damlaciklari
bulunur. Luteinize hiicrelere benzedikleri icin atreziye giden folikiillerin teka
internalarindan olustuklar1 diisiiniilmektedir. Bunlar ovaryum stromasinda tek tek ya da
gruplar halinde bulunurlar ve 6strojen salgilarlar. Bu hiicreler, cok doguran memelilerde
fazladir ve intertisiyel bezler olarak adlandirilirlar; insanda ilk adet kanamasindan sonra
azalir, eriskinde son derece azdirlar. Hilus hiicreleri, baska bir diger iri epiteloid hiicre
grubudur, kii¢iik adaciklar seklinde hilusta goézlenirler. Testis’in Leydig hiicrelerine

(endocrinocytus interstitialis) benzer ve sitoplazmalarinda yag damlaciklari, lipofuksin
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pigmenti, Reinke kristallerini igerirler ve steroid hormon olarak androjen salgilarlar.
Kortikomeduller stroma gegisinde arjirofili gdsteren ndroendokrin (APUD) hiicreler,
kadmlarda % 6 oraninda gosterilmistir (Bloom W, Fawcett DW 1975; Junqueira, L.C ve
ark. 2003).

1.3.4. Ovulasyon ve Molekiiler Mekanizmalari

Kadin hormanal sistemi {i¢ ayri hormondan olusur. Bunlar; Gonadotropin
serbestlestirici hormon (GnRH), On hipofiz hormonlarmdan folikiil stimiilan hormon
(FSH) ve luteinizan hormonu (LH)’dir (Fair, T. 2003; Filicori, M. Ve ark. 2002). Bu
hormonlardan FSH ve LH hipotalamusta sentezlenen GnRH’a yanit olarak salgilanir.
Ovaryum hormonlari, Ostrojen ve progestron olup, bu hormonlar 6n hipofiz bezinden
salgilanan iki hormona yanit olarak, ovaryum tarafindan salgilanir.

Bu hormonlarin sekresyon miktarlar1 kadinda aylik seksiiel siklus siirecinde
degiskenlik gosterir (Guyton, A.C, 2001). Ovaryumda gelisimini tamamlayip graaf
follikiiliinden sekonder oositin disar1 atilmasit olayr ovulasyon olarak tanimlanir.
Ovulasyon hormon bagimli bir siire¢ olup, olgun folikiilden sekonder oositin saliverilmesi
ile sonuglanir (Ross ve Pawlina 2011). Ureme siirecinin émrii dogum aninda belirlenir. Tek
siral1 yassi follikiil hiicreleri tarafindan ¢evrelenmis her bir primer oositi iceren primordiyal
follikiiliin olusmasi tiremenin basarili bir sekilde ger¢eklesmesi igin gereklidir (Pepling M.
E. 2012). Ovaryum follikiil gelisimi ovulasyon i¢in segilen follikiil ile koordineli olarak rol
oynayan ¢esitli endokrin, parakrin ve otokrin mekanizmalar tarafindan diizenlenen siirectir
(Matsuda F. ve ark. 2012). Follikiilogenez, oosit gelisimi ve gerekli steroid hormonlarin
saglanmasinda rol oynadigindan, normal fertilite ve sekonder seks karakterlerinin gelisimi
icin esastir. Follikiilogenezin normal siirecinin basarisizligi, kadinlardaki ovaryum
disfonksiyonu ve fertilite kaybmin baslica nedeni olabilmektedir (Chowdhury | ve ark.
2012.). Ovaryumun temel iinitesi olan follikiiller, oositlere mikrogevre yaratmanm yani
sira maturasyonun Ve canlihigm igin de gereklidir (Sarraj M. A ve ark. 2012). Normal
follikiiler gelisim sirasinda, follikiiller biiylime hormon dengesi tarafindan kontrol edilir.
FSH follikiillerin biiylime ve gelisimini sagladiginda, bu follikiiller dstradiol, aktivin ve
inhibin iretmeye baslarlar, bu hormonlar hipotalamus-hipofiziyal-ovariyan eksenin

feedback mekanizmasi ile kontrol edilir (Stilley J. Ve ark. 2012). Ovulasyondan yaklagik
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iki glin 6nce, heniiz tam bilinmeyen nedenlerle adenohipofizin LH sekresyon hiz1 belirgin
sekilde yiikselir. Bu artig ovulasyondan 16 saat once 6-10 kat kadardir. FSH da ayni siireg
icinde 2-3 kat kadar artar. Boylece iki hormon ayni anda birlikte etki ederek ovulasyon
oncesi son birkag¢ giin i¢inde folikiiliin hizla sigsmesini saglar.

FSH ve LH ovaryumlarda her ay tekrarlanan ovaryum dongiisiinii olusturur. Her
dongiide follikiil gelisimi, ovulasyon ve korpus luteum olusur. Her dongiide FSH etkisi ile
primordiyal follikiillerden 5-15 tanesi primer follikiil olusturmak i¢in gelismeye baslar
(Karabulut O ve ark. 2007). Dongiiniin geg follikiiler evresinde yine hipofiz 6n lobundan
salgilanan LH, ovulasyondan hemen Once pik yaparak, oositte GVBD (Germinal Vesicle
Break Down- Germinal Vezikiiliin Yikilmasi) ger¢eklesir ve oosit metafaz I’ den, telofaz 1
evresine geger. Oosit I. mayoz boliinmeyi ovulasyondan hemen 6nce tamamlar (Johnson J
ve ark. 2004). LH seviyesindeki dalgalanma sonucunda ovaryumlara dogru olan kan akimi
artar, teka eksterna i¢ine kapiller damarlardan plazma sizmaya baslar ve 6deme neden olur.
Olgun folikiil ¢evresine salinan histamin, prostaglandinler ve kollajenazda 6dem
olusumuna eslik eder. Ayrica folikiil i¢cinde plazminojen aktivator proteini seviyesi de artar
ve yeni olusan plazmin membrana graniilozanin proteolizisine yardimci olur (Gartner ve
Hiatt 2007).

Cesitli biiylime faktorleri, follikiil olusumunun tamamlanmas: ic¢in gerekli
goriinmektedir. Biiyiiyen follikiiliin follikiiler sivis1 incelendiginde, steroidler ve biiyiime
faktorleri (Ostradiol ve insiilin-benzeri biiyiime faktorii 1) icerdigi goriilmektedir. insan
oositleri ostrojen reseptor, IGF1, IGF2 ve IGF1R (Insulin Growth Factor 1 Reseptor-
Insiilin Biiyiime Faktoriil Reseptori) mRNA icermekle birlikte gelisimin preantral
asamasindaki oositlerin EGF (Epidermal Growth Factor- Epidermal Biiyiime Faktorii) ve
EGFR (Epidermal Growth Factor Reseptor- Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptoril)
eksprese ettigi de goriilmektedir. Oosit-kumulus komplekslerinin EGF ve IGF1 varhiginda
kiiltiiri sonucunda, immatiir oositlerin niiklear maturasyonun arttig1 rapor edilmistir
(Heikinheimo O. ve ark. 1998).

Menstrual siklusun yaklagik 14. giiniinde sekonder oositin salinmasindan bir dizi
hormonal degisiklik ve enzimatik etkiler sorumludur. Bu faktorler arasinda folikiiler
stvinin hacminin ve yaptigr basincin artmasi, aktive edilmis plazminojen ile folikiiler

duvarda enzimatik proteolizis, oosit-kumulus kompleksi ile graniiloza hiicreleri arasina
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hormon etkisiyle glikozaminoglikanlarin birikmesi, prostaglandinlerin tetiklemesiyle teka
eksterna tabakasindaki diiz kaslarm kasilmasini icerir (Ross ve Pawlina, 2011).
Ovulasyonla ayni zamanda uterin tiip fimbriyalar1 ovaryum yiizeyine iyice yaklasirlar ve
kumulus hiicre yigin1 igindeki oositi fimbriyalar1 ile nazikce siipilirerek uterin tiiplerin
abdominal ostiumu i¢ine alirlar. Kumulus y1gin1 fimbriyalara yapisir ve uterin tiipiin igini
kaplayan siliyal1 hiicreler tarafindan periton bosluguna kagmasini 6nlemek i¢in aktif olarak
tasmirlar.

Ovulasyondan sonra sekonder oosit yaklasik 24 saat hayatta kalabilir. Eger
fertilizasyon bu siirecte gerceklesmezse dejenere olur. Sekonder oositin ikinci mayoz
boliinmesi sadece fertilizasyon gergeklesirse tamamlanir. Ikinci mayoz bdliinmesini
tamamlayan sekonder oosit 23 kromozom setini tasiyan maternal proniikleus haline gelir.
Bu boliinme sonucunda olusan diger hiicre ise ikinci kutup cisimeigi olarak adlandirilir ve
fertilize oosit iki polar cisimcige sahip olmasi ile teshis edilir. Polar cisimcikler gelisme
yeteneginde degildirler ve apopitoza giderler (Ross ve Pawlina, 2011). Ovaryum organ
kiiltlir caligmalarinda, primordiyal follikiil olusumunda kok hiicre faktorii ve diger bir¢ok
faktoriin potansiyel rolii gosterilmistir (Pepling M. ve ark. 2001). Bu faktorlerden
baslicalar1 asagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 1.3.4.1).
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Tablo 1.3.4.1. Follikiil diizenlenmesi kapsaminda rol alan baslica biiyiime faktorleri

ve sinyal molekiilleri (Evirgen G. 2011).

ROL FDILDIGE YER
Alerivim A TCFB alesd Syead Follictl formasyoomm yénlsndirr Crosider, Cranfileza | Mcddulles w  ark
bcmiod (2001) &
Bristol-Gould we ark
(006)
AEKT1 Sarir-Thmonin Kinar, Cokn oosit folliknllerd peligimin Dositder, Granfiloza | Brown ve azk. {2010}
Protedn Einar B (FES) AT i
olarak da bilinir.
ANTH Andi-Mullerian hormon, Folliictl formasyomm arakir ve Stoomal Ficmalar Milsson we arck. (2011}
T ailecd oyead orranrlanda ooddt sayIsim artha.
BDNF Beyin-iaynakh nérotrofin Crgam kotlir somaclanmda KD Spears we ark (2003)
fakter, Noqooodn simali yunidofan saf kalmerm azaltr.
BAIP1S Ear=k morfogenstk protain | Motand ards gokl= cosst peliginet Cresrder Yanws ark (2001}
15, TGEP atlesd fywal A
CTGE Bag dofm beryimne falcora, Faolliicsl formasyommna sacnllak Cosider Schindler W ak
CCM protein ails Tyesi adas. (2010
Folizratin Alctivin amageenst, TEER Drogurgeahin ve follikal Cosider, Crapfilera | Einmm we ack. (2011}
adlasd fvaal frmasyoms yapdanomasme azalar bfcmisd, Streomal hic
GDE® Biyfime Bkl Metmfarda gokls cosdt Crosifier Yan s =k (2001
Eaktarn 9, TCFP ailesd frysad frmasyomemda azalma ghrale
Izhikdn @ Alctivin ameageadst, TGER e akspresyoan okl cosic ND Mchdulles w ak
ailasd fvesl elijiming meden olur (2001)
Jagged 1 Hotch Bgandy Motch sinyalin: inhibs eder ve oot Crosider Trooshly ve k. (2008)
frmasyomars axalar
Jagged I Hotch Hgandy Notch zinyalini inhibe oder vu oot ND Tromsbly ve ark (2008)
formasyomemm axalar
Lamadc fringe Hoich sinyal dfwenlevicist okl oouit mlipmme nedon chur. Gramilosa hiicreler Habn ve ack. (2007
NGF Simit bty fkobed, Mntant arda follikal Soomasyoonm Crosider, Granofilozra | Dissen we ak (2001)
namoedin simali azaler. bacmind &
Albir v ak (2007
Noibchl Hoich reseptar Notch sinyaling inhibs eder ve oot D Tronshly ve ark (2008)
frmasyommrs axalar
Motch? Hotch reseptirit Mitch sinyalin: imhibs ader ve oot Graziloea hiiczelar Treoskly ve ark (2008)
frmasyommr aralar
T4 Horoooin 4, Morotredn CrEan kalmr somaclannds ND Epean we ark. (2003)
TesepROrh yenidogan saf kalmaom azalir.
NTEE]L G msepior, Nororofm Mmtand arda follikal Soomasyoonm Dosifler, Sopotik Ea we azk. {2009)
simyali azaler. Ecmlar
NTEE 1 T4 we BONF reseptool, Mfztantd arda germ bficme sama ve Cosider Spean we ark. (2003) &
Mirotzoin sinyali ollinl formasyeounn azalhr. Eom v azk. {2005
P27 Stidin-bagmel kino Mitant arda primendiyal folikal Crosdar, Crapfileza | Bajareddy w  amk
inhikiesr 1, PO E sizyal obayammmu hirlamdrs. bacmisd (2007)
aralman.
SCF Eiok bfiore: fallsson, ot Hamstarlards prinscqdival folEkal Gramilosa hiicreler Wamg & Roy (20048 &
simyalizasyoom formasyomama etkilar. Mandediar e amk
(2007)

1.4. Kemirgenlerde Oositin Yapisi Ve Qositte Gergeklesen Olaylar

Disi farelerin lireme hiicresi olan oosit, fare puberteye ulasana dek primordiyal
follikiil icerisinde primer oosit olarak adlandirillan asamada beklemektedir. Primordiyal
follikiil; primer oosit ve onu tek tabaka halinde ¢evreleyen yassi follikiiler hiicrelerden
olusmaktadir. Bu asamadaki oosit, I. mayoz boliinmenin profaz asamasmda duraklamig
vaziyettedir. Disi farenin puberteye girmesiyle, salgilanan hormonlar sayesinde her
Ostriista birkag tane olmak iizere oositler mayoza kaldiklar1 yerden devam ederler (Hugues
JN ve ark. 2002, Ross MH ve ark. 2006).

Gebelik, yalanct gebelik ya da baska bir nedenden 6rnegin hormonal bir diizensizlik

otiirli kesintiye ugramadig stirece, disi fare her 4-5 giinde bir, periyodik Ostriis sikluslari

-19-



sergiler. Bu sikluslar; sonu¢ olarak fertilizasyon amaci ile, hipotalamus, hipofiz ve
ovaryumdan salgilanan hormonlarin etkilesimi ile salgisal, anatomik ve davranigsal
degisimlere neden olan olaylardir (Ross MH ve ark. 2006). Ostral sikluslar, farelerde 4
asamada incelenir. Prodstriis ve Ostriis; aktif biliyiimenin, ovulasyon, fertilizasyon ve
implantasyonun gerceklestigi asamalardir. Onu takip eden metostriis; dejeneratif
degisikliklerin meydana geldigi asamadir. Metostriisden sonra diostriis gelir ve bu evrede
pasif ve yavas biliylime goriiliir (Eroschenko V. ve ark. 2008 ).

Follikiillerin en erken asamas1 sayilabilecek primordiyal follikiillerin sayis1 zamanla
ovulasyon ve atrezi nedeniyle gittikge azalir, ardindan tiikkenir (Ross MH, ve ark. 2006).
Hipotalamustan salgilanan GnRH etkisi altinda 6n hipofizden saliman FSH ve LH
ovaryumda follikiilerin gelisimini uyarirlar (Hugues JN ve ark. 2002, Ross MH ve ark.
2006). FSH, follikiil gelisimini ilerletirken; LH, olgun follikiiliin son gelisim asamalarina
katki saglar ve Ostrojen iiretimini uyarir. Follikiiller, gelecek ovulasyon igin biiyiimeye ve
gelismeye diostriis evresinde baglarlar (Liu X ve ark. 2005).

Preantral follikiil icerisinde gelisen oositler; olgunlagsma, fertilizasyon ve
implantasyon oncesi embriyo gelisimi i¢in gereken kaynaklar:1 biriktirirler (Marteil G ve
ark. 2009). Ornegin, zona pellusida glikoproteinleri preantral follikiil oositleri tarafindan
sentezlenir ve salgilanir. Bununla birlikte, ileride fertilizasyon sonrasi salinimi ile
polispermi blokajin1 saglayacak olan membran bagimli-salg1 vezikiilleri olan kortikal
graniiller de follikiiler gelisimin baslangicinda golgi apparatustan salgilanir (Liu X ark.
2005). Ayrica her ne kadar bu asamadaki oositler, mayozu tamamlama yetenegine sahip
olmasalar da, bunun i¢in gerekli molekiiller olan siklin B ve mitojenler tarafindan aktive
edilen protein kinaz1 (MAPK) sentezlerler (Liu X ve ark. 2005).

Hormonal uyarim etkisi ile mayoz boliinmesini tamamlama yetenegi kazanimi olan
oositlerde, germinal vezikiil yikimi (GVBD) olarak adlandirilan niiklear kilifin ve
cekirdekcigin kayboldugu olaylar goriilir ve sonrasinda kromozomlar kondanse olarak
metafaza ilerlerler. GVBD’dan once hiicre sitoplazmasinda, bir diizenleyici komponent
olan siklin B ve katalitik bir alt iinite olan p34cdc2’den meydana gelen olgunlasmay1
ilerletici faktor (MPF) aktivitesi hizla artmaya baslar ki bu sayede niiklear kilifin yikimi ve
kromozom kondansasyonu gerceklesir. MPF, kromozomlarin mayotik ig {izerinde

ekvatoriyal diizlemde dizildigi evre olan 1. mayozun metafaz1 siiresince yiiksek kalir.
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Anafaz ve telofazda yeniden diiser, ancak 2. mayozun metafazinda tekrar artar (Tsai MC
ve ark. 2000).

Oosit mayoz boliinmesine devam ederken etrafindaki follikiiler hiicreler 6nce kiibik
ya da algak prizmatik hiicrelere doniisiir, ardindan da mitoz boliinme ile ¢ok tabakali bir
yap1 kazanirlar. Bu kiiglik bazofilik follikiiler hiicreler graniiloza hiicreleri; olusturduklar1
cok katli yapr stratum graniillozum adini1 alir ve follikiil artik primer follikiil olarak
adlandirilir. Bu asamada oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda aseliiler, saydam bir yap1
olan zona pellusida olusumu goézlenir (Hugues JN ve ark. 2002, Ross MH ve ark. 2006,
Nagy A ve ark. 2003). Zona pellusida; yaklasik 7 pum kalmhiginda (Nagy A ve ark. 2003),
glikozaminoglikan ve ZP1, ZP2 ve ZP3 olarak tanimlanmis {i¢ glikoproteinden olusan ve
tiire Ozgli olarak spermatozoonun tanmmasi, akrozom reaksiyonunun indiiksiyonu,
spermatozoonun 00sit i¢ine penetrasyonu, polisperminin engellenmesi, oositlerin flizyonu
olaymin engellenmesi (mozaizm iiretme c¢aligmalarinda uygulandigi gibi) ve implantasyon
oncesi blasmoterlerin kayb1 ya da blastokistin ¢esitli patojenlere karsi korunmasi gibi
onemli fonksiyonlara sahiptir (Junqueira L. Ve ark. 2005, Celik O. 2011, Kriissel JS ve
ark. 2003).

Follikiil gelisimine devam ederken graniiloza hiicrelerinin ¢evresinde stroma
hiicrelerinden kaynaklanan bir kilif olusmaya baslar. Bu kilif, icte gevsek diizenlenmis, en
onemli fonksiyonu Ostrojen salgilamak olan hiicrelerden olusan oldukg¢a vaskiiler teka
interna ve dista herhangi bir salgilama fonksiyonu olmayan hiicrelerin daha siki bir sekilde
bir arada oldugu fibroz teka eksternaya farklanir, kilifin tamamu teka follikiili ismini alir.
Teka follikiili ve graniiloza hiicreleri, birbirlerinden bir bazal lamina ile ayrilirlar. Bu
asamada graniiloza hiicreleri arasinda i¢i siv1 ile dolu diizensiz bosluklar olusur. Sekonder
ya da antral follikiil olarak adlandirilmaya baslanan bu follikiilde, follikiil sivis1 ile dolu
bosluklar gelisim devam ettikce genisler, follikiil sivisinin miktar1 artar ve bosluklar
birleserek ici sivi ile dolu antrum denilen tek bir bosluk olustururlar (Hugues JN ve ark.
2002, Ross MH ve ark. 2006, Nagy A ve ark. 2003). Follikiil sivisi ya da likor follikiili,
hiyaluronandan zengin bir sividir (Hugues JN ve ark. 2002). Sekonder follikiil gelismeye
devam ettikge, oosit ve etrafinda bulunan graniiloza hiicreleri follikiil icerisinde bir kenara
cekilmis ve antruma dogru bir siskinlik olusturmus duruma gelirler; graniiloza hiicreleri

kiimiiliis ooforus, oositle beraber olusturduklar1 kompleks ise kumulus-oosit kompleksi
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(COC, OKK) admn1 alir. Kiimiiliis ooforusun en i¢ tabakasindaki prizmatik hiicreler, radyal
diizenlenmelerinden otiirli korona radiata olarak adlandirilirlar (Hugues JN ve ark. 2002,
Ross MH ve ark). Korona radiatadan oosite dogru olan uzantilar, zona pellusiday1 asarak
oosit ylizeyindeki mikrovilli ile oluklu baglantilar araciligiyla iletisimdedir (Hugues JN ve
ark. 2002). Antrum genisledikge, follikiil sivis1 miktar olarak artar, OKK bir tarafindan
graniiloza hiicreleriyle baglantili kalacak sekilde sarar ve viskéz bir hal alir. Antrumun
biliylimesiyle beraber follikiil de biiyiir ve oositi ovaryumun stigma denilen bdlgesinden
periovaryan bosluga atmak iizere ovaryum ylizeyine iyice yaklasir. Atilmaya hazir, olgun
follikiil graff follikiilii ismini alir ve bu follikiiliin goriildiigii asama, prodstrustur (Ross
MH ve ark. 2006, Nagy A ve ark. 2003 ). Olgun follikiil yaklasik (Bloom W ark. 1975)
S5um ¢apa sahipken, igerisindeki oosit 70um capa ulasmustir (Ross MH ve ark. 2006).
Ovulasyondan dnce oosit, son olgunlagsma asamalarina girerek birinci mayoz boliinmesini
tamamlar ve birinci polar cisimcigini atar. Ikinci mayoz bdliinme baslar ancak metafazda
duraklar. Oosit sperm tarafindan fertilize olana dek bu asamada kalir (Nagy A ve ark.
2003). Ikinci mayoz bdliinmenin metafazindaki bu duraklama, bir sitostatik faktor (CSF)
etkisi ile siirdiiriilen yiiksek bir MPF aktivitesi ile saglanir (McGee E ve ark. 2000).
Follikiil gelisiminin son asamalarinda, oositi ¢evreleyen hiicrelerin aralarinin, hiyaluronik
asitten zengin hiicreler arasi sivi girmesiyle bir miktar agilmaya ve hiicrelerin nispeten
daha gevsek bir sekilde toplanmaya bagladiklar1 goriiliir. Kan akis1 ovulasyon bdlgesinde
giderek azalir, ardindan yok olur, follikiil seffaf bir goriiniim kazanir. Germinal epitel bu
bolgede diizensizlesir ve stroma giderek incelir. Olduk¢a incelmis teka follikiili ve
germinal epitel ile periovaryan bosluktan ayrilan bu olgun follikiil, 6n hipofizden ikinci bir
LH salgilanmasiyla, ig¢erisinde bulunan kumulus-oosit kompleksini periovaryan bosluga
atar. LH salgis1 etkisindeki follikiilde oositin ¢apinda 6nemli bir degisiklik olmaz ancak
follikiiliin ¢ap1 ovulasyon dncesi 550um’ye ulagsmustir (Ross MH ve ark. 2006). Ovulasyon,
ostriis evresinde gergeklesir (Ross MH ve ark. 2006). Atilan oositin oolemma adi1 verilen
membranmin diginda; zona pellusida, follikiil hiicrelerinin olusturdugu topluluk olan
kiimiiliis ooforus ve bu hiicrelerin aralarinda asidik mukopolisakkarit, hiyaluronik asit,
protein icerikli bir matriks bulunur. Follikiilden geriye kalan kisim, iki 6nemli steroid
hormon olan progesteron ve bir miktar da 6strojen salgilamakla gérevli korpus luteumdur.

Corpus luteum’da graniiloza hiicreleri ¢ok yogun diiz endoplazmik retikulum’a sahiptir. Bu

-22-



yapilar biiyiik miktarlarda disi seks hormonlar1 olan progesteron ve dstrojen olustururlar
(Celik, O, 2011). Ovulasyondan sonra stigma bolgesi epiteli onarilir, graniiloza hiicreleri
hipertrofik hal alir ve bag dokusu ve kapillerler antrumu kapatacak sekilde teka interna
icerisine ilerler (Ross MH ve ark. 2006). Daha once kiiciik ve bazofilik sitoplazmali, biiytik
bir ¢ekirdege sahip olan graniiloza hiicreleri, daha sonra vakuollii eozinofilik sitoplazma
iceren, bliylik vezikiiler tip ¢ekirdege sahip, poligonal lutein hiicrelerine doniisiirler (RosS
MH ve ark. 2006). Her ostriiste birkag follikiil olgunlastigindan, aktif ovaryumda birkag
korpus luteum gérmek miimkiindiir. Bu, metdstrus asamasidir. Eger ovulasyon ile atilan
ovum dollenmez ise corpus luteum gerileyerek ovulasyondan yaklasik 9 giin sonra
dejenere olup ortadan kalkar. Buna menstruasyon corpus luteum’u denir. Hiicreleri kiigiilen
ve vaskiilarizasyonu zayiflayan corpus luteum’da yagli dejenerasyon gelisir. Genisleyen
bag dokusunda hiyalinizasyon izlenir. Corpus luteum kademeli olarak beyaz bir skar
dokusu olan corpus albicans’a doniisiir. Ovulasyonla atilan ovum déllenirse corpus luteum
geliserek gebelik corpus luteum’unu olusturur. Hiicreler gebeligin orta donemlerine kadar
biiylimeye devam ederler. Daha sonra yavasca gerileyerek, dogumdan sonra hizla dejenere
olur. Bunun disinda birgok oosit ya da follikiill de gelisimin ¢esitli asamalarinda
olgunlasmaya devam etmez, atreziye gider. Atretik follikiil, piknotik hiicreleri ve
fragmente olmus oositi ile karakterizedir (Niimura S ve ark. 2004). Kortekste follikiiller
disinda bulunan interstisyel hiicreler morfolojik olarak olgun lutein hiicrelerine benzerler.
Kokenleri tam olarak bilinmese de, hipertrofik stromal hiicrelerden, korpora Ilutea
kalintilarindan ve teka interna hiicrelerinden kaynaklaniyor olabilirler (Ross MH ve ark.
2006).

Ovulasyon ile atilan oosit, oviduktun fimbria denilen parmaksi ¢ikintilar1 sayesinde
tutularak fertilizasyonun gergeklesecegi ampulla bolgesine iletilir. Ovulasyondan 9 ila 12
saat sonrasina kadar, atilan oosit, fertilize olma ve normal embriyo olusturma yetenegini
korur (Ross MH ve ark. 2006). Spermin ampullaya ulagmasi1 bazen 5 dakika kadar kisa
zaman alabilir ancak bu spermler fertilizasyon i¢in gereken kapasitasyon olayini bir saatten
once tamamlayamadiklarindan dolleme yeteneginde degillerdir. Sperm genellikle
ovulasyon oldugu sirada ampullada hazir olarak beklemektedir ancak sperm oosite penetre

oluncaya kadar birka¢ saat gecikme olur. Sperm 8 saat dolleme yetenegini korur ancak
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fertilizasyon olay: ¢iftlesmeden sonra yaklasik 6 saat i¢cinde gergeklesmektedir (Ng, E.H.
ve ark 2003).

1.4.1. Oositin Genel Yapisi

Follikiiler gelisimin en erken asamasi olan primordiyal follikiiliin oositleri; biiyiik,
eksentrik yerlesimli, cekirdek¢igi belirgin ve yaygin kromatin igeren vezikiiler tip
cekirdege sahiptirler. Birinci mayoz boliinmenin profaz asamasinda bekleyen bu oositin
germinal vezikiil (GV) adi verilen biiylik c¢ekirdegi 1s1k mikroskobunda dahi net olarak
secilebilmektedir (Inoue Ave ark. 2007). Bu oositte, jukstaniiklear yerlesimli iyi gelismis
golgi aygit1 ve ¢ok sayida mitokondri ile ¢evrelenmistir. Golgi aygit1 paralel bir gériiniim
veren kisa sisternal yapilar ve ¢ok miktarda kiiciik vezikiillere sahiptir (Moore K ve ark.
2009, Bloom W ark. 1975). Ooplazma igerisinde Golgi aygitindan kdken aldigi diisiiniilen
benzer kiiciik vezikiiller dagilmis olarak bulunur (Bloom W ark. 1975). Periniiklear
yerlesimli olarak, merkezde Golgi aygit1 ve ¢evresinde mitokondriler disinda endoplazmik
retikulum, lizozomlar ve graniilofibriler yapilarn da icinde bulundugu bir organel
toplulugu bulunur ki, basta bu yap1 farkli bir organel olarak diisiiniildiigiinden Balbiani
cisimcigi adimi almistir (Moore K ve ark. 2009; Pepling ME ve ark. 2007; De Smedt V ve
ark. 2000). Balbiani cisimcigi, primordiyal follikiil oositlerinde bulunmakta ancak follikiil
gelismeye basladiginda mitokondriler ve endoplazmik retikulum yapilarmin tiim ooplazma
icerisinde dagilmasi nedeniyle (Pepling ME. ve ark. 2007) ortadan kalkmaktadir (Sekil
1.4.1.1). Endoplazmik retikulum, erken asamalarda, vezikiiler ya da bir miktar ribozom
iceren hafifce uzamis olusumlar seklindedir ancak daha sonralari daha uzun sisternal
yapilar gittikce artarak paralel diizenlenme gosterirler. Gelisim ilerledik¢e sayilar1 artan
multivezikiiler cisimcikler de ooplazma igerisinde yer alir (Bloom W ark. 1975). Ayrica
enerji ihtiyacini karsilamak tizere, glikojen graniilleri, lipid damlaciklar1 ve fibroz yapilari
kapsayan sitoplazmik inkliizyonlar da ooplazmada dagilmis sekilde yer almaktadir
(Niimura S ve ark. 2004). Oosit ve etrafin1 saran yassi follikiiler hiicrelerin yiizeyleri
birbirleri ile yakn iliskilidir (Moore K ark. 2009).
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Sekil 1.4.1.1. Oositin ince yapisi; Zona pelusidanin gevsek fibriler bir yapis1 vardir.
Perivitellin aralik (PVS) zona pelusidanin i¢ kismiyla oolemma arasinda bulunan dar ve
151k kiricr bir alandir ve burada folikiiler hiicrelerin artiklari (F) da bulunabilir. Oositin
yiizeyinde normal, kiigiik mikrovilliler (mv) goriiliir. Oosit korteksinde (OC) bir ya da iki
sira yogun kortikal vezikiiller (CV) vardir. OC ayrica mitokondria (M), diiz endoplasmik
retikulum (SER),tubul kiimeleri (T), SER genis vezikiilleri (V), SER kiiciik vezikiilleri
(oklar) ve SER izole tubulleri (ok baslari) icerirler (Basar M,2006).

Biiyiiyen follikiiliin gelisiminde ilk farklanma; primordiyal follikiiliin primer
follikiile farklilastigi asamadir. Primer follikiil gelisirken oositte, follikiiler hiicrelerde ve
komsu stromada degisiklikler olur. Preantral follikiillerde, oositin hacmi yaklasik 34 kat1
kadar artig gosterir ki bu, protein icerigindeki artisla iligkilidir. Follikiiler hiicreler ilk
olarak yassi hiicreden kiibik hiicrelere degisir (Esrefoglu M.,2004). Fertilize olmamis

oositte ooplazma i¢inde dagilmis sekilde bulunmaktadirlar. Embriyolarda ise; endozomlar,
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filamentdz aktin ve klatrin yapilarmin her ikisinin birlikte kutuplasmaya katki sagladigini
diisiindiirecek sekilde farkli bolgelerde toplandiklar: rapor edilmistir. Oolemmanin hemen
altinda, kortikal graniil ad1 verilen salg1 vezikiilleri bu evrede goriilmeye baglar. Bu salgi
graniillerinin oolemma igerisindeki yerlesiminde follikiil gelisimiyle birlikte baz1
degisiklikler goriiliir. Sitoplazmik olgunlagsma kapsaminda degerlendirilebilecek olan bu
dagilim 6nce kortekse dogru oolemmanin hemen altinda devamli bir tabaka olusturacak
sekildedir; ardindan ozellikle fare oositlerinde goriilen germinal vezikiil yikimindan
yaklagik bir Saat sonra, metafaz mekiginin etrafinda bir kortikal grantilsiiz bolge birakacak
sekilde diizenlenirler (Liu X ark. 2006). Bu graniiller, sperm tarafindan aktive edilen
oositten ekzositoz yoluyla disar1 atilan yapilardir; glikozidaz ve proteaz igerikli bir salgi
icerirler. Follikiil biiylidiikkce, oosit ve cevre follikiiler hiicrelerin arasinda homojen,
olduk¢ca koyu boyanan, asidofilik ve kesintisiz bir tabaka olan ZP, oosit tarafindan
salgilanir. Gelisen primer follikiilde graniiloza hiicrelerinin de yiizeyinde, oosite dogru ince
uzantilar vardir ve bazen oosit plazma membranina invajine olabilmektedirler (Moore K
ark. 2009). Oosit ve graniiloza hiicre uzantilar1 arasinda mayotik yeterliligi kazanmak igin
gerekli olan heterolog oluklu baglantilar bulunmaktadir. Oolemma ve zona pellusida
arasindaki perivitellin bosluk (PVB), bu transzonal uzantilarin azalmasi nedeniyle
genislemektedir. Bu genislemenin, mayotik yeterliligin kazanilmasi ile iligkili oldugu ve
onunla koordineli olarak gerceklestigi diistiniilmektedir (Inoue Ave ark. 2007).

Graniiloza hiicrelerinin aralarindaki hyaluronandan zengin likor follikiili ile dolu
bosluklarin birlesmesi ile antrum olusmus ve follikiil gelismeye devam ederek daha da
biiyiiyiip olgun graff follikiilii haline gelmistir (Jamnongjit M, Hammes SR, 2005). Bu
asamada; graniiloza hiicrelerinde mitotik figiirlerin azaldig: goriilir (Moore K ark. 2009).
Oviile edilecek oosit ise, 1. mayozunu tamamlayip 2. mayoz boliinmenin metafazina kadar
ilerlemektedir (Inoue Ave ark. 2007). Oosit sitoplazmasinda aktin, tiibiilin ve bazi
sitokeratinler ~dahil sitoiskelet elemanlarmin kompleks bir matriksi bulunur.
Fertilizasyonda meydana gelen go¢ olayinda proniikleideki degisiklikler ve oOzellikle
sitokinez olayi i¢in hiicre yiizeyindeki olaylarin koordineli bir sekilde gergeklesmesi igin

bu sistemin gerekli oldugu diistiniilmektedir.
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1.4.2 Folikiil Gelisimi

Primordiyal folikiilden graff folikiile kadar olan siire¢ olan folikiil gelisim siireci
birkag ay siirer. Bu siirece baslayan primordiyal folikiillerin biiylik bir ¢cogunlugu antral
folikiil asamasma ulagsmadan apoptozis sonucunda atreziye ugrar. Erken folikiil gelisim
asamalarinda FSH’m etkisi tam olarak acik degildir. Hipofizektomi ve transgenik
hayvanlarla yapilan ¢aligmalarda folikiil havuzunda bulunan aktive olmamis folikiillerin
aktivasyonunda gonadotropinlerin etkili olabilecegi gostermistir (Van Montfoort AP ve
ark. 2014; Filicori, M. ve ark. 2002). Bununla birlikte, insan FSH reseptor mRNA’s1
sadece primer folikiil asamasindan ileriye dogru olan gelisim agamalarinda goriliir. FSH 3
alt linitesi mutasyona ugramis kadmlarla yapilan calismalarda folikiiler biiyiime sekonder
folikiil asamasma kadar gergeklestigi gostermistir. (Feeney A ve ark. 2014; Hayirli N,
2011). Buna ek olarak hipofizektomi yapilmis kadinlarda disaridan verilen FSH folikiil
biiylimesini ovulasyon dncesi asamaya kadar uyarabildigini gostermistir.

Ovaryum teka hiicrelerinden salgilanan Transforming Growth Factor (TGF)-a, oosit
tarafindan iiretilen Growth Differentiating Factor (GDF)-9 ve Bone Morphogenic Protein
(BMP)-15 gibi faktorler FSH’1in graniiloza hiicre farklilasmasi ve erken asamadaki folikiil
gelisimi lizerine olan etkilerini kisitlar. Sadece gelisimin daha ileriki asamalarinda folikiil
FSH’ ya duyarli hale gelir ve teka hiicrelerinden kaynaklanan bir madde olan
androstenoidonu estradiole (E2) doniistiirebilme yetenegini kazanir (van Santbrink, E.Jve
ark. 1995). Aktive olmus folikiil grubu i¢inden tek bir baskin folikiil se¢iminde, folikiiler
fazdaki FSH’nin azalmasmin etkisi ¢ok 6nemlidir (van Santbrink, E.Jve ark. 1995). FSH
seviyeleri azaldiginda baskin folikiil disindaki tiim folikiiller uyarilmay1 kaybederler ve
atretik hale gelirler (Fauser, B.C. ve ark. , 2003). Son zamanlarda ortaya ¢ikan yeni
bulgulara gére normal ovulasyona gerceklestigi menstrueal sikluslarda tek bir baskin
folikiil se¢iminde LH’ nin da etkisi ¢ok 6nemli oldugu gosterilmistir (Filicori, M. ve ark.
2002; Sullivan, M.W, ve ark. ,1999). Erken antral folikiildeki graniiloza hiicrelerinin
sadece FSH’ ya cevap vermelerine ragmen olgun folikiillerdeki graniiloza hiicreleri hem

FSH’ ya hemde LH’ ya cevap verirler. Olgunlasan folikiil LH” ya cevap verebilme 6zelligi
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kazandigindan dolay1 FSH’ ya daha az bagimhidir (Filicori, M. ve ark. 2002; Sullivan,
M.W, ve ark., 1999).

Histolojik olarak gelisimsel asamalar1 koken alan ii¢ temel tip ovaryum folikiili
tanimlanmistir: Primordiyal folikiiller, Gelismekte olan folikiiller; primer ve sekonder
(antral) olarak alt kategorilere ayrilir. Bunlar; Olgun folikiiller veya Graff folikiilleri olarak

adlandirilmaktadir.

1.4.2.1 Primordiyal Folikiiller

Folikiiler gelisimin en erken asamasi olup ilk defa ovaryumlardaki fetal gelisimin
liclincli ayinda ortaya c¢ikarlar. Primordiyal folikiillerin erken gelisim asamalari
gonadotropin uyarimimdan bagimsizdir ve olgun ovaryumda primordiyal folikiiller korteks
stromast i¢inde tunika albuginea’nin hemen altinda bulunurlar (Ross ve Pawlina 2011).
Primer oosit ve onu ¢evreleyen tek tabakali yassi folikiiler hiicrelerden olusurlar (Gartner
ve Hiatt 2007). Folikiil hiicrelerinin dig ylizli bazal lamina ile smirlanmistir. Bu asamada
oosit ve etrafini saran folikiil hiicreleri birbirlerine sikica yanasmistir. Folikiil i¢indeki oosit
yaklagik 30 um capinda ve biiyiik, kenar duruslu, iyi bicimde dagilmis kromatin, bir veya
daha fazla iri nukleolus iceren ¢ekirdege sahiptir (Ross ve Pawlina 2011). Niikleoplazma
sarmal yapmamis kromozomlar nedeniyle vezikiiler goriiniime sahiptir (Gartner ve Hiatt
2007). Ooplazma olarak anilacak oosit sitoplazmasi Balbiani cismini igerir. Ultrastriiktiirel
seviyede Balbiani cismi Golgi membranlarinin ve vezikiillerinin, endoplazmik retikulum,
cok sayida mitokondriyon ve lizozomlarm lokalize olarak birikimiyle meydana gelir. Buna
ek olarak insan oositi annulat lameller ve sitoplazma boyunca dagilmis kiiciik sferik
mitokondriyonlarla birlikte ¢ok sayida kiiciik vezikiil igerirler. Annulate lameller ¢ekirdek
zar1 kesitlerinin kiimelerini andirmaktadir. Yigmin her bir kat1 por yapilar1 icermektedir
(Ross ve Pawlina 2011; Hayirli N, 2011) ve bunlar morfolojik olarak ¢ekirdek porlariyla
Ozdestir (Resim 1.4.2.1.1).
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Resim 1.4.2.1.1.Primordiyal folikiil, oklar: primordiyal folikiil, GEp: Germinal
epitel, KL: Korpus Luteum, Hematoksilen-Eozin (x200)

1.4.2.2. Primer Folikiiller

Primordiyal folikiiller gelismekte olan folikiil haline gelirken oositte, folikiil
hiicrelerinde ve komsu stromada degisiklikler meydana gelir. 1k olarak, oosit genisler ve
etrafin1 saran yassi folikiil hiicreleri kiibik hale gelirler (Ross ve Pawlina 2011). Primer
oositi ¢evreleyen folikiil hiicre tabaka sayisma gore tek tabakali primer folikiil ve ¢ok
tabakali primer folikiil olmak iizere iki tip primer folikiil vardir. Primer oosit genislemis
nukleusu ile birlikte 100-150 pum ¢apa ulasir (Gartner ve Hiatt 2007). Oosit biiyiirken
spesifik proteinler salgilar ve oosit ile komsu folikiil hiicreleri arasinda ortaya ¢ikan bu
ekstraseliiler kilifa zona pellusida (ZP) denir. Insanlarda ZP’y1 ZP-1, ZP-2 ve ZP-3 olarak
adlandirilan ii¢ simf siilfath asidik glikoproteinler olusturur. Ugii arasinda en dnemlisi tiire
0zgii akrozom reasksiyonunu heniiz ge¢irmemis spermatozoalarin baglanmasi i¢in primer
reseptor ve akrozom reaksiyonu baslaticisi olan ZP-3’diir, ZP-2’nin akrozom reaksiyonunu
tamamlamig spermatozoon i¢in ikincil baglanma reseptorii proteini olarak rol oynadigina
inanilir, ZP-1 ise heniiz fonksiyonel olarak karakterize edilmemistir fakat zona i¢in yapisal
proteindir. ZP 1s1k mikroskobunda agik¢a goriilebilir. Periyodik asit Schiff (PAS) boyasi ve
asidofilik boyalarla boyanir. Ilk olarak oosit yaklasik 50-80um biiyiikliige ulasip tek kath
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kiibik veya prizmatik folikiil epiteli ile dosendigi zaman gdzlenir. Stromal hiicreler ¢ok
katl primer folikiiliin ¢evresinde organize olmaya baslarlar (Gartner ve Hiatt 2007) ve
hemen bazal laminaya komsu teka folikiilii olarak bilinen bag doku hiicreleri ile sararlar
(Ross ve Pawlina 2011).

Teka folikiilii iki tabakaya farklanir. Teka Interna daha icte bulunan oldukc¢a damarl
kiiboidal salgi yapan hiicrelerden olusan bir tabakadir. Tamamen farklilagsmasini
tamamlamig teka interna hiicreleri ultrastriiktiirel yapilar1 bakimindan steroid {ireten
hiicrelere benzerler (Ross ve Pawlina, 2011). Cok sayida LH reseptoriine sahiptirler.
Graniiloza hiicrelerine girerek aromataz enzimiyle Ostradiole ¢evrilen erkek seks hormonu
androstenedionu {retirler. Salgi yapan hiicrelerin yan1 sira teka interna fibroblastlar,
kollajen demetleri ve endokrin organlarda oldugu gibi zengin bir kilcal damar ag1 icerir
(Gartner ve Hiatt 2007, Ross ve Pawlina 2011).

Teka eksterna bag doku hiicrelerinin dis tabakasi olup esas olarak diiz kas hiicreleri
ve kollajen fibril demetleri igerir.  Teka tabakalari arasindaki ve teka eksterna ile
cevreleyen stroma arasindaki smirlar belirgin degildir. Ancak graniiloza tabakasi ile teka
interna arasindaki bazal lamina kesin bir sinir olusturur ve teka internanin zengin kapiller

yatagi ile graniiloza tabakasini ayirir (Ross ve Pawlina 2011).

1.4.2.3 Sekonder Folikiiller

Sekonder folikiiller siv1 -likor folikiili (Gartner ve Hiatt 2007) igeren antrum ile
karakterizedir. Oosit ve folikiil gelisiminde FSH, Biiylime faktorleri (6rnegin: epidermal
biiyiime faktérii (EGF), insiilin benzeri biiylime faktori-1 (IGF-I), Kalsiyum iyonlar1
(Ca2+) gibi baz1 faktorler gereklidir: Cok katli primer folikiil gelismeye devam eder ve
capm1 200 pm’nin lizerine ¢ikartir. Stratum graniilozum tabakasi 6-12 hiicre katna
ulagtiginda graniiloza hiicreleri arasinda i¢i s1vi dolu bosluklar goriilmeye baglanir (Sekil
1.4.2.3.1). Glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve steroid-baglanma proteinleri iceren bu
s1v1 graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilir. Bunlardan baska LH ve FSH salinimini kontrol
eden hormonlar olan progesteron, dstradiol, inhibin, follikiilostatin ve aktivin hormonlarini
da icerir (Gartner ve Hiatt 2007). Siv1 birikmeye devam eder, bosluklar birlesmeye baglar
ve sonunda hilal seklinde antrum denen tek bir bosluk haline gelir. Artik folikiil sekonder

veya antral folikiil olarak tanimlanir. 125 pm ¢apa ulasan ve kenarda yerlesen oosit artik
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daha fazla biliylimez. Biiylimenin inhibisyonu graniiloza hiicreleri tarafindan antral siviya
salman 1-2 kD agirhigindaki bir peptid olan oosit maturasyon inhibitorii (OMI) tarafindan
gergeklestirilir. OMI konsantrayonu ile sekonder folikiil bliylikliigii arasinda bir korelasyon
belirlenmistir. Konsantrasyon kiiciik folikiillerde daha yiiksek, olgun folikiillerde ise daha
diistiktiir. Folikiil, stvinin ilk goziikmeye basladigi erken sekonder folikiil evresinde 0,2
mm ¢apa sahipken biiyiime ve birikme devam ettikgce 10 mm ve daha biiyiik hale gelir.
Sekonder folikiildeki graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunun devami hipofizin 6n
lobundaki bazofilik hiicrelerden salgilanan FSH’a bagimlidir. Stratum graniilozum oositle
iliskili oldugu bolge diginda nispeten benzer kalinliga sahiptir. Burada graniiloza hiicreleri
antruma dogru kumulus ooforus adi verilen bir tepecik meydana getirirler. Kumulus
ooforus hiicreleri kisa siirede oositin etrafini sararlar ve korona radiata adin1 alirlar. Korona
radiata hiicreleri zona pellusidaya dogru mikrovilluslarini gonderirler ve oluklu baglantilar
aracilifiyla oositin mikrovilluslariyla iletisim kurarlar. Ekstraseliiler olarak bulunan PAS
ile yogun boyanma oOzelligi gosteren Call-Exner cisimcikleri graniiloza hiicrelerinin
arasinda goriilebilir. Bu cisimcikler graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanirlar (Gartner ve
Hiatt 2007, Ross ve Pawlina 2011) ve hiyaluronan ve proteoglikanlari igerirler (Resim
1.4.2.3.1).
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Resim 1.4.2.3.1. Sekonder folikiil, Ok basi: Sekonder Folikiil, A: Antrum, O:
Oosit, GH: Graniiloza hiicre tabakalari, TK: Teka tabakasi, H-E, X400 objektif,

1.4.2.4. Olgun Folikiil (Graaf Folikiilii)

Grantiiloza hiicrelerinde devam eden proliferasyon ve devam eden likor folikiilii
olusumu olgun folikiil olarak da bilinen Graaf folikiili (Resim 1.4.2.4.1) olusumu ile
sonuclanir ve ovulasyon esnasinda yaklasik 2,5cm biiylikliige ulasabilir (Gartner ve Hiatt
2007). Folikiill maksimum biiylkligiine yaklastikca graniiloza hiicrelerinin mitotik
aktivitesi diiser. Ovulasyona hazirlanmak i¢in graniiloza hiicrelerinin arasinda bosluklar
meydana gelir. Oositin etrafindaki korona radiata hiicreleri ve bunlara zayif sekilde
tutunmus olan kumulus hiicreleri ovulasyonda oositle birlikte kalirlar. Bu donemde teka
interna hiicre sitoplazmasinda lipid damlaciklar1 goriilmeye baglanir ve ultrastriiktiirel

olarak tipik steroid sentezleyen hiicre goriiniimii kazanirlar (Ross ve Pawlina 2011).

Resim 1.4.2.4.1. Ovaryum korteksinde graff folikiili A: Antrum boslugu, KO:

Kiimiiliis Ooforus, KR: Korona Radiata, GH: Graniiloza hiicre tabakalari, Tk: Teka
tabakasi, O:Oosit, H-E (X200).

1.5.Kontrolliit Ovaryum Hiperstimiilasyonu (KOH)
Endokrin hipofizyal gonadal aksisin 20.yy’m baslarinda hipofizin 6n lobunda

meydana gelen lezyonlarin genital organlarda atrofiye neden olmasiyla kanitlanmustir. iki
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ayrt gonadotropin (baglarda Prolan A ve B olarak adlandirilan) varligini destekleyen ilk
ikna edici kanit 1931°de Fevold ve ark. tarafindan ortaya konulmus olup, LH ve FSH
sonradan izole edilmis ve saflastirilmistir. Hayvanlardan elde edilen gonadotropinlerin
insanda hizli immunolojik cevap yaratmalar1 nedeniyle bu hormonlar insan kaynaklarindan
elde edilmeye ¢aligilmistir.

Stiperovulasyon uygulamasi infertilite nedeniyle tedavi gérmek isteyen ¢iftlerden
kadinlara yaygin olarak uygulanmaktadir. Uygulamanin amaci IVF’deki dollenme sansini
arttirmak i¢in en ¢ok sayida, en iyi kalitede, olgunlagsmis oositler elde etmektir. Elde edilen
oosit sayis1 ve olgunlugu ne kadar iyi ise embriyo kiiltiirii ve implantasyon basarisi da o
oranda artacaktir. Fakat siiperovulasyon tedavi siireci sorunsuz degildir. Karsilasilan en
onemli problemlerden biri erken LH artisidir. Erken LH artisiyla birlikte luteinizasyon
goriilmekte ve kaliteli, olgun oosit elde edilmesi sansi gok azalmaktadir (Hayirli N, 2011).

Siiperovulasyon i¢cin FSH, HCG ve GnRH agonisti kullanilir. GnRH agonistleri
klinikte ovaryum uyarilmasiyla birlikte kullanilmaya baglanmistir. GnRH’nin fare
ovaryumuna etkisi sonucunda oosit olgunlagmasini indiiklemektedir (Yang, B.C ve ark.,
1995). Memelilerde folikiiler oositler birinci mayotik bolinmenin profaz sathasinda
duraklarlar. Mayozun devami i¢in fizyolojik uyaran ovulasyon 6ncesi LH ytikselmesidir.
GnRH agonistleri LH’nin bu etkisini taklit ederek mayozun devammi sagladigi
diistiniilmektedir (Yoshimura, Y. ve ark 1991).

1950’lerin sonunda yapilan klinik denemelerde insan hipofizinden elde edilen
ekstraktlarin gonad fonksiyonunu diizenlemede kullanilabilecegi kanitlanmistir. Bu siireci
takiben deneyler gonadotropik hormonlarm her ikisinin de postmenopozal kadinlarin
idrarindan ekstraksiyonunu ile ilgili c¢aligmalar yapilmis ve insan menopozal
gonadotropini (hMG) preparatlarmin gelisimine yol agmustir (Wang Y ve ark. 2006).
1960’larin basinda bu hormonlar gonadal fonksiyonun stimiilasyonu i¢in insanda
kullanilmistir (Macklon ve ark. 2006). Giliniimiizde hormonal preparatlar rekombinant
teknoloji liriinii olarak elde edilmeye baslanmistir.

Siiperovulasyon protokolii fetal biiyiimede azalma ve hamilelik siirecinin uzamasina
da neden olur (Edwards, L.J. ve ark. 2005). Bununla birlikte farelerde yapilan ¢aligmalar
stiperovulasyon protokoliiniin IGF-11, IGF-II reseptor ya da VEGF gen ekspresyonuna

anlamli derecede etkisi olmadigmi gostermistir. Diger taraftandan da uygulanan
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gonadotropin tedavisinin kromozomal anormalliklerin sikligini arttirdigi bilinmektedir. Bu
da siiperovulasyon protokolii uygulandikta sonra in vitro embriyo gelisiminin zayif
olmasinin nedenidir.

Stiperovulasyon protokoliine asir1 cevap veren kadinlarda, oosit ve embriyo kalitesi
tizerine gonadotropin uygulamasinin kot bir etkisi yoktur (Ng, E.H., ve ark.2003). Normal
IVF uygulamasiyla, ovaryum uyarilmasi protokoli kullanilarak yapilan [IVF
uygulamalarmin karsilastirildigi geriye doniik bir calismada bildirildigine gore; her iki
gruptaki embriyolarin kalitesi ve yariklanma kapasiteleri arasinda bir fark olmadigini
gostermistir (Ziebe, S ve ark. 2004). Yiiksek FSH seviyelerine maruz kalmanin da embriyo
gelisimi tizerine dogrudan etkisi yoktur. Pre-antral folikiilden elde edilen oositlerin kiiltiirii
yapilirken ortama FSH eklendiginde yararli bir etki goriillmemistir. Ayrica FSH’nin insulin
ile birlikte oosit gelisimine zararli oldugu ve istenmeyen granuloza hiicre ¢ogalmasini
destekledigi gosterilmistir.

Kontrollii Ovaryum Hiperstimulasyonunun (KOH) birden fazla sayida olgun oosit
elde etmek, ovulasyonu zamanini kontrol altinda tutmak ve yardimla {ireme teknikleri

tedavisi sonrasi gebelik oranini artirmak olarak 6zetlenebilir (Hayirlhi N, 2011).

1.5.1.KOH Tedavisinde Kullanilan Ajanlar

Klomifen Sitrat: 1956 yilinda sentezlenmistir. G6revi hipotalamustan hipotalmik-
hipofiz portal akimina GnRH salgilanmasmi artrmak ve bu sayede hipofiz kaynakli
gonadotropinlerinin artigina yol agmaktir (Hayirli N, 2011).

Aromataz Inhibitorleri: Aromataz sitokrom P-450 bagimli bir enzimdir. Ostrojen
sentezinin son basamaginda rol oynar ve androjenlerin Ostrojene doniistiiriilmesini
katalizler. Aromataz inhibitorleri aromataz enzim sistemlerinin kompetitif inhibitoridiir ve
androjenlerin strojene doniismesini inhibe eder (Hayirli N, 2011).

Insan koryonik gonadotropini (HCG): iki hormonun arasindaki homoloji derecesi
nedeniyle HCG, LH yerine kullanilabilir. En 6nemlisi iki hormonda ayn1 dogal fonksiyona
sahiptir, liiteinizasyonu indiiklemek ve litein hiicrelerini desteklemek. HCG’nin uzun bir
serum yar1 omriine sahip olmasi klinik uygulamalarda istenmeyen bir 6zelliktir. Korpus
luteumun siirekli yliksek seviyede stimulasyonu gonadotropin terapisinin baslica

komplikasyonu olan OHSS yol agabilir (Hayirli N, 2011).
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Insan Menopozal Gonadotropini: 75 TU FSH ve 75 IU LH’a esit degerde in-vivo
biyoaktiviteye sahiptir. Cesitli hMG preparatlar1 icinde TNF baglanma proteini I,
transferin, {irokinaz, tamm-horsfall glikoproteini, epidermal biiylime faktori ve
immiinoglobulin iliskili proteinlerini de iceren degisik proteinler bulunmustur (Hayirli N,
2011).

GnRH Analoglari: GnRH analoglari, hipofiz bezinde GnRH reseptorlerine
baglanir ve daha uzun siire burada kalirlar. Menopoza benzer bir durum yaratir ve
hipodstrojenik ortam saglanarak, endometriyal atrofi ve amenore olusturulur. Agri
semptomlarmin  iyilestirilmesinde ve endometriyotik implantlarin  boyutlarinin
kiigiilmesinde diger medikal tedaviler kadar etkindir. Fakat bu ila¢ da digerleri gibi gebelik
oranlarini artirmamaktadir (Hayirli N, 2011).

Gonadotropinler: Insan menopozal gonadotropinleri, genis bir sekilde ilk olarak
Amerika Bilesik Devletlerinde kullanilmaya baslanmistir. Yirmi seneden fazla olarak 1VF
uygulamalarinda gonadotropinlerin kullanilmasinin nedeni fertilizasyon i¢in gerekli olan
oositlerin sayilarinin miimkiin oldugunca arttirilmak istenmesidir. Kullanilan hMG
preparatlarinin FSH: LH biyolojik etkinlik orami 1:1’dir. Hormonun saflig1 arttikca
biyolojik etkinlik oranmi korumak i¢in HCG eklenmesi gereklidir. Ik hazirlanan
preparatlarin saflig1 ¢ok diisiiktii ve preparat icinde bulunan proteinlerin sadece %5’1
biyolojik olarak etkindi. Protein saflastirma tekniklerinin gelismesiyle birlikte etkinligi
daha az olan proteinlerin karisimmin en aza indirildigi hMG iretilmeye baslandi ve
1980’lerin basindan itibaren monoklonal antikorlarinda kullanimiyla idrardan saflastirilmis
FSH (uFSH) elde edildi (Lunenfeld, B ve ark. 2004). Giiniimiizde kullanilan saf {iriinler
sayesinde asir1 duyarlilik durumu daha az meydana gelmekte ve daha agrisiz deri alt1
uygulamalar1 yapilabilmektedir. Gonadotropin preparatlara olan ihtiyacin tiim diinyada
artmastyla birlikte, menopozdan sonra elde edilecek idrar ihtiyaci da muazzam sekilde

artmustir ve sinirli kaynaklar bu ihtiyaca cevap veremez hale gelmistir.
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1.6. Testisin Genel Histolojik Yapisi

Testisler, tunika albuginea adi1 verilen yogun bir bag dokusundan olusan kalin bir
kapsiil ile gevrilidir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediastinum
testis ad1 verilen yapiy1 olusturur. Burada bezin igerisine giren fibrdz uzantilar (septum)
bezi testis lobguklary/boliimleri ad1 verilen yaklasik 250 adet bolmeye ayirir. Bu uzantilan
kesintisiz degildir ve ¢ogunlukla bdlmeler ile birbirlerine baghdir. Her lobiilde gevsek bag
dokusu ile saril1 1-4 adet seminifer tiibiil yer alir. Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf
damarlari, sinirler ve Leydig hiicreleri adi verilen intertisyel hiicreler igerir. Seminifer
tiibiiller erkek tireme hiicreleri olan spermatozoalari iiretirken, intertisiyel hiicreler de testis
androjenlerini salgilar (Kierszenbaum A. L, 2006).

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler. Fetiisiin
gelismesi sirasinda gog¢ ederler ve skrotum iginde spermatik kordonlarin uglarinda asihi
olarak bulunurlar. Skrotuma dogru gergeklestirdikleri bu go¢ nedeniyle her testis tunika
vaginalis ad1 verilen ve peritondan gelismis olan ser6z bir kese tasir (Sekil 1.6.1). Tunika
vajinalis dista paryetal, icte ise viseral bir tabakadan olusur ve testisin 6n ve yan

kisimlarinda tunika albugineay1 orter (Kierszenbaum A. L, 2006).

Ductus deferens

Epididymis
Efferent ductules

Rete testis

Seminiferous tubule

Sekil 1.6.1. Testisin genel histolojik goriintiisii (Kierszenbaum A. L, 2006).
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1.6.1.Seminifer Tiibiiller

Spermatozoonlar seminifer tiibiillerde iiretilir. Her testiste yaklagik 250-1000
seminifer tiibil bulunur. Her seminifer tiibiil karmagik yapida ¢ok katl bir epitel ile doseli
olup, yaklasik 150-250 ¢apinda ve 30-70 cm uzunlugundadir. Bir testisteki tiibiillerin top-
lam uzunlugu yaklasik 250 metredir. Tibiiller kivrimhidir ve baslangigta kor ugludur.
Sonlanirken limen daralir ve diiz tiibiiller ya da tubuli rekti olarak anilan kisa segmentier
halinde devam eder (Kierszenbaum A. L, 2006). Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiiilerin rete
testis denilen, epitel ile doseli kanallarmn olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar.
Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklagik 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin
bag kismina baglanmistir. Seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal
lamina ve karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran
fibréz tunika propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik
olan en igteki katman, diiz kas ozellikleri de gosteren yassilagsmis miyoid hiicreler igerir
(Kierszenbaum A. L, 2006).

Seminifer epitelde iki tip hiicre vardmr: Sertoli ya da destek hiicreleri ile
spermatogenezdeki seriyi olusturan hiicrelerdir. Spermatogenik seri hiicreleri 4-8 tabaka
halinde diizenlenmistir; islevleri spermatozoonlar1 tretmektir. Spermatozoon iiretimi
spermatogenez olarak adlandirilir. Bu siire¢, mitoz ve mayoz hiicre boliinmeleri igerir ve
hiicreler sonunda speimatozoidlere farklilasir ve bu asama spermiyogenez olarak
adlandirilir (Kierszenbaum A. L, 2006).

1.6.2. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatozoon iiretim siirecidir. Siire¢ ilkel primitif bir germ hiicresi
olan spermatogonyum ile baslar (Yun. Sperma + gone, iireme, kusak). Spermatogonyum,
yaklagik 12 pm ¢apmda, bazal laminanin hemen istiinde yer alan kiigiik bir hiicredir.
Cinsel olgunluk ¢agmnda spermatogonyum hiicreleri mitoz boliinmeyle ¢ogalmaya baslar
ve yeni hiicreler olusur. Yeni olusan hiicreler iki yoldan birini izleyebilir: A tipi
spermatogonyumlar olarak da adlandirilan kok hiicreler olarak bolinmeyi siiriidiirebilir
ya da siliregiden mitotik sikluslar boyunca farklilasarak B tipi spermatogonyumlari
olustururlar. B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlere farklilasan onciil

(progenitor) hiicrelerdir. Primer spermatositler 46 kromozom (44 +XY) ve 4N DNA icerir
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(N haplo- id kromozom sayisini [insanlarda 23 kromozom] ya da bu kromozomlardaki
DNA miktarin1 gosterir. Olugmalarindan hemen sonra bu hiicreler birinci mayoz
boliinmenin profazina girerler. Bu bolinmenin profaz asamasi yaklasik 22 giin
stirdiiglinden, kesitlerde goriilen spermatositlerin ¢ogu bu asamada olacaktir. Primer
spermatositler spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleridir ve niikleuslarmda kangal olus-
turma siirecinin  degisik safhalarinda kromozomlarin bulunmasi ile taninirlar
(Kierszenbaum A. L, 2006).

Birinci mayoz boliinmeden sonra sekonder spermatositler olarak adlandirilan ve
yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+Y) iceren daha kiiciik hiicreler olusur.
Kromozomlardaki bu sayica azalmaya her hiicredeki DNA miktarmim eksilmesi eslik eder.
Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin gozlenmesi zordur, ¢iinkii bunlar interfazda
cok kisa siire kalan ve g¢abucak ikinci mayoz boliinmeye giren kisa omiirlii hiicrelerdir.
Sekonder sperinatositlerin boliinmesi 23 kromozom igeren iki hiicrenin, spermatidlerin
olugmastyla sonuglanir. Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz boliinmeler arasinda S
faz1 goriilmedigi i¢in, ikinci béliinmeden sonra her hiicredeki DNA miktar1 yariya iner ve
haploid hiicreler meydana gelir. Boylece, mayoz bdliinme siirecinin sonunda haploid
sayida kromozom igeren hiicreler olusur. Dé6llenme ile bunlar normal diploid sayiya

donerler (Kierszenbaum A. L, 2006).

1.6.3.Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatozoon tiretiminin son asamasi ve spermatidlerin, erkek
DNA'sim1 ovuma aktarmak igin son derece Ozellesmis hiicreler olan spermatazoona
donlisme siirecidir. Bu siliregte hiicre bdliinmesi gerceklesmez. Spermatidler, kiiglik
boyutlar1 (7-8 pm capta), yogunlasmis kromatin bdlgeleri iceren niikleuslar: ile ayirt
edilebilirler. Seminifer tiibiillerde liimen yakininda (jukstaluminal) yerlesmislerdir.
Spermiyogenez, akrozom (Yun. akron, ekstremite + soma, gévde) olusumunu, niikleus
yogunlagsmasini ve uzamasini, flagellum gelismesini ve sitoplazmanin biyiikk bir
boliimiiniin kaybolmasini iceren karmasik bir siirectir. Sonugta, daha sonra seminifer tiibiil
limenine birakilan olgun spermatozoonlar olusur (Kierszenbaum A. L, 2006).

Spermiyogenez 3 evreye ayrilir: Golgi Fazi, Spermatid sitoplazmasi, niikleusun

yakminda yer alan belirgin bir golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest
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ribozomlar ve diiz endoplazma retikulumu tiibiillerini icerir. Proakrozomal grandiler olarak
adlandirilan kiigiik PAS-pozitif graniiller golgi kompleksinde birikir ve daha sonra
birleserek membranla smirl bir akrozomal vezikiiliin i¢cinde yer alan tek bir akrozomal
graniilii olustururlar. Sentriyoller go¢ ederek olusan akrozomun karsi tarafinda hiicre
yiizeyine yakin bir konuma gelirler. Flagellar aksonem olusmaya baslar, sentriyoller
yeniden niikleusa dogru go¢ ederken hareket ettikge aksonemal bilesenleri ¢evresine sarar
(Kierszenbaum A. L, 2006).

Akrozomal faz, akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan niikleusun 6n yarisini
kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom, hiyaliironidaz,
noraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir proteaz gibi bazi liidrolitik enzimler
icerir. Akrozom bu yiizden lizozomun 6zellesmis bir tipi gibi i goriir. Bu enzimlerin,
oositleri ¢evreleyen korona radyata hiicrelerini birbirinden ayirdigi ve zona pellusiday1
sindirdigi bilinmektedir. Spermatozoonlar bir oositle karsilastiginda, akrozomun dis
membrani1 bir¢ok bdlgede spermatozoonun plazma membrani ile kaynasarak akrozomal
enzimlerin hiicre disina bosalmasini saglar. Bu islem akrozomal reaksiyon olarak bilinir
ve dollenmenin ilk basamaklarindan biridir (Kierszenbaum A. L, 2006). Spermiyogenezin
bu faz1 sirasinda, spermatid seminifer tiibiiliin tabanma dogru yonelir ve aksonem Inmene
dogru uzanir. Ayrica, niikleus uzar ve daha yogun bir hale gelir. Ayni zamanda
sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturur. Mitokondriler de flagellumun
proksimal kismi etrafinda toplanarak orta parc¢a adi verilen kalimlagsmis bolgeyi olusturur.
Bu bolge, spermatozoon hareketlerinin enerji kaynagimi olusturur. Mitokondrilerin bu
sekilde yerlesmesi, bu organellerin hiicre hareketi ile ilgili ve yliksek enerji tiiketimi olan
bolgelerde yogunlasmasinin bir baska 6rnegidir. Flagellum hareketi, mikrotiibiiller, ATP
ve dinein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin etkilesmesi sonucunda olusur
(Kierszenbaum A. L, 2006).

Maturasyon(Olgunlasma) Fazi, geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri

tarafindan fagosite edilir ve spermatozoonlar tiibiiliin liimenine salinirlar (Kierszenbaum A.

L, 2006).
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1.7. In Vitro Fertilizasyon(IVF)

1.7.1. IVF Tarihi

Hayvan iireme hiicreleri kullanilmasi ile yapilan ilk IVF ¢aligmalar1 Shenk (1878) ve
Long (1912) tarafindan yaymlanmistir. Fakat Shenk ve Long’un raporlari, patojen
aktivasyonunda sicaklik degisiminin rolii 1936’ya kadar tanimlanmamis oldugundan IVF
ile ilgili yayinlar1 siipheli bir degere sahiptir. Buna ek olarak fertilizasyonu tanimlamada da
oldukca hatali parametreler kullanilmistir (Clarke, 2006; Nazli Hayirli, 2011). Sperm
kapasitasyonunun ile ilgili bilgiler ilk olarak Colin Austin ve M.C. Chang tarafindan
bagimsiz olarak tanimlanmasi IVF ¢alismalarinda modern bir ¢agin baglanmasma neden
olmustur. Bu islemi takiben Austin ve Bishop (1958) spermin zona pellusidaya penetre
olmasindan once olusan akrozom reaksiyonu hakkindaki ilk bulgular1 yaymlamistir.
Kapasite olmus sperm kullanilarak ilk basarili IVF denemesi Yanagimachi ve Gang (1963)
tarafindan yapilmistir.

IVF teknikleri tip alaninda basarili bir sekilde ilk olarak 1978 yilinda Temmuz
aymda Ingiltere’de Luise Brown adi1 verilen Siiper Bebek olarak Diinyaya duyurulan
bebegin dogumudur. Yakin ge¢miste ise, 1981 yilinda ABD’de bulunan Jonenes
Kliniginde IVF yontemiyle diinyaya getirilen Elizbet Comeau ismindeki tiip bebegin dogal
yolla dollenmesi ile 2010 yilinda saglikli dogum yapmasi, bu teknigin insanlarda yardimci

iireme teknikleri kapsaminda daha yaygin olarak kullanilmasmin yolunu agmistir (Akkog
T, 2013).

1.7.2 Deneysel IVF

IVF yani viicut disinda dollenme, disiden alinan olgun oosit ile aynu tiire ait erkekten
alinan olgun spermatazoonun laboratuar ortaminda in vivo mikro ¢evre kosullarina uygun
in vitro mikro cevre kosullar1 olusturularak bir araya getirilmesiyle saglanan bir
fertilizasyon yontemidir. YUT yontemlerinden biri olan IVF ydntemi infertilite tanisi
konmus bireylerde kullanilan bir yontemdir. IVF uygulamalar: ilk olarak tubal hasar1 olan
ciftlere yardim amagh olarak kullanilmak i¢in gelistirilmis olsa da giiniimiizde pek ¢ok tiip

bebek yontemi i¢in kullanilmaktadir (Akkog T, 2013).
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Memeli hayvanlarda dollenmeyi etkileyen birtakim olumsuzluklarin ortaya
cikmasiyla saglikli dol almmasi ve gebelik oranlarinin yiikseltilmesi yoniinde in vitro
fertilizasyon alaninda birbirini takip eden bir ¢ok ¢aligma gerceklestirilmis ve bu konuda
ilerlemeler saglanmustir. Tarimsal biyoteknoloji alaninda ¢iftlik hayvanlar1 tizerinde
gerceklestirilen yardimci iireme tekniklerinin uygulanabilirligi insanlar tizerindeki
uygulamalar kadar basarili olmasa da laboratuar hayvanlar1 iizerinde gergeklestirilen ar-ge
caligmalar1 ile yeni tekniklerin ve protokollerin olusturulmasi yardimi tiireme teknikleri
kapsaminda biiyiikk destek vermektedir. Insanlarda ve hayvanlarda bu alanda ortaya
cikarilan yeni teknolojilerden basarili sonuglarin almabilmesi i¢in Oncelikle klinisyen,
veteriner ve embriyologun isbirligi ve uyumuna bagli olmaktadir. IVF tekniginin
uygulanmasidaki temel prensip, belirli olgunluga ve kapasitasyona ulasmis diizgiin,
dogrusal hareket edebilen motil spermatazoa ile olgunluga ulasmis metafaz 11 sathasinda
bekleyen oositin uygun ortam ve zaman periyodunda bir araya getirilmesidir (Akkog¢ T,
2013).

Kemiriciler, insan IVF yeni uygulama protokolleri, embriyo toksisitelerinin
belirlenmesi, deneysel tiim ¢alismalar gibi insan oositleri ile gerceklestirilemeyecek tiim
aragtirmalar i¢in ¢ok iyi bir kaynaktir. Ancak fare, sigan, tavsan, kobay gibi her bir
kemiricinin stiperovulasyonuna verdigi farkli yanitlar s6z konusudur. Ayrica herbir tiiriin
ayr1 soylar1 da farkli yanitlar vererek bu farkliligi artirmaktadir. Mayoz, disi germ hiicresi
olan oositin kromozom sayisini yariya indirgeyerek haploid sayida kromozoma sahip yavru
hiicrelerin olusumuyla sonlanan, 6zellesmis bir hiicre boliinmesidir. Insan oositinde mayoz
boliinme intrauterin donemin 4. ayinda baglar ancak follikiil hiicrelerince salgilanan OMI
nedeniyle puberteye kadar profaz I’in diploten evresinde beklemede kalir (Kuyucu Y. ve
Tap O. 2009).

Puberteden sonra gonadotropinlerin (Ozellikle de LH) etkisiyle mayoz boliinmede
ilerleme baglar. Ovulasyondan 6nce mayoz I tamamlanir ve 2. mayoz boliinme baglar.
Mayoz II’nin metafaz evresinde iken ovulasyon gerceklesir. Mayoz boliinmedeki bu ikinci
duraksama fertilizasyon oluncaya kadar devam eder ancak fertilizasyonun gerceklesmesi
ile mayoz bolinme tamamlanabilir. Pek ¢ok arastirmaci oosit maturasyonunu, oositin
mayoz boliinme sirasinda profaz I evresinden metafaz Il evresine kadar olan olaylar zinciri

olarak kabul etmektedir. Olgunlasma siireci niiklear ve sitoplazmik maturasyon olarak
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incelenmektedir (Kuyucu Y. ve Tap O. 2009). Niiklear maturasyonun baglamasi i¢cin LH
tetikleyici bir role sahiptir, ancak maturasyonun devami igin basta Ostrojen olmak iizere
steroidlere de ihtiya¢ bulunmaktadir (Ertzeid G., Storeng R., 2001). Profaz I asamasinda
oosit bekleme halindeyken heniiz yikilmamis hiicre ¢ekirdegine germinal vezikiil denir.
Oosit maturasyonunda meydana gelen ilk olay LH uyaris1 ile gergeklesen germinal
vezikiiliin yikilmasidir. Ardindan kromozom yogunlagsmasi ve ig iplik¢iklerinin olusumu
homolog kromozomlarin metafaz plag: iizerinde gergeklesir. Metafaz I den sonra anafaz |
ve telofaz 1 gerceklesir ve sonunda asimetrik boliinme ile sekonder oosit ve I. Polar
cisimcik olusur. Bu evreden sonra sekonder oosit II mayoz bdliinmenin metafaz sathasia
dogru ilerler ve metafaz 11 de boliinmesi durur. Sperm’in oosit igerisine penetrasyonu ile
oositin II mayoz boliinmesi tamamlanwr. Birinci polar cismin olusmasiyla birlikte
perivitellin bosluk genisler ve sekillenir. Mitokodriyonlarin sayis1 artar ve yapisal
degisimleri olusur. Golgi komplekslerinden kortikal graniil salinmasiyla birlikte ooplazma
graniillii bir hal alir. Baslangicta merkezi olarak yer alan mitokondriyonlar oositin gelisimi
ile birlikte periferal bir konuma sahip olmaktadirlar. Mitokondriyonlarin, sitoplazmik
maturasyonda anahtar rolii istlendikleri bilinmektedir. Hiicre i¢i metabolik olaylarda,
hiicre farklilasmasinda ve hiicre proliferasyonunda mitokondriyonlar etkin rol
oynamaktadirlar (Anwar A, Moussa MD 2002).

Fertilizasyon oncesi epididimislerde sperm maturasyonu ve disi iireme kanallarinda
sperm kapasitasyonu olarak 2 olay meydana gelir. Testisten salinan ve epididim kanalina
giren sperm sirkuler harekete sahiptir. Sperm,epididimise gecip ve epididimisin kuyruk
veya kuyruga yakin bolgesinde depolanmay1 iceren 2 haftalik olgunlasma siirecinden sonra
fertilizasyon icin gerekli olan ileri hareketini kazanir. Ejakulasyondan sonra, sperm
uterusta kapasitasyon surecine girer ve tuba uterina kanalinda bulunan ovumun
fertilizasyonunu gerceklestirir. Fertilizasyon sirasinda 3 ana olay meydana gelir. Bunlar
sirastyla: Akrozom reaksiyonu, Zona pellusidanin bir glikoproteini olan ZP3'e spermin
baglanmasi ve Sperm-oosit flizyonudur (Kierszenbaum A. L, 2006).

Oosite yaklastiginda ve Cat+ varligimda spermin plazma membranmi dis akrozomal
membranla kaynasir. Bu olay akrozom reaksiyonu olarak adlandirilir. Membran
fiizyonuyla olusan kiigiik acikliklar hidrolitik enzimlerin salinimini  kolaylastirir.

Akrozomun ekvatoryal bolgesi membranlarin kaynagmasi surecine katilmaz
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(Kierszenbaum A. L, 2006).

Ozet olarak fertilizasyonda birinci bariyer olarak oositin korona radiatas1 olusturur
ve bu kisim spermmin bag kismindaki hyalorunidaz enzimi ve sperm kuyrugunun hareketi
yardimiyla gegilir. Ikinci engel is oositin ZP’dasidir. Hareketli sperm ZP’danin ZPs3
reseptorune baglanir, intraselluler iyon ve PH’nin yukselmesi ile akrozom enzimlerinin
salimmasma neden olur; ZP ile bilesir ve yapisim degistirir. Uciincii bariyer ise ositin
membrane (oolemma)’dir. Birlesme sonrasi sperm oosit membranini gecer ve o0osit
membrani depolarize olur. Ca++ hucre icinde gogalir ve kortikal reaksiyon gerceklesir.
Reseptorlerin hidrolizi sonucu zona pellusidanin diizenlenmesinin degisimine neden olur.
Dordiincii ve son kisim ise fertilizasyon bu ii¢ bariyer sperm tarafindan asildiginda oositin
mayoz Il (metafaz Il)’si tamamlanir. DNA sentezi ve her iki pronukleusun kilif kayb1 olur,
kromozomlar karisir ve zigot (46 kromozom.) olusur (Kierszenbaum A. L, 2006).Bu olay

sonucunda yariklanma baglar.

1.8. Mezenkimal Kok Hiicreler

MKH eriskin kok hiicre tipidir. Stromal kokenli olmalar1 ve genel olarak “destek
hiicresi” 6zelliginde olmalarindan dolayr MKH’lerin tibbin bir ¢ok alaninda kullanilma
olasiklarindan dolay1 temel tip ve klinik ¢aligmalarinda kullanilabilirler (Conget, P.A.,
Minguell, J.J. ,1999). Giinlimiizde rejeneratif tibbin 6nemli bir bolimiini olusturan
mezenkimal kok hiicreler laboratuar kosullarinda elde edilen hiicrelerin petri kaplari
icerisinde iiretilmesi ile gerceklesmektedir. Bircok dokudan elde edilebilen, sayica
cogaltilmaya elverisli dayanikli hiicrelerdir (Celebi B, 2007). Salgiladiklar1 ¢oziiniir
faktorler, hiicreler arasi1 veya hiicre disi matriks ile yakin iliski halinde bulunmalar1
nedeniyle icinde bulunduklar1 dokuya ©zel hiicrelerin fonksiyonlarina onemli katki
saglarlar (Diefenderfer, D.L. ve ark. 2003). Doku mikrogevresinin 6nemli bilesenleri
olmalar1 ve ¢ogunlukla immiin sistem {izerine baskilayic1 6zellik tasimalarmdan dolay1
biiytik ilgi uyandirmaktadirlar (Dominici, M.ve ark. 2001).

Mezenkimal kok hiicrelerin elde edildikleri dokularda ¢ok az sayida olmalarindan
dolay1 in vitro hiicre kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu durum
hiicrelerin kiiltliir ortaminda pasajlanmalar1 sonucu maruz kaldiklar1 ¢esitli uyaranlar ve

faktorlerin etkisiyle fenotipik, immiinolojik ve diger biyolojik 6zelliklerinde farkliliklara
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yol agmaktadir (Tuli, R. ve ark. 2003). Bu morfolojik durum kok hiicrelerin temel bilim
aragtirmalarinda ve klinik kullanimdaki en Onemli dezavantajidir. Mezenkimal kok
hiicreler ile yapilan temel arastirmalarin tamamina yakin bir kisminda in vitro kiiltiir
ortaminda gelistirilen hiicreler kullanildig1 i¢in, detayli ¢alisilmig da olsa, bu hiicrelerin
tanimlanmis ozelliklerinin in vivo Ozelliklerini yansitmaktan olduk¢a uzak oldugu
bilinmektedir. Bu durum o6zellikle klinik uygulamalar i¢in dezavantaj olusturmaktadir.
Kiiltiir ortaminda pasajlanarak ¢ogaltilmaya bagl hiicre yaslanmasi, sitogenetik bozukluk
ve diisik de olsa malign transformasyon riski bulunmaktadir. Ayni zamanda klinik
kullanima uygun kalitede hiicre gelistirilmesi i¢in uluslararasi kabul edilen akreditasyon
kosullarina uygun hiicre isleme laboratuvarlarmi olusturmadaki zorluklar, bu hiicrelerin
klinikte yaygin kullanimma engel teskil etmektedir (Tae, S.K. ve ark. 2006). Diger
taraftan, 6zellikle 2000’11 yillarin ortalarindan beri giderek artan, ancak halen az sayidaki
MKH klinikk uygulamalarinda hiicre kullanimma bagli ciddi  olumsuzluklar

bildirilmemistir.

1.8.1. MKH Tanimlama

MKH’ler bag dokunun ana hiicreleridir. Yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament
gibi hiicrelere farklilasabilir (Sekiya, 1. ve ark. 2004). Bunun yani sira tiim dokularda
destek hiicreleri olan stromal hiicrelerin de kokenini teskil etmektedirler (Minguell, J.J. ve
ark. 2001). Bu hiicreler ilk kez 1 yilinda Fridenstein tarafindan tanimlanmuslardir.
Fridenstein, fotal buzagi serumu (FCS) kullanilarak yapilan kemik iligi kiiltiirlerinde
adezyon yetenegi gosteren, morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen hiicre kolonilerinin
bulundugunu ve bunlarin kemik ve yag hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip
olduklarin1 gostermistir. Yillar sonra yapilan galismalarda bu hiicrelerin hematopoetik
Ozellikte olmayan pluripotent kok hiicreler oldugu, her iic germyapragindan kdken alan
hiicrelere farklilasma yetenegi bulundugu ortaya konmustur. Onceleri, CFU-F (Colony
forming unit fibroblast) ve “Kemik iligi stromal fibroblast”lar1 denilen bu hiicreler daha
sonra mezenkimal kok/ stromal hiicre olarak tanimlanmislardir (Gregory, C.A ve ark.
2005).

Kok hiicreler, otolog veya allojenik olabilir ve sistemik yolla veya lokal olarak

uygulanabilirler (Sahin, F. ve ark 2005). Arastrmacilar arasinda, mezenkimal kok
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hiicrelerin tipik Ozelliklerini tanimlamada bazen g¢eligkiler yasanmaktadir. Bir¢ok
laboratuvar, birbirinden ¢ok da 6nemli farkliliklar icermeyen protokolleri izleyerek MKH
izolasyonu ve bu hiicrelerin ¢ogaltilmasi, farklilasmaya yoOnlendirilmesi igin ¢esitli
metotlar kullanmaktadir. Farkli dokulardan morfolojik ve biyolojik olarak benzer
ozelliklere sahip MKH’ler izole edilebilmektedir. Ancak yine de hiicrelerin farklilasma ve
immiinomodulatuvar 6zellikleri, in vivo etkinligi gibi konularda hiicrelerin gelistirildigi
cevre kosullarina bagl degisiklikler oldugu bildirilmektedir. Bu nedenlerden otiirii
Uluslararas: Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT, UHTD), hem temel arastirmalar hem de pre-
klinik ¢aligmalar i¢in insan MKH’lerini tanimlamada gerekli kriterleri 6nermistir. Bu
hiicrelerin, UHTD tarafindan, “kdk hiicre” olarak isimlendirilmek yerine “mezenkimal
stromal hiicre” veya “multipotent mezenkimal stromal hiicre/ MSC” olarak
adlandirilmalart 6nerilmistir. Bununla birlikte, ¢esitli caligmalarda, hiicrelerin, konnektif
dokular yaninda endodermal ve ektodermal kokenli farkli hiicrelere doniisebilme
Ozelliklerinin de gosterilmis olmasi, bu hiicrelerin halen bircok arastirici tarafindan
“MKH” olarak bahsedilmesine neden olmaktadir. MKH tanimlanmasinda yaygin olarak
kullanilan baslica ozellikler; Plastik yiizeye yapismasi (plastik adherens), stromal
karakterde ylizey antijenlerinin ekspresyonu ve multipotent farklilasma potansiyelidir

(Silva, W.A.Jr ve ark. 2003).

1.8.2.MKH Kaynaklar

Organizmanin en zengin kok hiicre kaynaklarindan biri olan kemik iligi, MKH’ler
icin ana kaynak sayilmaktadir. Kemik iliginde, mezodermden koken alan hematopoetik,
endotel ve mezenkimal kok/projenitor hiicreler bulunmaktadir. Farkli ¢alismalarda kemik
iligi aspirasyonunda 1x10 mononiikleer hiicreye kars1 ortalama 2 ile 100 arasinda degisen
sayida MKH mevcut oldugu gosterilmistir (Colter, C.D. ve ark 2001). Kemik iligi disinda
birgok dokudan da MKH izole edilebilmektedir. Solid dokulardan hiicre izolasyonunda
enzimatik yontemler kullanilmaktadwr. Kemik/ periost, kas dokusu, dis pulpast ve
maksillofasial dokular, karaciger, lipoaspirasyon materyalleri, kordon kani, kordon
stromasi, plasenta, amniyon sivisi, sinovial sivi, hatta periferik kandan da adezyon
ozellikleri nedeniyle ayristirilarak ¢ogaltilabilmeleri miimkiindiir (Alhadlag, A and Mao,
J.J. 2004). Mezenkimal kok hiicrelerin, elde edildikleri dokudan bagimsiz olarak plastik
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doku Kkiiltiir kaplarina yapisabilme, fibroblastoid morfoloji gosterme, ¢ok yonli
farklilagsabilme ve bazi yiizey isaretleri tagimalari gibi bir¢ok Ozellikleri vardir. Bu
ozellikler biiyiik Olciide benzerlik gosterir. Ancak farklilagsma kapasitesi ve fonksiyonel
ozelliklerinde, koken alman doku tipine gore bazi1 degisiklikler olabildigi de gosterilmistir.
Bulunduklar1 mikrogevreye ve organizmada ihtiyag duyulma haline bagl olarak,
MKH’lerin biyolojik 6zellikleri ve fonksiyonlarinda onemli degisiklikler oldugu da
gosterilmistir. Bununla iligkili olarak da spesifik bir dokunun onarmmai i¢in, o bolgeden elde
edilen kok hiicrelerin kullaniminin avantajlar1 olacagi giindeme gelmistir.(Hwang SJ ve
ark. 2014; Koc, O and Lazarus, H. 2001).

Periferik kanda MKH varlig1 ise tartismalidir. Periferik kanda osteojenik farklilagsma
yetenegi olan nonhematopoetik ve MKH karakterinde hiicreler oldugu gosterilmistir.
Ozellikle agir hasar olan durumlarda, kemik kirigi, multiorgan yetmezligi hallerinde
periferik kandan MKH izole edildigi gosterilmistir (Zou J ve ark. 2014). Mezenkimal kok
hiicrelerle yapilan calismalar hep in vitro oldugundan, hiicrelerin dokularda yerlesimi,
yuvalari/ nis (niche) bolgeleri detayli incelenmemistir; yine de 6zellikle son zamanlardaki
calismalarda, hiicrelerin dokularda perisitler gibi perivaskiiler yerlesimde oldugu, komsu
hiicrelerin olgunlagsma, farklilasma ya da sessiz kalma gibi hiicresel fonksiyonlarmi

koordine ettikleri bildirilmistir (Farini A ve ark. 2014).

1.8.3.Fiziksel Ozellikler Ve In Vitro Cogaltilma

MKH’ler, kemik iligi de dahil olmak iizere dokularda ¢ok az sayida
bulunmaktadirlar. Ayrica adeziv 6zelliklerine baglh olarak bulunduklar1 dokulardan yeterli
sayida elde edilmelerinde zorluklar vardir. Gerek klinik uygulama, gerekse temel bilim
arastirmalarinda yeterli hiicre sayilarina ulasabilmek i¢in in vitro ortamda ¢ogaltilmalari
gerekmektedir. Bu hiicrelerin in vitro ¢ogaltilmaya elverisli, dayanikli hiicreler olduklari,
kiiltiirde proliferasyon ve farklilasma yeteneklerini koruduklari bilinmektedir. Kiiltiir
ortaminda cogaltilan MKH’ler 151k veya faz kontrast mikroskopi ile incelendiginde
hiicrelerin ig seklinde oldugu ve fibroblast benzeri hiicre topluluklari olusturduklar: dikkati
cekmektedir. Hiicreler, diisiik konsantrasyonlarda kiiltiir edildiginde koloni formasyonuna
meyil ederken, daha yiiksek hiicre yogunlugunda ise koloni olusturmak yerine yanyana

dizilmis hiicre gruplar1 halinde ¢ogaldiklar1 gozlenmektedir (Zou J ve ark. 2014).
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1.9 AMAC

Bu ¢aligmamizda siganlardaki in vitro fertilizasyon modelinde kdk hiicre faktorleri
olarak bilinen nis uygulamasmin germ hiicreleri ile fertilizasyon siirecine etkilerini
arastirdik. Giintimiizde artan bir sekilde sorun haline gelen ¢ocuk sahibi olamama durumu,
gelistirilen yeni tekniklerle asilmaya caligilmaktadir. Bu tekniklerin 6nemli bir tanesi
fertilizasyonun labratuar kosullarinda saglandig1 in vitro fertilizasyondur. In vitro
fertilizasyon basar1 oranit maalesef hala % 30 civarindadir. Bu basarmin artirilmasi igin
degisik besiyeri, biiylime faktorleri ve hormonlar gibi etkenler ile sonu¢ elde edilmeye
calisiimaktadir. Kok hiicreler organizmanin kendi biinyesinde bulundurdugu, kolayca elde
edilen ve faktorler araciligi ile farklilastirilabilen 6nciil hiicrelerdir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda bu kok hiicrelerin kendilerinin disinda salgiladigi faktorler ile nis
denilen bir mikro ¢evre olusturarak ozellikle kanser hiicrelerinde olmak iizere diger
hiicreleri olumlu yonde etkiledikleri bilinmektedir. Bu ¢aligmada siganlardan toplanacak
oositler ve spermlerin kok hiicrenin bekledigi besiyerinde muamele edilerek germ hiicre
yasam siirecine, kalitesine ve fertilizasyon ile iliskisine katkis1 saptandi. Boylece kaliteli

germ hiicreleri ile daha bagarili bir embriyo gelisimi saptanmaya ¢alisildi.
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2. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Etik Kurulundan 27/11/2013 tarihli
77.637.435-71 numarali etik kurul onayr alinarak yapildi. Bu caligmada siganlar Manisa
Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlar1 Merkezi tarafindan temin edildi.

Calismada eriskin, daha Once ciftlesmemis ve deneye girmemis, 230-280 gr.
agirhiginda, 20 adet Wistar albino disi ve 10 adet erkek sigan kullanildi. Siganlar 25°C oda
isisinda, 12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik donemler seklinde ayarlanmis ortamda, ad-
libitum olarak beslenerek; stres ve giiriiltiiden izole bir sekilde ¢aligmaya alindilar.

Deneye baslanamadan once bir siganin kemik iliginden alman MKH’ler kiiltiir
ortaminda petri kaplarinda kiiltiire edilip kiiltiir ortammnda dordiincii pasaja kadar
iiretildiler. Bu kok hiicreler dordiincii  pasaja ulastiklarinda tissue culture labtek’teki
hiicrelerimiz  Stro-1 ve CD90 antikorlar1 ile pozitif boyanarak bunlarin MKH olduklar1
dogrulanmustir. Alfa-MEM besiyerinin bu hiicrelerde ti¢ giin bekletilmesi ile kemik iligi
mezenkimal kok hiicre nis besiyeri elde edildi ve 50 ml’lik tiiplere alinarak -20°C de
saklandu.

Disi sicanlar herhangi bir deney uygulanmadan oOnce vajinal smear Orneklerine
bakilarak prodstriis, Ostriis, metadstriis ve didstriis olmak {izere 4 gruba ayrildi.

Deney gruplarindaki disi siganlar Siiperovulasyon uygulanmamis (SO-) ve
Siiperovulasyon uygulanmis Siiperovulsyon (SO+) grubu olarak iki gruba ayrildi. Bu
gruplar kendi icerisinde Alfa-MEM Besiyeri (AMBY), insan Tubal Sivi Besiyeri (ITSBY)
ve Single Step Besiyeri (SSBY) ve Kemik Iligi Mezenkimal Kok Hiicre Nis Besiyeri
(KIMKHBY) olarak dérde ayrildi. Deneyler, hem toplanan oositler ile spermler ve ayrica

fertilizasyonlar1 i¢in gergeklestirildi.

2.1. Vaginal Yayma Preperat Hazirlanmasi ve Gruplarin Olusturulmasi

Sicanlardan vaginal yayma preperati, kulak ¢ubuklar1 yardimi ile vaginal siiriintii
yapilarak alindi. Alian siiriintii lama diizgiin bir sekilde yayilarak %70’lik alkol ile 1 dk.
Siireyle tespit edilmis ardindan Hematoksilende 1 dk bekletilip musluk suyu iceren kabta

yikanmigtir. Daha sonra 6rnekler 1 dk Eozin soliisyonu icerisnde 1 dk bekletildikten sonra
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musluk suyu ile yikanan 6rnekler kurumaya birakilmis daha sonra lamel ile kapatilarak,
mikroskop altinda incelenerek Ostrus gruplarin ayrilmasi saglanmistir. Yaymanin ayri ayri
bulunan keratinlesmis siiperfisiyal hiicrelerden olustugu, gruplar halinde sekillendikleri
preperatlar Ostrus grubu olarak belirlendi.

Proostrus: Yaymanin pembe-mor renkte oldugu, intermedier hiicrelerin yogun,
parabazal hiicrelerin ve mukusun nadir oldugu ve lokositlerin gozlenmedigi preperatlar
Prodstrus grubu olarak belirlendi. Ostrus: Yaymanm ayri ayr1 bulunan keratinlesmis
siiperfisiyal hiicrelerden olustugu, gruplar halinde sekillendikleri preperatlar Ostrus grubu
olarak belirlendi. Metostrus: Metostrus fazinda, bir kisminda sitoplazmik vakuollerin yer
aldig1 sikica paketlenmis ¢ok sayida niikleuslu epitel hiicresi ve ¢ok sayida artmis notrofil
gozlenen grup Metostrus grubu olarak belirlendi. Diostrus: Yaygin olarak 16kositlerin ve
aralarinda parabazal ve intermedier hiicrelerin izlendigi preperatlar Diéstrus grubu olarak
belirlendi.

Sican siklusunda siireler seksiiel siklus i¢in 4-5 giin olup, prodstriis ve dstrus 12 saat,
metadstriis 20 saat ve disostrus 57 saattir. Disi sicanlarin puberte donemleri dogduklar1
giinden yaklasik 40.-60. giinden sonra baslar. Ortalama agirlilar1 200-275 g olup gebelik
siireleri 20 ila 22 giindiir. Bir seferde ortalama 9 yavru verebilirler fakat dogurduklar1
yavru sayisi 1 ila 20 yavru arasindadir. Yavru siganlarin ise ortalama agirliklar1 5-6 g
olarak bilinir (Evirgen G, 2013).

Proostrus Grubu(x100) Ostriis Grubu(x100)

. 5 ggw

Parlak renkte ve mukusun nadiren Keratinlesmis stiperfisiyal

izlendigi,  keratinlesmemis  intermediyer hiicrelerden gruplar olusturur. Bu hiicreler
hiicrelerin predominant ve parabazal hiicrelerin cekirdeksiz  olup  kiimeler  seklinde

sik goriilmez ve 16kositlerin bulunmaz
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bulunurlar.
Metaéstriis Grubu(x100) Diostriis Grubu (x200)

"IN A

L - =8

Az sayida keratinlesmis siiperfisiyal Bol miktarda 16kositlerin gozlendigi,

hiicreler ve ¢ok sayida l6kosit cok az miktarda parabazal ve intermediyer
hiicreler

Resim. 2.1.1. Sigan menstueal siklus goriintiileri.

2.2. Ornekleme

Stiperovulasyon yapilan gruba da Folicular Stimulating Hormone (FSH, Pregon,
Organon) ve Human Coryonic Gonadotropin (HCG, Pregnyl, Organon) verildi. Birinci
gruptaki disi siganlardan 10 tanesine higbir siiperovulasyon islemi yapilmayacaktir. Ikinci
grubundaki 10 sigana 25 IU FSH uygulamasi yapildiktan 48 saat sonra 20 IU HCG ile
siiperovulasyon yapilmistir. HCG enjeksiyonundan 48 saat sonra si¢anlar eter ile anestezi
edildikten sonra servikal dislokasyon yontemi ile 6ldiiriildii ve ovaryumlar1 steril pens ve
makas yardimu ile ¢ikartilarak tiip i¢erisindeki RPMI (Biochrom 0844B) besiyeri igerisine
kondu. Oositleri inceleyebilmek igin, tuba uterinalar1 ve ovaryumlari kiiltiir kaplarma (No.
1016 FALCON petri dishes) kondu ve tekrar RPMI besiyeri ile yikandi. RPMI besiyeri
icerisindeki ovaryumlar ve tuba uterinalar oosit toplanmasi i¢in insiilin enjketorii yardimi
ile parcalandi. Pargalanan ovaryum ve tuba uterina Ornekleri dis ortama alinip
stereomikroskop (Olympus SZX12, sehir, iilke) altinda inceleme yapilip cam pasteur pipeti
(Isolab 225 mm) yardimi ile toplamr. OKK tuba uterina disma ¢ikt. Pastdr pipeti
yardimiyla oosit kumulus kompleksleri toplandi. Ilk 6nce Wolf ve ark. (1988) oosit
morfolojisi i¢in inceleme sistemine gore incelendi. Bu sisteme gore 1. derece (A) olarak

simiflanan OKK olgunlagsmamuis, 2. derece olarak simiflanan OKK olgunluga yakin ya da
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olgunluk oOncesi oositler, 3. derece olarak smiflanan OKK olgun, 4. derece olarak
smiflanan OKK dejenere olarak kabul edildi (Tablo 2.2.1).

1.Derece (A), 2. Derece (B)

Seyrek ya da bulunmayan kumulus Yogun kumulus ooforus hiicreleri
ooforus hiicreleri ve 1-3 tabaka korona ve siki paketlenmis korona radiata
radiata hiicreleri (x200). hiicreleri(x100).

N SN

3.Derece (C) 4.Derece(D)

Genislemis, yumak seklinde kumulus Genislemis, seyrek kumulus ooforus
ooforus hiicreleri ve genislemis korona hiicreleri ve genislemis,genellikle kismen
hiicreleri(x100). yok olmus korona radiata hiicreleri

(x100).
Tablo.2.2.1. Wolf ve arkadaslarinin (1988) oosit-kumulus kompleksi i¢in inceleme

sistemi.

Stiperovulasyon yapilmayan gruptaki sicanlara dstriis bakildi ve dstriis donemindeki

sican eter yardimi ile anestezi edildi. Anestezi edilen bu sican servikal dislokasyon
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yontemi ile 6ldiirildii ve karm batimi kesilerek ovaryumlari ¢ikartildi ve RPMI besiyeri
icerisine kondu. Bes adet siganin bir ovaryumu histolojik inceleme yapilabilmesi igin
%10’luk formaldehid’in igerisine atildi. Hiicre kiiltiiri ortaminda steril laminar flow
icerisine alinan bu ovaryumlar kabin icerisinde bir petri kabina aktarildi. Daha sonrasinda
bu ovaryumlar steril PPT enjektorii ile pargalandi ve mikroskop altina alinarak par¢alanmis
alan tarandi. Parcalanmamis folikiiller ise mikroskop altinda PPT enjektori ile
parcalanarak icerisindeki oositler ¢ikartildi. Taranan petri alaninda goriilen oositler daha
onceden sterilize edilmis cam pasteur pipeti yardimi ile toplanarak daha 6nceden kiigiik
petri kaplarinda damlalar seklinde tutarak gazladigimiz ITSBY , SSBY, AMBY ve
KIMKHBY ’ne almarak kiiltiire edildi.

Elde edilen oositlerin sayist ve olgunlugunun degerlendirilmesi inverted mikroskop
(Olympus) ile yapildi. Oositlerin olgunlugu polar cisimcigin incelenmesine gore yapildi.
Polar cisimcigin saptanmasi oositin Metafaz II (MII) oldugunu ortaya koydu. Polar
cisimcigin olmadigr durumlarda oositin sitoplazmasindaki degisiklikler incelendi. GV
goriildiigli durumlarda P1 oosit olarak kabul edildi. GV goriilmedigi durumlarda ise
Metafaz | (MI) oosit olarak kabul edildi (Resim 2.1.1). Resimler Inverted mikroskoba
bagli bulunan CCD (Charged Coupled Device) kamera sistemi ile ¢ekildi.
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METAFAZ 1 OOSIT

METAFAZ 11 OOSIT
Resim 2.2.1. Siganlardan toplanan profaz I, metafaz | ve metafaz 1l oosit drnekleri,

IVF islemini gerceklestirmek amaciyla birinci ve ikinci gruplarda kullanilan erigkin
erkek sicanlar eter yardimi ile ansetezi edildi. Anestezi edilen erkek siganlar servikal
dislokasyon yontemi ile 6ldiiriildii. Bu erkek sicanlarin karin batimlar1 kesildi ve testisler
skrotum igerisinden ¢ikartildi. Cikarilan testisler steril makas yardimi ile kesildi ve steril

bir pens ile 50 ml’lik tiip i¢erisindeki RPMI kiiltiir besiyeri i¢erisine alind1.
2.3. Ostriis Grubuna Ait Over Orneklerinin Histolojik Degerlendirilmesi

Vajinal smear yontemi ile Ostriis doneminde oldugu belirlenen sicanlar eter

yardimi ile anestezi edildi. Anestezi edilen sicanlar servikal dislokasyon yontemi ile
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oldiiriildii. Oldiiriilen siganlarin sag ve sol ovaryumlar: ¢ikartilarak %10’luk formaldehid
(Tablo 2.3.1.1) igerisinde 24-48 saat bekletilerek fiske edildi. Doku ornekleri, rutin 151k
mikroskobi parafin doku takibi yontemi ile takip edilerek; derecesi giderek artan alkol

serileri ile dehidratasyon islemini takiben, ksilen ile seffaflastirilarak parafine gomiildii.

ISLEM KULLANILAN MADDE

A. TESPIT %, 10 FORMALIN 24-48 SAAT
AKAR SU 16 SAAT

B. DEHIDRATASYON %, 60 ALKOL Y% SAAT
% 70 ALKOL Y SAAT
% 80 ALKOL Y SAAT
% 95 ALKOL Y SAAT
% 100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
% 100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT

C. SEFFAFLASTIRMA ALKOL:KSILEN (1:1) Y SAAT
KSILEN I 1 SAAT
KSILEN II 1 SAAT

D. INFILTRASYON KSILEN-PARAFIN (1:1) 1 SAAT
PARAFIN I 1 SAAT
PARAFIN II 1 SAAT

E. GOMME PARAFIN

Tablo 2.3.1.1 Parafin doku takip protokolii (Evirgen G, 2013).

2.4. Histokimyasal Bulgular

2.4.1. Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyama

5 um. kalinlikta alman kesitler bir gece dncesinden 60°C etiive konup deparafinize
edildikten sonra, 1 saat ksilene konularak kimyasal deparafinizasyon islemi uygulandi.
Derecesi giderek azalan alkol serilerinden gegirilerek suya getirilen kesitler yaklasik 5 dk
akarsu altinda bekletildikten sonra hematoksilen soliisyonu ile 5 dakika boyandi. Asit-alkol
icerisine bir kere batirilip ¢ikarilan kesitler 5 dk kadar akar sida bekletilir. Daha sonrasinda
bu kesitler eozin boyasi ile 3 dakika boyandi. Kesitler alkol serilerinden gegirilerek ksilen
icine alindi1 (Tablo 2.4.1.1). Ksilen iginde 30 dakika bekletilen Kkesitler entellan
kullanilarak lamel ile kapatildi ve 151k mikroskop altinda (Olympus BX-40) incelendi ve
fotograflar1 ¢ekildi.
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ISLEM

DEPARAFINIZASYON 60°C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILENI 30 DAKIKA
KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON % 95 ALKOL 2 DAKIKA
% 80 ALKOL 2 DAKIKA
% 70 ALKOL 2 DAKIKA
% 60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 5 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
DIFERANSIVASYON ASIT-ALKOL 1-2 SANIYE
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 3 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
% 80 ALKOL 1 DAKIKA
% 95 ALKOL 1 DAKIKA
KURUTMA HAVADA VEYA ETUVDE
KSILEN 1 SAAT
KAPAMA ENTELLAN

Tablo 2.4.1.1. H-E boyama protokolii (Evirgen G, 2013).

2.5.Kontrollii Ovaryum Hiperstimiilasyon (KOH) Protokolii

Kontrollii ovaryan stimiilasyon olusturma protokoliine gore; 25 IU FSH (Folikiiler
Stimulating Hormone) intramuskuler (i.m) yolla enjekte edildikten 48 saat sonra 20 1U
HCG (Human koryonik gonadotropin) enjekte ettik. Calismalarda deney hayvaninin
cinsine gore tercih edilen protokoliin de degistigini gérmekteyiz. Bu yiizden bazi
caligmalarda farkli dozajlarda stimiilasyon protokolleri uygulanmistir. Bu protokole goére
ilk giin deney gruplarinda bulunan hayvanlara 25 1U/0,2ml/rat dozunda FSH verildi. FSH
uygulamasindan 48 saat sonra ovulasyon igin 20 1U/0,1ml/rat olacak sekilde HCG enjekte
edildi. HCG enjeksiyonundan 48 saat sonra siganlar eter yardimu ile anestezi edildikten
sonra servikal dislokasyon yontemi ile Oldiiriiliip ovaryumlar1 ¢ikartilarak oositler hiicre

kiiltiirii ortaminda toplandu.

2.6. Folikiil Sayim1 ve Tanimlamasi

Caligmada sayimi hedeflenen primordiyal ve primer folikiiller asagidaki kriterler
cergevesinde sayildi. Primer oositi ¢evreleyen tek tabaka yassi graniiloza hiicrelerinin
gozlendigi folikiiller Primordiyal folikiil olarak (Resim 2.6.1), primer oositi ¢evreleyen
bir tane bile yassi hiicre icermeyen tek tabaka kiibik graniiloza hiicrelerinin gozlendigi
folikiiller ise Primer folikiil (Resim 2.6.1) olarak tanimlandi. Antrum var olan, oositin

etrafi korona radiata hiicreleri ile ¢evrelenmis olan folikiil Sekonder Folikiil (Resim
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2.6.2), antum gelismis, oositin etrafi korona radiara ile ¢evrelenmis ve kumulus oosforus
adi1 verilen graniiloza hiicrelerinden olusan bir tepecik tarafindan tutulan oositin bulundugu

folikiil ise Tersiyer (Graff) Folikiil (Resim 2.6.3) olarak adandirilir.

Resim. 2.6.1. Primordiyal ve primer folikiil; F: Tek katli yassi epitelle cevrili
primordiyal folikiil: PrF, Tek kath kiibik epitelle c¢evrili primer folikiil:PF1, Tek katl
prizmatik epitelle doseli ileri gelismis primer folikiil:PF2, KL: Korpus Luteum, H-E X200
objektif

Resim 2.6.2. Sekonder folikiil; KR: Korona Radiata, O: Oosit, TE: Teka Eksterna,
Ti: Teka Interna, A: Antrum, H-E x400
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Resim 2.6.3. Tersiyer (graff) folikiil; KR: Korona Radiata, KO:Kumulus Ooforus, O:
Oosit, TE: Teka Eksterna, Ti: Teka Interna, A: Antrum, H-E x400

2.7. Oosit, Sperm Ve Embriyo Kiiltiirii

Bu ¢alismada disi siganlardan 6striis donemlerine bakilarak 6striis ¢ikan sicanlardan
alinan ovaryum ornekleri (Resim 2.7.1) mikroskop altinda steril cam pasteur pipeti ile ilk
olarak toplanip petri kaplar1 igerisinde bulunan ¢esitli besiyeri damlalarmin igerisine
konarak gruplarin farkliliklar1 gozlendi. Siiperovulasyon yapilmayan gruptaki siganlara
Ostriis bakild1 ve Ostriis donemindeki sican eter yardimi ile anestezi edildi. Anestezi edilen
bu sican servikal dislokasyon yontemi ile oldiiriildii ve karmn batimi kesilerek ovaryumlar1
cikartildi ve RPMI besiyeri igerisine kondu. Hiicre kiiltiirii ortaminda steril laminar flow
icerisine alman bu ovaryumlar kabin icerisinde bir petri kabina aktarildi. Daha sonrasinda
bu ovaryumlar steril PPT enjektorii ile par¢alandi ve mikroskop altina alinarak pargalanmis
alan tarandi. Parcalanmamis folikiiller ise mikroskop altinda PPT enjektori ile
parcgalanarak igerisindeki oositler ¢ikartildi. Taranan petri alaninda goriilen oositler daha
onceden sterilize edilmis cam pasteur pipeti yardimi ile toplanarak daha dnceden hiiglik
petri kaplarmda damlalar seklinde tutarak gazladigimiz ITSBY, SSBY, AMBY ve
KIMKHBY almarak kiiltiire edildi.
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Deney hayvanlar1 laboratuarindan alman bir erigkin erkek sican eter yardimm ile
anestezi edildi ve laboratuar kosullarinda servikal dislokasyon yontemi ile Oldiiriildii.
Oldiiriilen erkek sicanm testisleri ¢ikartildi (Resim 2.7.2) ve %10’luk fotal bovin serum
iceren (FBS) RPMI besiyeri igerisine atildi. Hiicre kiiltiirii ortamimna alinan bu besiyeri
icerisinde testis Ornekleri laminar air flow kabini igerisinde bir petri kabuna alindi. Petri
kabindaki testislerin etrafindaki fazla yag kismi ayiklandi. Temiz besiyeri ortamina alinan
bu testisler bistiiri ucu yardimi ile epididimislerinin ug¢ kisimlar1 kesilerek testis sivazlandi.
Daha sonrasinda 1000 mI’lik pipet yardimi ile besiyeridaki spermler 15 ml’lik tiip igerisine
toplandi ve 1000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Santrifiij edildikten sonra siipernatant
kismindaki spermler alinarak lam iizerine yayildi ve sayim yapildi. Spermler goriildiikten
sonra 15’lik tiip igerisindeki spermler pipet yardimi ile toplanip oositlerin bulundugu

damlalarm igerine 30 pl sperm verildi (Ort. 1000 sperm).

Resim 2.7.1. Ovaryum Resim 2.7.2. Erkek sicandaki testis
orneklerinin in vivo alinig1 ve oosit goriintiileri( T: Testis, E: Epididimis)
eldesi (O:Ovaryum, U:Uterus, TU: Tuba

Uterina.)
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2.8. IVF Protokolii

2.8.1. Inseminasyon

ITSBY, SSBY, KIMKHBY ve AMBY petri kabina 50 ul olacak sekilde petri kabina
konup bir gece Oncesinden inkiibatorde birakilarak gazlandi. besiyerlerinin tizerini
kaplayacak sekilde mineral oil (Irvine Scientific, 9305) ile ortiildii. Her bir kuyucukta 4-13
(ort.) oosit bulunan besiyerleri igerisine ml’ deki sperm sayisi 1 milyon olacak sekilde,
pipet ile oosit basina 10ul sperm koyuldu. Inkiibatérde kapasite edilen spermler oosit

basia bu oranlarda verilmek iizere hesaplanir.

2.8.2. Zigotlar

Dollenme inseminasyondan 48 saat sonra kontrol edildi ve sitoplazmada iki
proniikleus, perivitellin aralikta iki polar body bulunan zigot déllenmis kabul edildi. Bu
asamada zigotlar dikkatlice fertilizasyon besiyeriundan alinip bir giin 6nce hazirlanip

gazlanmig olan embriyo klivaj (embriyo boliinme) besiyerine aktarildi.

2.8.3. Embriyo Kiiltiirii

Zigotlar embriyo gelisimini incelemek amaciyla 9. giine kadar inkiibe edildi.
Embriyolar tigiincii giinde dort, dordiincii giinde ortalama sekiz hiicreli asamaya gelir
(Resim 2.8.3.1).

A.Sperm Oosit Igerisine Girisi x200 B.Iki Proniikleus Kars1 Karsya x200
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C.2 Hiicreli Embriyo x200 D.4 Hiicreli Embriyoya Giden x200

G.Morula Evresi x200 H. Blastosistte Giden x200

Resim 2.8.3.1. Embriyolarin ¢esitli embriyonik fazlardaki goriintiileri

2.9. Embriyo Morfolojisinin Belirlenmesi
Embriyo kalitesi; blastomerlerin sayisi, biiyiikliigii, perivitellin araliktaki sitoplazmik
fragmantasyonlarin biiyiikliigli ve miktarma gore degerlendirildi. Grade A embriyo (iyi

kalite embriyo); blastomerler yuvarlak ve esit biiyiikliikte, fragmantasyonu olmayan veya
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%20’ nin altinda olan, 2. giin 4 blastomer, 3. giin 8 blastomer igeren embriyolardir (Resim
2.9.1). Grade B embriyo; Grade A’ nin disinda kalan, blastomerleri esit biiyiikliikte
olmayan, fragmantasyonu %20’ den fazla olan, 2. giin 4 hiicrenin altinda 3.giin 8 hiicrenin

altinda blastomere sahip olan embriyolardir (Resim 2.9.1).

Grade A 2 hiicreli embriyo(X200) Grade B 2 hiicreli embriyo(X200)
Resim 2.9.1. Grade A ve Grade B embriyolarin goriintiileri

2.10. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Fonksiyonel Tanimlanmasi

2.10.1. Belirteclerin immunohistokimyasal Yolla Gosterilmesi

Immiinfenotipleme hiicrelerin yiizeyinde veya hiicrelerin igerisinde antijenik yapida
olan proteinlerin, floresein izotiyosiyanat (FITC) ve fikoeritrin/PE) gibi floresan boyalarla
(flokrom) isaretlenmis ©6zglin monoklonal antikorlarla inkiibe edilerek bu antikorlara
baglanmas1 esasmna dayanir. Tasidiklar1 antijenik yapmin o6zelligine gore farkl
florokromlarla isaretlenen hiicreler akim sitometrisinde bir basing altinda akarken lazer
ismlarina maruz kalirlar. Hiicrelerin {izerine baglanan floresanla konjuge edilmis
monoklonal antikorlar, lazer 1smin1 absorbe ederek, tlizerindeki flokromun 6zelligine gore
farkli dalga boylarinda isinlar sacgarlar. Her hiicreden sagilan isinlar, ¢oklu dedektorler
yardimu ile belirlenir ve elektrik enerjisine ¢evrilen bilgiler, bilgisayar ortamina aktarilarak

analiz edilir. (Desmond A. 2001)
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2.10.2 Kemik Iligi Stromal Kok Hiicre Kiiltiirii

Yakin akraba olan hayvanlardan alinan kok hiicreler farklilastirilarak PPD enjektor
yardimi ile yakmn akraba KiSKH izolasyonu i¢in 10 mg/kg ksilazin+ 50 mg/kg ketamin
anestezisi altinda, sag bacagi antiseptik soliisyon ile temizlendikten sonra, sag tibia eklem
yerlerinden ayrilarak ¢ikarilmistir. Steril kabin icinde tekrar alkole batirilan tibia
epifizlerinden kesilerek basingla uygulanan besiyeri ile alinan hiicreler kiiltiir islemine
alinmustir. Hiicreler farkli besiyerlerine alinip falkon tiipleri ile 100 rpm’de 5 dakika iki
defa santriflij edildikten sonra her bir 25 mm kapta ayni sayida olmak iizere % 80 BY ve
%20 FBS olan karisim i¢inde %5’lik CO2°li etiive koyularak inkiibasyona birakilmistir.
KIMKH i¢in 3 giinliik beklemenin sonunda yapismayan hiicreler uzaklastirilarak kapta
kalan hiicrelerin kiiltiirine devam edilmis bir grup hiicre faklilastirma besiyerinde
farklilastirilirken bir grup hiicre pasajlanip tekrardan flasklar icerisine konup iliremesi
beklenerek, yaslanmasi izlenmistir (Aghaloo TL. ve ark. 2010). Semikonfluent asamada
faz contrast mikroskop ile en iyi olgulasan ve en uygun olduklar1 diisiiniilen besiyeridaki
hiicreler hayvanlara transplante edilmistir. Bir grup hiicre in vivo yasantisini takip amacli
isaretlenerek transplante edilmis ve in vivo olarak incelenmistir. Hayvan gruplarinin
overleri belirli giinlerde ¢ikarilarak parafin doku takibinden sonra immiinohistokimyasal

boyamalar yapilarak hiicrelerin akibeti hakkinda bilgi sahibi olmaya calisilmistir.

2.10.3. K6k Hiicre Tanimlamasi icin STRO-1 ile CD44 immunohistokimyasi

Alman O6rnekler immunohistokimyasal boyama icin bir gece 60 C°’lik etiivde
tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma islemi
gerceklestirilecektir. Ardindan % 95’ten % 60’a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletilecektir. Dakopen (Invitrogen,
726603017) ile smirlandirilan % 0,5’lik tripsin soliisyonu ig¢inde oda sicakliginda 15
dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liik
H20; uygulanacaktir. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu (PBS; Posphate buffer
solution) ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1 saat bloklama solusyonu (TA-125-UB,

Lab Vision, Fremont, CA) ile muamele edilecektir. Bloklama solusyonu (Invitrogen,
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1153384) dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar CD90 ve Stro-1 ile bir gece
inkiibe edilecektir. Ertesi giin tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan 6rnekler, anti-mouse
biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (Invitrogen, 1153384) ile 30’ar
dakika boyanacaktir. Yine li¢ defa 5’er dakika tampon solusyonu soliisyonu ile yikanan
kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliglinii saptamak amaciyla
DAB (invitrogen, 10187237) ile 5 dk boyanacaktir. Mayer’s hematoksilen (ScyTek
,14674) ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler
kapatma besiyeri  (AMLO060, Scytek, Logan, Utah, USA) ile kapatilacaktir.
Immunohistokimyasal degerlendirme incelenerek zayif (+), orta (++) ve siddetli (+++)

olarak degerlendirilecektir.

2.11. Fertilizasyon Kriterleri Ve Oosit Olgunlasmasi

Insan IVF metodlarmi gelistirmek ve giiniimiizde IVF basar1 oranini artirmak igin
kemiriciler lizerinde ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalar i¢in sican, fare, kobay,
tavsan gibi bir¢ok kemirgen ve memeli kullanilmaktadir. Laboratuvar kosullarinda 10 adet
disi sicana Ostriis bakildiktan sonra 48 saat ara ile FSH ve HCG verildi. HCG verildikten
48 saat sonra siiperovulasyon yapilmis sicanlarimiz eter yardimi ile anestezi edildikten
sonra hiicre kiltlirii ortaminda ovaryumlar1 ¢ikartildi, RPMI besiyeri igerisine konarak
burada PPT enjektorii yardimi ile hiicre kiltiirii icerisinde folikiilleri pargalandi.
Par¢anlanma sonucunda ovaryumdaki folikiiller i¢erisinde bulunan oositler kiiltiir kabina
dagildi ve bu oositler steril cam pasteur pipetleri yardimi ile toplanarak daha 6nceden
hazirlanmig ve bir gece dncesinden inkiibatorde bekletilerek gazlanmig ITSBY, SSBY,
AMBY ve KIMKHBY igerisine esit miktarda olacak sekilde konmustur. Ayni islem
sliperovulasyon yapilmayan gruptaki sicanlara da uygulandi. Toplanan oositlerin iizerine
erkek siganlarin epididimislerinden toplanan spermler eklendi ve 0, 3, 6 ve 9. giinlerde
incelenerek fertilizasyon kriterleri arastirild.

Fertilizasyonun yani sira bu ¢alismamizda oosit maturasyonu ve oosit yasam siiresi
de incelendi. Sigan ovaryumundan toplanan PI, MI ve MII oositlerinin maturasyonu,

yasam siireci, oosit kalitesi ve fertilizasyon oran1 hesaplandi.

-63-



3.BULGULAR

3.1. KIMKH Tamimlanmasi

Hiicre kiiltiirii laboratuar kosullar altinda sigan tibia ve femur bolgesinden toplanan
KIMKH besiyeri ortammda konfluent oluncaya kadar kiiltiire edildi. Hiicreler dordiincii

pasaja kadar pasajlama islemi yapildiktan sonra farklilasmaya en uygun hale geldi (Resim
3.1.1).

A. KIMKH Pasaj 4 x100 B. KIMKH Pasaj 4 x100
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C. KIMKH Pasaj 4 x200 D. KIMKH Pasaj 4 x200

E. KIMKH Pasaj 4 x200 F. KIMKH Pasaj 4 x200
Resim 3.1.1 KIMKH lerin kiiltiir ortaminda yerlesip, ¢ogalmis dordiincii pasajdaki

hiicrelerin goriintiileri.
Kiiltir ortammda dordiincii pasajdaki KIMKH’leri kiiltir kabmda konfluent

oldugunda belirtecler olarak STRO-1 (Resim 3.1.2) ve CD90 negatifligi (Resim 3.1.3)

acisindan immunohistokimyasal olarak dogrulandi.

A. KIMKH Stro-1 x40 B. KIMKH Stro-1 x100
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C. KIMKH Stro-1 x400 D. KIMKH Stro-1 x400

- :
E. KIMKH Stro-1 x400 F. KIMKH Stro-1 x400
G. KIMKH Stro-1 x400 H. KIMKH Stro-1 x400

Resim 3.1.2 KIMKH’lerin Stro-1 antikor ile boyanmamus pozitif immunohistokimya

goriintiileri ile tanimlamalarinin yapilmasi saglandi.

A. KIMKH CD90 x40 B. KIMKH CD90 x100
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C. KIMKH CD90 x400 D. KIMKH CD90 x400

E. KIMKH CD90 x400 F. KIMKH CD90 x400

G. KIMKH CD90 x400 H. KIMKH CD90 x400

Resim 3.1.3 KIMKH CD90 antikor ile boyanmamis negatif immunohistokimya
goriintiileri ile tanimlamalarmin yapilmasi saglandi.
Hiicrelerin boyanmalar1 {izerinden yapilan skorlama ile biiylikk c¢ogunlugunun

mezenkimal kok hiicre olduklari isaretlenerek gosterildi (Tablo 3.1.1).
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KiSKH Tanimlamasi
6
5
4
<3
5
2 T
0
PBS CD90 STRO-1 CD44

Tablo 3.1.1. KIMKH CD90, CD44 ve Stro-1 tanimlanmasmin skorlama ile

analizinde hiicrelerimizin tanimlamalar1 dogrulandi.

3.2. Siiperovulasyon Yapilmamis Ovaryumdaki Hiicre Durumu

Herhangi bir siiperovulasyon iglemi uygulanmadan alinan disi siganlardan Ostriis
siklusunda olanlar sakrifiye edilerek alinan ovaryum dokularinin bir tanesi oosit
toplanmasi ve bu oositlerin maturasyonu agisindan degerlendirildi. Digeri rutin histokimya
islemi sonrasinda kesitleri alinarak H-E ile boyandi ve oositlerin goriintiileri incelendi

(Resim 3.2.1).

A. Over H-E Fotograflar1 x200 B. Over H-E Fotograflar1 x200
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C. Over H-E Fotograflar1 x200 D. Over H-E Fotograflar1 x400

Resim 3.2.1 Ostrus siklusunda olan sican ovaryum alman kesitlerin goriintiileri.
Kortekste yer alan gelisen follikiiller ve antral follikiil izlenmektedir. K: Korteks, M:
Medulla, TA: Tunika Albuginea, GE: Germinal Epitel, GOF: Gelismekte olan follikiiller,
A: Antrum, KL: Korpus luteum, O: Oosit, KR: Korona Radiyata, KO: Kumulus ooforus,
ZP: Zona pellusida GR: Graniiloza hiicreleri, T: Teka hiicreleri, K: Korteks, M: Medulla,
SF: Sekonder Folikiil, TF: Tersiyer Folikiil; H-E

3.3. Oosit Eldesi ve Olgunlasmasi

Oositler sican ovaryum ve tuba uterinalardan toplanarak etrafindaki kumulus
hiicreleri ile degerlendirildi. Ostriis bakildiktan sonra dstriis siklusuna ait disi sicanlar eter
yardimi ile anestezi edildikten sonra sakrifiye edilerek ovaryumlar1 ¢ikartildi. Cikartilan
ovaryumlart 50 ml’lik tiip igerisindeki RPMI besiyerine konuldu ve hiicre kiiltiirii
ortaminda bu ovaryumlar PPT enjektorii yardimi ile laminar flow altinda pargalanarak
oositleri a¢iga ¢ikartildi ve steril cam pasteur pipeti ile hiicre kiiltiirii dis ortaminda oositler
topland1 ve bir gece Oncesinden inkiibatorde gazladigimiz ITSBY, SSBY, AMBY ve
KIMKHBY igerisine esit sayida olacak sekilde oositler aktarildi ve Kkiiltiire edildi.
Toplanan oositler daha onceden hazirladigimiz besiyerleri igerisine aymi evrede ve
ozellikteki 6 ile 10 arasinda esit sayida olacak sekilde konuldu. Bu besiyerleri igerisindeki
oositler 2 giinde bir tekrardan steril cam pasteur pipeti ile toplanarak taze besiyeri igerisine
alindi. Oositlerin gazlanmis besiyerlerinde 0, 3, 6 ve 9. giinlerde morfolojik incelemeleri
yapildi (Resim.3.3.1)
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A. Oosit AMBY x100 B. Oosit SSBY x100

C. Oosit ITSBY x100 D. Oosit KIMKHBY x100
Resim 3.3.1 Oositlerin x100’lik biiyiitmedeki morfolojik gortintiileri. Birinci giiniin

sonunda KIMKHBY’deki oositlerin etrafindaki kumulus hiicrelerinin kiiltiir kabina

yapistiklar: gézlendi. KH: Kumulus Hiicreleri, ZP: Zona Pellusida X100

Alman oositlerin BY uygulamalarindan etkilenmeleri bakildiginda en 1yi1

morfolojinin KIMKHBY uygulamasi ile gergeklestigi saptandi (Resim 3.3.2).
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E. Oosit, AMBY x200

G. Oosit, ITSBY x200 H. Oosit, KIMKH x200

Resim 3.3.2 Oositlerin x200°liik biiyiitmedeki morfolojik goriintiileri. 1. giiniin
sonunda KIMKHBY *deki oositin saghkli ve matiir bir halde gdzlendi. KH: Kumulus
Hiicreleri, ZP: Zona Pellusida X200

Kullanilan besiyerlerine gére zaman igerisindeki bozulmalar1 +1 en 1yi olan ile en
kotli olan +5 arasinda skorlanarak degerlendirildi. Siiperovulasyon yapilmayan gruptan
alinan hiicrelerle yapilan deneylerde besiyeri olarak en iyi KIMKH ve en kéti AMBY
oldugu saptand1 (Tablo 3.3.1).
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BY Uygulamasinin OKK Etkisi

Ort+SS
w

AMBY ITSBY SSBY KiIMKHBY

Tablo 3.3.1. BY uygulamasmnin OKK iizerine etkileri. Yapilan incelemede BY
uygulamasinin OKK {izerine anlamli bir sekilde olumlu etki gosterdigi goriildii (+1 En az
bozunma; +5 en ¢ok bozunma).

Oositlerin 3 ile 9 arasinda zamana bagli olusan degisikliklerin incelenmesi ile
bozunmaya kars1 en koruyucu olan BY uygulamasmin KIMKHBY oldugu gériildii (Tablo
3.3.2).

Oosit Kalitesine BY Etkisi

Ort+SS
w

AMBY iTSBY SSBY KiIMKHBY

Tablo 3.3.2. AMBY, SSBY, ITSBY, KIMKHBY ’lerine birakilmis oositlerin ii¢ ile
dokuz giin arasindaki zaman igerisindeki besiyerlerindeki dejenerasyonlarinin

degerlendirilmesi (+1 En az bozunma; +5 en ¢ok bozunma).
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3.4. Sperm Eldesi ve Olgunlasmasi

Spermler epididimin ug¢ kisminin kesilmesinden sonra sivazlanarak alindi ve Thoma
lamu iizerinde sayimlar1 yapildi. Orneklerden elde edilen spermler 5x10° + 4x10° sayisinda
olacak sekilde kiiltiir kaplarina birakildi (Resim 3.4.1).

A. AMBY Sperm x100 B. SSBY Sperm x100

C. ITSBY Sperm x100 D. KIMKHBY Sperm x100
Resim 3.4.1 Spermlerin x100’liikk biiyiitmedeki morfolojik gériintiileri. AMBY ’deki
spermlerde 30 dk sonra bas kisimlarindan birbirlerine yapistig1 goriildii x100.
Aliman spermlerin  BY uygulamalarindan etkilenmeleri bakildiginda en iyi

morfolojinin KIMKHBY uygulamas: ile gerceklestigi saptand: (Resim 3.4.2).
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)

)

A. Sperm, AMBY x200 B. Sperm, SSBY x200

C. Sperm, ITSBY x200 D. Sperm, KIMKHBY x200
Resim 3.4.2 Spermlerin cesitli besiyerlerindeki morfolojik goriintiileri. Spermler
konulduktan yaklasik 45 dk sonra KIMKHBY ’deli spermlerin bir kisminm hareketlerine

devam ettigi, diger besiyerlerideki spermlerin hareket yeteneklerini kaybettigi goriildii.
Besiyerlerindeki spermlerde 45 dk sonra morfolojik agidan bir farklilik goriilmedi ( Okla

gosterilen sperm Ornekleridir.) x200
Kullanilan besiyerlerine gére zaman igerisindeki bozulmalar1 +1 en iyi olan ile en

kotii olan +5 arasinda skorlanarak degerlendirildi. Sperm {izerine BY etkisi olarak
bakildiginda en iyi KIMKH ve en kétii AMBY oldugu saptand: (Tablo 3.4.1).

-74 -



BY Uygulamasinin Sperme Etkisi

Ort+SS
w

AMBY ITSBY SSBY KiIMKHBY

Tablo 3.4.1. BY uygulamasmin sperm {iizerine etkileri. BY uygulamasmin sperm
iizerie etkisi incelendiginde KIMKHBY anlaml1 bir sekilde olumlu etki gdsterdigi en iyinin
+1 ve en kotiiniin +5 oldugu skorlama ile goriildi.

Spermlerin zaman igerisindeki bozunmalar1 incelendiginde en iyi korumanin yine
KIMKHBY ile gerceklestigi morfolojik olarak ayirt edilemedigi icin hareketleri baz

alinarak yapilan skorlama ile en iyinin +1 ve en kotiiniin +5 olarak gosterildi (Tablo 3.4.2).

Sperm davranisina Kok Hiicre Etkisi
7
m15DK M 30 DK 145 DK
6
5 T T -[
Q4 -
+
53 -
2 -
1 .
O .
AMBY iTSBY SSBY KiMKHBY

Tablo 3.4.2. AMBY, SSBY, ITSBY ve KIMKHBY ile muameleye birakilan
spermlerin BY igerisindeki dejenerasyonlar1 degerlendirilmesi (+1: en az bozunma; +5: en

¢ok bozunma olarak yapildz).
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3.5 Siiperovulasyon Yapilmayan Sicanlardan Alnan Oositlerin  Kiiltiir
Ortaminda Sperm ile Birlikteligine Besiyeri EtKkisi.

Sicanlarin daha onceki oosit eldesine benzer sekilde islemleri yapildi Ostriis
bakildiktan ovaryumlar1 g¢ikartilarak 50 ml’lik falkon tiipler igerisindeki RPMIBY ile
mauamele edildi. Hiicre kiiltiiri ortaminda oositler toplandi ve bir gece Oncesinden
inkiibatorde gazladigimiz iITSBY, SSBY, AMBY ve KIMKHBY ne icerisine esit sayida
olacak sekilde oositler aktarildi ve iizerlerine esit sayida ortalama 1000 sperm thomada
sayilarak kondu ve kiiltiire edildi. Oositlerin sperm ile birlikteligi i¢in yapilan gozlemlerde,
siiperovulasyon yapilmayan gruptaki ovaryumlardan alinan oositler ile birakilan spermlerin
12 saat boyunca gazlanmis iITSBY, SSBY, KIMKHBY ve AMBY icerisine konularak 0, 3,
6, 9 ve 11. giinlerde inceleme yapildi.(Resim 3.5.1).

OOSIT YASAM SURECLERI
AMBY-GO0- X 100 SSBY-GO0- X 100

, (' %8
Oositin  diizgiin  yuvarlak  yapist Oositin  diizglin ~ yuvarlak  yapist
etrafinda kumulus hiicreleri goriilmekte ve etrafinda kumulus hiicreleri goriilmekte ve

etrafindaki spermler izlendi. etrafindaki spermler izlendi.
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ITSBY-GO- X 100 KIMKHBY-GO- X 100

-

Oositin  diizgiin  yuvarlak  yapis1 Oositin diizgiin yuvarlak yapist
etrafinda kumulus hiicreleri goriilmekte ve etrafinda kumulus hiicreleri goriilmekte ve
etrafindaki spermler izlendi etrafindaki spermler izlendi
Resim 3.5.1. Kiiltiir ortaminda oositlerin degisik BY etkisinde 100’liikk mikroskobik
biiyiitmedeki goriintiileri. Degisik kalitelerde oositler ve 6zellikle KIMKHBY grubunda
daha hareketli spermler izlendi (ZP: Zona Pellusida, KH: Kumulus Hiicreleri, SP: Sperm).
Siiperovulasyon yapilmamis ovaryumlardan toplanan oositler ITSBY, SSBY, AMBY
ve KIMKHBY igeren besiyerleri igerisine sperm oOrnekleri ile birlikte konulup inkiibe
edildikten sonra belli zaman araliklarinda BY etkisi agisindan incelendi. Her 2 giinde bir
bu oositlerin bulundugu besiyerleri degistirildi. Ug giin sonra yapilan yapilan incelemede
ITSBY ve SSBY besiyerilar1 igerisinde bulunan fertilize olmayan oositlerin Ugiincii giiniin
sonunda dejenere oldugu gézlendi (Resim 3.5.2 ve Resim 3.5.3). Bunun sebeninin Profaz |
halindeki olan oositlerin Metafaz II’ye gecememesi oldugu diisiindiirdii. AMBY igerisinde
bulunan oositlerin Uciincii giiniin sonunda yapilan incelemesinde saglikli ve matiir bir
halde oldugu gozlendi (Resim3.5.2 ve Resim 3.5.3). Ugiincii giiniin sonunda yapilan
incelemede KIMKHBY icerisinde bulunan oositlerden bir tanesinde fertilizasyonun
gerceklestigi gdzlendi. Ugiincii giiniin sonunda bu embriyonun 2 hiicreli asamada oldugu
gozlendi (Resim 3.5.4). Daha sonrasinda bu embriyo agiz pipeti yardimi ile temiz bir
KIMKHBY igerisine alind1 ve giinliik olarak takibi yapildi. Ancak arreste giren hiicrenin

dejenere oldugu izlendi.
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OOSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-G3- X 100 SSBY-G3- X 100

S i R S

Oositin ~ diizgiin  yuvarlak  yapist Oositin dejenere oldugu ve etrafindaki

etrafinda kumulus hiicreleri goriilmektedir kumulus hiicrelerinin dagildig1 goériilmektedir

ITSBY-G3- X 100 KIMKHBY-G3- X 100

Oositin dejenere oldugunu ve oosit i¢ Déllenmemis oositlerin profaz I ‘den
ortamimin karardigini gériilmektedir. metafaz Il ‘ye gegtigi goriilmektedir.

Resim 3.5.2. Ugiincii giinde kiiltiir ortaminda oositlerin degisik by etkisinde
100’liik mikroskobik biiyiitmedeki goriintiileri. KIMKHBY uygulamasinda oositin bir
tanesinin dejenere oldugunu diger oositin ise saglhikli oldugu gériilmektedir. Ugiincii giiniin
sonunda SSBY ve ITSBY’deki oositler dejenere olmaya yakin oldugu gozlendi (DO:
Dejenere Qosit, O: Oosit, SP: Sperm).
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Ucgiincii giiniin sonunda 2 hiicreli asamada oldugu gozlenen embriyonun biiyiik

biiyiitmede (x200) yapilan gozlemlerinde morfolojik yapinin detaylar1 izlenebildi (Resim
3.5.3).

OOSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-G3- X 200 SSBY-G3- X 200

v ~ e o
- =5 T E L3 >
~ n Y

Bir oositin diizgiin yuvarlak yapisi Oositin ~ dejenere  oldugunu  ve
etrafinda kumulus hiicreleri goriilmekte olup etrafindaki kumulus hiicrelerinin dagildig

bu ositin PI asamasinda oldugu goriildi. gortilmektedir.

ITSBY-G3- X 200 KIMKHBY-G3- X 200

Oositin dejenere oldugunu ve oosit i¢ Fertilize olmamis oositin Profaz I
ortaminin karardigini goriilmektedir. asamasindan Metafaz II asamaya gectigi
goriilmektedir.

Resim 3.5.3. Kiiltiir ortaminda oositlerin degisik by etkisinde 200°liik mikroskobik
biiyiitmedeki goriintiileri. KIMKHBY’de fertilize olmayan oositlerden birinin

dejenerasyona yakm oldugunu, diger oositin ise saglikli oldugunu goérmekteyiz (PN:
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Proniikleus, DO: Dejenere Oosit, KH: Kumulus Hiicreleri, ZP: Zona Pellusida O: Oosit,
SP: Sperm).

2  HUCRELI EMBRIYONUN CESITLI BUYUTMELERDEKI
GORUNTULERI
KIMKHBY-G3- X 100 KIMKHBY-G3- X 200

Oositin 2 hiicreli asamada oldugu ve Oositin 2 hiicreli agamada oldugu ve
embriyo igerisindeki blastomerlerin saglikli embriyo igerisindeki blastomerlerin saglikli
olduklar1 goriilmektedir olduklar1 gériilmektedir

KIMKHBY-G3- X 400 KIMKHBY-G3- X 400

Oositin 2 hiicreli asamada oldugu ve Oositin 2 hiicreli agsamada oldugu ve
embriyo igerisindeki blastomerlerin saglikli embriyo igerisindeki blastomerlerin saglikli
olduklar1 goriilmektedir olduklar1 gériilmektedir

Resim 3.5.4. Kiiltir ortaminda embriyonun x100’lik, x200’lik, x400’lik

biiyiitmelerdeki goriintiileri. Iki hiicreli embriyonun blastomerlerin detayli gériintiileri
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incelendiginde saglikli yapilar1 ve morfolojileri izlendi (2E: 2 Hiicreli Embriyo, ZP: Zona
Pellusida, B: Blastomer).

Altinc1 giiniin sonunda ise AMBY igerisinde bulunan oositlerin tiimiiniin dejenere
oldugu goriildi (Resim 3.5.5). Altinci giiniin sonunda yapilan mikroskobik incelemede iki
hiicreli embriyonun KIMKHBY igerisinde saglikli oldugu fakat embriyo blastomerlerinin
dejenere olmaya basladig1 ve 4 hiicreli asamaya gegemedigi goriilmektedir (Resim 3.5.6).

0OSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-G6- X 200

Oositin ~ dejenere  oldugunu  ve
oolemma’nin zona pellusida’dan ayrildig1

goriilmektedir..

SSBY’deki 0o0sitin

dejenere

dejenerasyonunun devam ettigi ve kumulus
hiicrelerinin oldii.

KIMKHBY-G6- X 100

ITSBY’de dejenere olan oositin

dejenereasyonun devam ettigi

goriilmektedir.

&5 . *
.'v‘

Oositin 2 hiicreli asamadan 3
hiicreli asamaya gectigi goriilmektedir.

Fakat embriyo %20 dejeneredir.
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Resim 3.5.5. Altinc1 giinde kiiltiir ortaminda oositlerin degisik by etkisinde
100°liik mikroskobik biiyiitmedeki goriintiileri. KIMKHBY ’deki 2 hiicreli embriyo’nun
saglikli oldugunu fakat embriyonun blastomerlerinin %20’lik oranda fragmante oldugunu

gormekteyiz ( ZP: Zona Pellusida, DO:Dejenere Oosit, E:Embriyo).

ALTINCI GUNDE iKi HUCRELi EMBRiIYONUN CESITLI
BUYUTMELERDEKI GORUNTULERI
KIMKHBY-G6- X 100 KIMKHBY-G6- X 200

Embriyonun 2 hiicreli asamadan 3 Embriyonun 2 hiicreli asamadan 3
hiicreli asamaya gectigi goriilmektedir. hiicreli asamaya gectigi  goriilmektedir.
Fakat embriyo %20  fragmantasyon Fakat embriyo %20 dejenere oldugu
gozlenmektedir. gozlenmektedir.

KIMKHBY-G6- X 200 KIMKHBY-G6- X 400

Embriyonun 2 hiicreli agamadan 3 Embriyonun 2 hiicreli asamadan 3
hiicreli asamaya gectigi goriilmektedir. hiicreli asamaya gectigi goriilmektedir.
Fakat embriyo %20 fragmantasyon Fakat embriyo %20 fragmantasyon

gbzlenmektedir. gozlenmektedir.
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Resim 3.5.6. Altinci giinde KIMKHBY kiiltiir ortaninda embriyonun x100’liik,
x200’liik, x400°lik biiyiitmelerdeki goriintiileri. Altinci giinde embriyonun ayrmtili olarak
morfoloji ve Kkalitenin izlendi. KIMKHBY deki embriyoun ii¢ hiicreli asamada oldugu ve
bu embriyonun blastomerlerinin dejenere olmaya basladigi gozlendi (3E: 3 Hiicreli

Embriyo, ZP:Zona Pellusida, B:Blastomer).

Dokuzuncu yapilan incelemede 2 hiicreli embriyoda herhangi bdliinme
gozlenmemistir. Bununla birlikte bu 2 hiicreli embriyomuzun dejenere oldugunu
gbzlemledik. Ayrica KIMKHBY de bulunan oositlerimizin dejenere oldugunu gozlemledik
(Resim 3.5.7 ve Resim 3.5.8).

OOSIT YASAMA SURECLERI
KIMKHBY-G9- X 100 KIMKHBY-G9- X 200

Oositin ~ dejenere  oldugunu  ve Oositin ~ dejenere  oldugunu  ve
blastomer’in karardigint ve bozundugunu etrafindaki kumulus hiicrelerinin dagildig:
gormekteyiz goriilmektedir

KIMKHBY-G9- X 400 KIMKHBY-G9- X 400
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Oositin dejenere oldugunu ve oosit i¢ Oositin ~ dejenere  oldugunu  ve

ortaminin karardigini goériilmektedir. oolemmanin zona pellusidadan tamamen
ayrildigin1 gérmekteyiz.
Resim 3.5.7. Dokuzuncu kiiltiir ortammda oositlerin KIMKHBY etkisinde cesitli
mikroskobik biiyiitmedeki goriintiileri. KIMKHBY de dokuzuncu giinde oositin tamamen

dejenere oldugunu gozlemledik (ZP: Zona Pelusida, DO: Dejenere Oosit).

DOKUZUNCU GUNDE 2 HUCRELI EMBRiIYONUN CESITLI
BUYUTMELERDEKI GORUNTULERI
KIMKHBY-G9- X 100 KIMKHBY-G9- X 200

2 Hiicreli embriyonun embriyonik

gelisimi  tamamlayamadigi  ve dejenere

oldugunu gérmekteyiz

2 Hiicreli embriyonun embriyonik

gelisimi  tamamlayamadigi  ve dejenere

oldugunu gérmekteyiz

KIMKHBY-G9- X 400
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2 Hiicreli embriyonun embriyonik gelisimi tamamlayamadigi ve dejenere oldugunu
gormekteyiz.

Resim 3.5.8. Dokuzuncu giinde KIMKHBY Kkiiltiir ortamida embriyonun x100°liik,
x200’lik ve x400’Lik biiyiitmelerdeki goriintiileri (DE: Dejenere Embriyo, ZP: Zona
Pellusida, DB: Dejenere Blastomer).

Oositlerin sperm ile muamelesinin sonrasinda fertilize olmamast durumunda 3 ile 9
arasinda zamana bagli olusan degisikliklerin incelenmesi ile bozunmaya kars1 en koruyucu

olan BY uygulamasinin KIMKHBY oldugu gériildii (Tablo 3.5.2).

Oosit Davranisina Kok Hiicre Etkisi

m3G m6G oG

Ort +SS

AMBY ITSBY SSBY KiIMKHBY

Tablo 3.5.2. Alfa-MEM Besiyeri (AMBY), Single Step Besiyeri (SSBY), Insan
Tubal SiviBesiyeri (ITSBY), Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicre Nis Besiyeri

(KIMKHBY )’lerine birakilmis oositlerin ii¢ ile dokuz giin arasmdaki zaman igerisindeki
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besiyerlerindeki dejenerasyonlarinin degerlendirilmesi (+1 En az Bozunma; +5 en ¢ok

bozunma).

3.6. Siiperovulasyon Grubu Ovaryumlarindaki Hiicre Durumu
HCG uygulamalarinin overde olan degisikliklerin yapilmayanlara gore folikiil

sayisinin azaldig1 ve ovaryum dokusu igerisinde hemoraji alanlarin arttig1 gézlendi (Resim

3.6.1).

A.HCG Over X40

C.HCG Over X400 D.HCG Over X400

Resim 3.6.1. HCG verilmis disi siganlarin ovaryumlarindan alman 5p’luk kesitlerin
H-E boyali goriintiileri (K: Korteks, M:Medulla, HA: Hemorajik Alan, KD: Kan Damari,
GE: Germinal Epitel, TA: Tunika Albuginea, KL: Korpus Luteum).

FSH + HCG uygulamalar1 ile SO+ orneklerde overde olan degisikliklerin
yapilmayanlara gore ovaryumda folikiil sayisinin arttigi ve folikiillerinin ¢ogunun graff

folikiil oldugunu ve oositlerin ise bilyiik kismmin MII 0osit oldugu saptandi (Resim 3.5.2).
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A. FSH+HCG Over X40 B. FSH+HCG Over X100

C. FSH+HCG Over X400 D. FSH+HCG Over X400
Resim 3.6.2. FSH ve HCG verilmis disi siganlarin ovaryumlarindan alinan H-E

boyali goriintiileri. FAS ve HCG uygulanmis ovaryumlarda folikiil sayilarmnin arttig1 ve
ovaryumda kanlanmanin meydana geldigi gozlendi (F: Folikiil, Okla gosterinlerle
primordiyal folikiiller, GF: Graff Folikiil, KL:Korpus Luteum, O:Oosit, TA:.Tunika
Albuginea, GE:Germinal Epitel, KR:Korona Radiata, KO: Kumulus Ooforus, A:Antrum)
Stiperovulasyon grubuna ait olan disi sicanlarin 6striis siklusunda olanlarina FSH ve
HCG uygulamasindan sonra aliman iki ovaryumdan bir tanesi oosit toplanmasi ve bu
oositlerin maturasyonu agisindan deneylerin yapilmasinda kullanildi. Diger ovaryum ise
OKK (Tablo 3.6.1) ve folikiil sayis1 agisindan degerlendirildi. OKK igin en uygun
orneklemenin Tubadan alman SO+ grupta oldugu goriildii. Folikiil sayisinin SO+

orneklerde anlamli bir sekilde arttig1 izlendi.
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SO UYGULAMASININ OKK UZERINE ETKISI
6,00

5,00

4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

OV-SO- OV-SO+ TU-SO- TU-SO+

ORT+SD

Tablo 3.6.1. Siiperovulasyon uygulamasinin OKK iizerine etkisini. Ovaryum (OV)
ve Tuba Uterina (TU) 6rneklerinde siiperovulasyon (SO) olup olmadigma gore alinan

sonuglarinda TU-SO+ 6rneklerinde oldugu gézlemlendi.

3.7. Siiperovulasyon Grubuna Ait Oosit ve Sperm Eldesi ve Tanimlanmasi

SO sonras1 toplanan oositlerin bir gece boyunca inkiibatérde gazladigimiz ITSBY,
SSBY, AMBY ve KIMKHBY uygulamalarma almarak kiiltiire edildi ve sperm ile
muamemele edildi . Spermler verildikten sonra oosit ve spermlerin mikroskop altinda
fotograflar1 ¢ekildi ve hem kiigiik (Resim 3.7.2) hem de biiyiik biiyiitmede (Resim 3.7.1)

gorintiileri alind1.
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OOSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-GO0- X 100 SSBY-GO- X 100

-

. &y .3\‘ ';".;
SR o [
Oositin saglikl bir sekilde Oositin saglikli bir sekilde besiyerinden
besiyerinden  bulunmaktadir. Morfolojik bulunmaktadir. Morfolojik acidan besiyerleri

3~ 4

acidan besiyerleri arasinda herhangi bir fark arasinda herhangi bir fark gézlenmedi
gozlenmedi

ITSBY-GO- X 100 KIMKHBY-G0-X 100

B & A

Oositin saglikli bir sekilde Oositin saglikli bir sekilde besiyerinden
besiyerinden bulunmaktadir.  Morfolojik bulunmaktadir. Morfolojik agidan besiyerleri
acidan besiyerleri arasinda herhangi bir fark arasinda herhangi bir fark gozlenmedi

gozlenmedi

Resim 3.7.1. SO+ ovaryumdan toplanan oositlerin sifirinct giinde kiiltiir ortaminda
x100°lik biiyiitmedeki goriintiileri. Sifirinc1 giinde 4 farkli besiyerine konulan oosit ve
spermlerde morfolojik acidan fark gbzlenmedi (KH:Kumulus Hiicreleri, ZP:Zona
Pellusida) .
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OOSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-GO0- X 200 SSBY-GO- X 200

Oositin ~ saglikli  bir  sekilde Oositin ~ saghkli  bir  sekilde

besiyerinden bulunmaktadir. besiyerinden bulunmaktadir.
ITSBY-GO- X 200 KIMKHBY -GO0- X 200

Oositin ~ saghkli  bir  sekilde Oositin saghkli  bir sekilde

besiyerinden bulunmaktadir. besiyerinden bulunmaktadir.

Resim 3.7.2. SO+ ovaryumdan toplanan oositlerin sifirinct giinde kiiltiir ortaminda
x200’lik biiylitmedeki goriintiileri. Sifinci glinde sperm ve oositlerin morfoloji herhangi
bir degisiklik gozlenmedi (KH: Kumulus Hiicreleri, ZP: Zona Pellusida, SP: Sperm, PN:

Proniikleus) .

3 giin sonra yapilan incelemede KIMKHBY icerisine konulan Profaz 1 oositlerin

Metafaz II ‘ye olgunlastig1 goriildii (Resim 3.7.3).
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0O0SIT GORUNTULERI
AMBY-G3- X100 SSBY-G3- X100

ITSBY-G3- X100 KIMKHBY -G3-X100

Resim 3.7.3. Kiiltiir ortaminda fertilize olmamis oositlerin x100°liik biiyiitmedeki
goriintiileri. Ugiincli giiniin sonunda yapilan incelemede AMBY’deki oositlerin
olgunlagsmadigini ve PI asamasinda kaldig1 gézlendi. KIMKHBY ’de bulunan PI oositlerin
MII asamasia gegtigi goriildii (PI: Profaz I Oosit, MII: Metafaz II Oosit).

AMBY ’deki oositleride fertilizasyon gozlenmedi (Resim 3.7.4).
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OOSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-G3- X100 SSBY-G3- X100

3 o wil S Y » .
- 3 ., ~ N - \
Alfa-MEM Besiyeri igerisinde Oositin 3. Gilinlin sonunda fertilize

fertilize olmamig Metafaz I oosit saglikli bir oldugunu ve 4 hiicreli asamaya gectigini

sekilde gormekteyiz gormekteyiz.
ITSBY-G3- X100 KIMKHBY -G3-X100

Oositin  fertilize oldugunu ve bir Oositin fertilize oldugunu ve 3 hiicreli
oositin morula asasinda ve diger oositin ise asamaya  dogru  gegcmekte  oldugunu
klivajda oldugunu gérmekteyiz . gormekteyiz

Resim 3.7.4. Ugiincii giinde kiiltiir ortaminda oosit ve embriyolarm x100’liik
biiyiitmedeki goriintiileri. AMBY *deki oositlerde fertilizasyon gdzlenmedi. Ugiincii giiniin
sonunda KIMKHBY deki bir oositin fertilize oldugu ve 4 hiicreli asamada oldugu
gosterildi. ITSBY deki bir oosit ise iigiincii giinde morula safhasinda oldugu gériildii (4E:
4 Hiicreli Embriyo, 3E: 3 Hiicreli Embriyo, SP: Sperm, MIl: Metafaz Il Oosit, O: oosit,
MR: Morula, K: Klivajdaki Embriyo) .
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KIMKHBY, SSBY ve HTF besiyerindeki oositlerin fertilize oldugu goriildii (Resim
3.7.4 ve Resim 3.7.5).

0OOSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-G3- X100 SSBY-G3- X100

9
-

Alfa-MEM  Besiyeri  igerisinde Oositin -~ 3.  Giiniin sonunda fertilize
bulunan Metafaz I oosit saglikli bir sekilde oldugunu ve 4  hiicreli asamaya gectigini
gormekteyiz gormekteyiz.

ITSBY-G3- X100 KIMKHBY —-G3-X100

o
v
J AR

Oositin  fertilize oldugunu ve bir Oositin  fertilize oldugunu ve “morula”
oositin “compaction” asasinda oldugunu asamasinda oldugunu gérmekteyiz

gorlilmektedir.

Resim 3.7.5. Ugiincii giinde kiiltiir ortaminda cesitli oosit ve embriyolarmn x100’liik
biiyiitmedeki goriintiileri. Ugiincii giiniin sonunda ITSBY’de bir oositin fertilize oldugu ve
compaction agamasma gegtigi goriildii. KIMKHBY deki bir oositin fertilize oldugu ve
embriyonun morula asamasma gectigi goriildii (4E: 4 Hiicreli Embriyo, O: oosit, MR:

Morula, C: Compaction agsamasindaki embriyo) .
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Stiperovulasyon yapilan hayvanlardan toplanan 96 oosit her bir besiyerine esit olacak
sekilde dagitildi ve sonug olarak 3. Giiniin sonunda yapilan incelemede 39 oositin fertilize
oldugu gozlendi. Bu fertilize oositlerin bir kismi Resim 3.7.6 ile gosterildi. Fertiliza
olmayan oositler ise Resim 3.7.3 ile gosterildi.

0OSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-G3- X200 SSBY-G3- X200

LAY -
of \ =A\

Alfa-MEM Besiyeri igerisinde bulunan "Qositin 3. Giniin sonunda fertilize
Metafaz 1 oosit saglikli  bir gsekilde oldugunu ve 8 hiicreli asamaya gegtigini
gormekteyiz gormekteyiz.

ITSBY-G3- X200 KIMKHBY -G3-X200

Oositin  fertilize oldugunu ve bir Oositin fertilize oldugunu ve “morula”
oositin morula asasinda ve diger oositin ise asamasinda oldugunu gormekteyiz. Fakat
klivajda oldugunu gérmekteyiz. embriyoda %40  fragmante  oldugunu

gormekteyiz..
Resim 3.7.6. Ugiincii giinde kiiltiir ortaminda oosit ve embriyolarm x200’lik

biiyiitmedeki goriintiileri. KIMKHBY de morula asamasindaki embriyonun %40 oraninda
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fragmante oldugunu goriildii. ITSBY’de morula asamasindaki embriyonun ise saglkli

oldugu goriildii (4E: 4 Hiicreli Embriyo, O: oosit, MR: Morula).

BY etkisinin fertilizasyon oranina katkis1 Tablo 3.7.1 ile gosterildi.

Tablo3.7.1 | ITSBY SSBY AMBY KIMKHBY
Besiyerlerindeki Oosit 24 24 24 24
Miktar1
Fertilize Oosit Sayisi 13 12 0 14
Dejenere Oosit Sayisi 6 7 12 6
Saglikli Profaz I Oosit 3 2 4 1
Saglikli Metafaz I1 Oosit 3 4 9 4

Tablo 3.7.1. Siiperovulasyon Yapilmis Disi Siganlardan Toplanan Oositlerin
Fertilizasyon Orani, Profaz | Ve Metafaz 11 Oosit Miktarlar1 Ve Dejenere Oosit Miktarlari.
Altinc1 giiniin sonunda yapilan incelemede ITSBY’deki oosti ve embriyolarin
saglikli oldugu gozlendi. ITSBY deki oositlerin %20’lik kisminda dejenerasyon gdzlendi
(Resim 3.7.7).

OOSIT YASAMA SURECLERI
SSBY-G6- X100

.‘\

AMBY-G6- X100

Alfa-MEM

Besiyeri icerisinde 6. Gilinde bulunan oositlerin bir
bulunan Metafaz | oosit saglikli bir sekilde kisminin dejenere oldugunu gérmekteyiz.
gormekteyiz

ITSBY-G6- X100 KIMKHBY -G6-X100
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Morula asamasindaki embriyonun Altinct giiniin sonunda embriyolarin ve
saglikli oldugu goriilmektedir. Oositlerin oositlerin saglikli oldugu goriilmektedir.
%801 saglikli olarak gdzlenmistir.

Resim 3.7.7. Altinci giinde kiiltir ortaminda oosit ve embriyolarm x100’Lik
biiyiitmedeki goriintiileri. Altmci1 giinde AMBY icerindeki oositlerin saglikli oldugu
goriildii. KIMKHBY de 2 oositin dejenere oldugu ve diger oositlerin saghkli oldugu
goriiliirken, ITSBY ’nde 4 dejenere , SSBY de ise 3 dejenere oosit goriildii (2E: 2 hiicreli
embriyo, MR: Morula,MII: Metafaz Il, DO: Dejenere Oosit, C: Compaction).

Ayn1 zamanda oostilerin %20’sinin dejenere oldugu gozlendi. KIMKHBY ’de
bulunan oositlerin Altinci giiniin sonunda biiyiikk bir kismmin saglikli oldugunu
gozlemledik. KIMKHBY’deki embriyolarm ise yasamlarma devam ettigini fakat
embriyolarin bazilarinin fragmante yapida oldugunu gézlemledik. Bu bize KIMKHBY ’nin

oosit maturasyonu ve kiiltiiri agisindan uygun ortam oldugunu gostermistir (Resim 3.7.8).
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OOSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-G6- X200 SSBY-G6- X200

AMBY igerisinde bulunan Metafaz | Altinc1 giinde bulunan oositlerin bir
oosit saglikli bir sekilde gérmekteyiz kisminin dejenere oldugunu gérmekteyiz.
ITSBY-G6- X200 KIMKHBY -G6-X200

Altinc1 giinde embriyo ve oositlerin Altiner giiniin sonunda embriyolarin

saglikli oldugu goriilmektedir. ve oositlerin saglikli oldugu goriilmektedir.

Resim 3.7.8. Altinc1 giinde kiiltiir ortaminda oosit ve embriyolarin x200’liik

biiyiitmedeki goriintiileri. SSBY’deki incelemede ise embriyolarm saglikli oldugu fakat

%380 oraninda fragmantasyonun meydana geldigi gézlenmektedir. Ayn1 zamanda embriyo

kiltiric ve fertilizasyon agisindan da uygun bir ortam olarak gozlenmektedir. Fakat

KIMKHBY "deki oosit ve embriyolarda bir dejenerasyon gdzlenmemektedir (2E: 2 hiicreli

embriyo, MII: Metafaz 11, DO: Dejenere Oosit, C: Compaction).

Altinc1 giiniin sonunda ITSBY ve SSBY’de bulunan embriyolarm saglkli oldugu

gbzlenmistir. Altinct giiniin sonunda AMBY uygulanan oositlerin yarisinin dejenere
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oldugunu gozlemledik. Bu bize AMBY ’nin embriyo kiiltiirii ve gelisimi, oosit kiiltiirli ve
gelisimi i¢in uygun olmadigin1 géstermektedir. (Resim 3.7.9).
OOSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-G6- X100 SSBY-G6- X100

-

ia

AMBY igerisinde bulunan Metafaz Altmer giinde bulunan embriyolarin
Il oosit saglikli bir sekilde gormekteyiz ~ %80 oraninda fragmante oldugunu
gormekteyiz

ITSBY-G6- X100 KIMKHBY —-G6-X100

Morula asamasmdaki embriyonun Altmer gilinlin sonunda embriyolarda
saglikli oldugu goriilmektedir. %60 fragmantasyon ve oositlerin saglikli
oldugu goriilmektedir.

Resim 3.7.9. Altinct giinde kiiltiir ortaminda gesitli oosit ve embriyolarin x100’lik
biiylitmedeki goriintiileri. SSBY’deki 4 ve 8 hiicreli emmbiriyolar altinc1 glinde morula
safhasina gectigi goriildii. ITSBY de bulunan morula sathasindaki embriyo altinc1 giinde de

morula sathasinda goriilmektedir (MR: Morula asamasindaki embriyo, 8E: 8 hiicreli
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embriyo, C: Compaction asamasindaki embriyo, MII: Metafaz II oosit, DO: Dejenere
Oosit)

Dokuzuncu Giinde yapilan incelemede AMBY icesinindeki oositlerin tiimiiniin
dejenere oldugu goriilmektedir. Ayrica SSBY ve ITSBY’deki oosit ve embriyolarm
dejenere oldugu sadece SSBY uygulamasinda 1 adet oositin saglikli oldugu goriilmektedir.
KIMKHBY’de bunlunan oosit ve embriyolarin dejenere oldugunu ve sadece bir oositin
saglikli oldugu goriilmektedir (Resim 3.7.10).

0OSIT YASAMA SURECLERI
AMBY-G9- X200 SSBY-G9- X100

AMBY igerisinde bulunan metafaz | Altinct giinde bulunan oositlerin bitylik bir
oosit’in dejenere oldugunu gérmekteyiz kisminin dokuzuncu giinde dejenere haldeydi.

ITSBY-G9- X200 KIMKHBY -G9-X100

Dokuzuncu Giinde Morula Dokuzuncu giiniin sonunda embriyolarin

asamasindaki embriyonun dejenere olmus ve ve oositlerin  ¢ogunun  dejenere  oldugu
2 hiicreli embriyonun da dejenere oldugu goriilmektedir.

goriilmektedir. Oositler dejenere haldedir.
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Resim 3.7.10. Dokuzuncu giinde kiiltiir ortaminda oosit ve embriyolarin x100’liik
biiyiitmedeki goriintiileri. Dokuzuncu giinde SSBY ve ITSBY’deki embriyolarin tiimii
dejenere oldugu goriildii. SSBY’deki oositlerden ise sadece dort tanesinin saglikli oldugu
goriildii. ITSBY’deki oositlerin ise ii¢ tanesi saghkli oldugu gériildii. AMBY deki
oositlerin bir tanesi saghkli oldugu goriilmiistir. KIMKHBY ’deki oositlerden 9 tanesi
saglikli goriiliirken embriyolardan 3 tanesinin compaction asamasinda arestte kaldigi
gozlendi (MR: Morula asamasindaki embriyo, D2E: Dejenere 2 hiicreli embriyo, DC:
Dejenere compaction agsamasindaki embriyo, MII: Metafaz I oosit, DO: Dejenere Oosit,
O: Oosit, DMR: Dejenere Morula asamasindaki embriyo).

Oositlerin  sperm ile uygulamasmin ardindan fertilize olmadiklarinda dejenere
olmalarina BY etkisinin incelenmesinde yine en anlamli olumlu etkinin KIMKHBY ile

gerceklestigi saptandi (Tablo 3.7.2.).

Tablo 3.7.2 AMBY SSBY ITSBY KiMKH
OOSIT SAYISI BY

0. GUN 14 15 16 17

3. GUN 11 13 15 16

6. GUN 9 10 11 14

9. GUN 1 4 3 9

11. GUN 0 1 0 3

Tablo 3.7.2. Oositlerin AMBY, KIMKHBY, SSBY, ITSBY’de 0, 3, 6, 9 ve 11.

giinlerdeki yasama stiregleri ve besiyerlerinin oosit yasam siireglerine etkisi.

Oositlerin  sperm ile uygulamasmin ardindan fertilize olmadiklarinda dejenere
olmalarma BY etkisinin incelenmesinde embriyo kalitesi agisindan siiperovulasyon
yapilmayan gruba gore karsilasirildi ve yine en anlamli olumlu etkinin KIMKHBY ile
gergeklestigi saptandi (Tablo 3.7.3).
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Tablo 3.7.3. Metafaz 11 Metafaz | Profaz I Toplam
(MII) Oosit (M) Oosit (PI) Oosit
SO+ 48 oosit 26 oosit 22 oosit 96
(FSH+HCG, n=10) (%50) (Ort. %27) (ort. %23)
SO- 20 oosit 25 oosit 15 oosit 60
(n=10) (%20) (ort. %41.6) (%25)

Tablo 3.7.3. Oosit olgunlugunun gruplara gore yiizde dagilimu.
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4. TARTISMA

Infertilite giiniimiizde gittikge artan bir problem olup insanlarm cocuk sahibi
olamamasi kaliteli bir yasam ve toplumsal huzur acgisindan Onemli sorunlara neden
olmaktadir. Infertilitede goriilen dnemli problemlerden bir tanesi oosit, sperm, embriyonun
yasam, kalite ve olgunlagsmasinin sorunlu olmasi ve iriiniin olusmasi igin yeterli
olamamasidir. Bu amagla degisik besiyerleri gelistirilmeye ¢alisilmakta ve ciddi
basarilarda elde edilmektedir. Ancak tiim bunlara ragmen basar1 orani hala %30’lar
civarindadir. Kok hiicreler son giinlerin popiiler konular1 olup, kendileri ve salgiladiklar:
faktorlerle saghigin degisik konularinda kullanilmaya baslamis ve sadece hizmet etmekle
gorevli bu hiicrelerin bir zarar vermedikleri de ortaya konmustur. Bu calismada kok
hiicrenin diger hiicreler i¢in olabilecek faydalari iireme hiicreleri i¢in kullanilmak istenmis
ve salgiladiklar1 faktorler nis ortami olarak degerlendirilip besiyerlerine eklenmistir.
Sonuglarimiz kok hiicrenin nis etkisinin tireme hiicreleri ve embriyo i¢in olumlu etkiler
yarattigini gostermekte ve infertilitede kullanilabileceklerini diisiindiirmektedir.

Oosit toplama sonucu elde edilen IVF oncesi orneklerde KIMKHBY
uygulamasinin olgunlasma ve yasam kalitesine olumlu katki sagladigi goriildii. Ayrica
zaman bagimli bozunmalarinda yine olumlu katkinin saglandigi anlasildi. Siiperovulasyon
uygulandiginda daha fazla oosit eldesi ve kalitenin arttirilmas: saglandi. Bu durumda
KIMKHBY uygulamasmin olumlu etkileri daha belirgin olarak izlendi. Onceden yapilmis
benzer bir ¢calismada MKH’lerin salgiladiklar1 bazi faktorlerin mayoz olgunlasmasinda ve
embriyo gelisimde etkili olabilecegi diisiincesi incelenmis ve kumulus hiicreleri ile birlikte
folikiil gelisimi ve oosit olgunlasmasindaki etkileri ortaya konmustur. Oosit
olgunlasmasinin etkilenmesi in vitro fertilizasyon sonrasi blastosist formasyonunun
olusmasi ile ortaya konmus ve kok hiicrelerin beklemis besiyerlerinde (conditional
medium) germinal vezikiil ever diizeyinde incelenmistir. Beklemis besiyeri DMEM,
AMEM ve ITSBY ile karsilastirilmis ve herbir besiyerinde 120 oosit ile yapilan ¢alismada
tubal stvinin 4 kat1 besiyerlerinde yaklagik 2 kat1 olgunlagsma orani elde edilmistir. Daha da
onemlisi blastokist evresine kadar olan embriyo gelisimde kok hiicre nisinin etkisi 2 ve 8
kat1 olacak sekilde artmustir. in vitro maturasyon siirecinde oositlerde kortikal graniil

davranisinin  kok hiicre etkisi ile daha belirgin oldugu 06zellikle preantral folikiil
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gelisiminde onemli rol oynadigi gosterilmistir. Kiiltiir ortaminda kok hiicre nisi ile
saglanan bu etkilerden hormonlar da etkilenmis ve diger besiyerleri ie karsilastirildiginda
Ostrojenin 2 Kat, progesteronun ise 10 kat arttigi kiiltiir ortamima verilen HCG uyarimi1
sonrasinda anlasilmistir (Ng, E.H ve ark. 2003). Bunun anlami kok hiicrelerin kendi
besiyerlerine verdikleri faktorler, preantral folikiil gelisimini, oosit olgunlagmasini ve
embriyo gelisimini olumlu yonde etkiledigi seklindedir. OQositlerinn IVM siirecinde hem
sitoplazmik hem niiklear olgunlagma siire¢leri gegirmesi basar1 bir fertilizasyon ve embriyo
gelisimi i¢in mutlaka gereklidir (Demeestere | ve ark. 2005). Niiklear olgunlagsmanin
gostergesi olan GV yikimi ve polar body kutuplasmasi ile ortaya konurken, sitoplazmik
olgunlasma ile belirtecler ¢cok anlasilmis degildir.

Kok hiicreler besiyerlerine MCP, VEGF, EGF, FGF, IL, LIF ve TGF beta gibi
sitokinler ve biiylime faktorleri salgilamaktadir. Deneysel amacgli toplanan oositlerin
kumulus karakteristikleri OKK olarak bilinip iki kategoriye ayrilir. Bunlarin ilkinde sik1 bir
sekilde baglanmis ve kathi bir kumulus tabakasinin varligi, ikincisi ise gevsek ve
cogunlukla ortadan kalkmis ve yayilmis kumulus varhigidir. Ik gruptaki OKK larin oositin
mayoz maturasyonunda O6zellikle de GAP junctionlarina destek verdigi ve olgunlagma
stirecinde oositin ¢evresi ile iliski kurmasma yardimci oldugu diisiiniilmektedir. Bu sayede
gergeklesen sitoplazmik olgunlagsmanin fertilizasyon sonrasi gelisimi etkiledigi ve
embriyonun kalitesini belirledigi ongoriilmiistiir. Kok hiicre ve nisinin bu siire¢lerdeki
etkisi agisindan da Onemli oldugu c¢alismamizda da desteklenmektedir. Ciinkii
deneylerimizde bulunan 2 hiicreli asama ile sonraki evrelerde kok hiicre nisinin diger
besiyerlerine gore ¢ok daha etkili olmas1 gelecek icin timit veren bir bulgu olmaktadir.
Ozellikle EGF ve IGF-1 diizeylerine yaptiklar1 etkiler sebebiyle kumulus hiicrelerine
benzer bir sekilde germinal vezikiill bozulmasina yardimci olduklar1 iddasi
desteklenmektedir. Bu sonuglar 1s1ginda kiiltiirdekine benzer sekilde in vivo sartlarda da
kok hiicre ve nisinin etkili olabilecegi tahmin edilebilir. in vivo sartlardaki bu etkinin
Ozellikle erken donemdeki preantral folikiillerde saptanmis olmasi ve bu folikiillerin
icerdikleri hiicreler agisindan teka, graniiloza ve oosit olarak kok hiicrenin birgok etksini
gostermesinde kullanilabilir. Kiiltiir ortamindaki deneylerde bu hiicrelere kok hiicrelerin
etkisi gosterilmis ve daha 6nemlisi kok hiicre uygulamasina bu hiicrelerin gerceklestirdigi

hormona cevaplar ortaya konmustur. Bu etkiler sonucunda kok hiicre nisinin olusturdugu
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daha olgun mayoz siireci MII evresinde oositlerin fazlalagsmasina, olgunlagsmasimna ve
IVF’de kullanilmak iizere ideal halini bulmasinda yardimei olacaktir (Ling B. ve ark
2008). Kok hiicre nis etkisinin oosit aktivasyonunda da rol aldigi ve proniiklear
formasyonu etkiledigi ve bu etkileri kalsiyum {izerinden yaptig1 diisiiniilmiistiir. Oositin
kalsiyumla bu iliskisinde gap junctionlarin kullaniliyor olmasi ve normal bir embriyo
gelisimi i¢in bu siirecin varhigi bir baska mekanizma olarak kok hiicre i¢in etkili
olabilmektedir (Feng DQ. Ve ark. 2009)

Onceki calismalarda sicanlarda oosit toplamanin bircok faktdr etkisi altinda
oldugu, bunlardan kendiliginden olusan aktivite ve olgunlasma tiretici faktér (Maturation
Promoding Factor, MPF) farkli cinslerde degisik diizeylerde olmasi nedeniyle 6nemli
oldugu gosterilmistir. Bu faktorlerin siiperovulasyonla daha etkili hale geldigi ve olusan
oositlerin daha ¢ok etkilendigi saptanmstir (Ross PJ. 2006). Bir baska ¢alismada IVF igin
kullanilacak oositlerde kumulus hiicrelerinin implantasyonu etkiledigi ve yonlendirdigi
goriilmiistlir ve miimkiinse kumulus hiicrelerinin olumlu etkilerinden yararlanmak i¢in ¢ok
fazla uzaklastirilmamalar1 gerekmektedir (Bagis H. ve ark. 2001). Oositler ilizerine kok
hiicrenin etkisini gosteren ve bunu IVF ile iliskilendiren ¢ok fazla ¢alisma
bulunmamaktadir. Deri kdkenli kok hiicreleri ile yapilan bir caligmada oosit farklilagsmasi
sonucunda germ hiicresi 6zgiin belirtegleri in vivo yada in vitro olarak tanimlandig:
saptanmugtir. Dahasi bu hiicrelerin hasar gérmiis overe verildiginde orada kaldiklari,
bisulfan ile hasar verilmis overlerde hasar1 tamir ettikleri ve inflamatuvar sitokinlerden
TNF, TGF, IL ve IFN (Interferon) salgiladiklar1 saptanmustir. Bu hiicrelerin ayricana
oogenez belirteg genlerinden NOBOX, NANOS3 ve LHX8 miktarmi arttirdig1 saptanmistir
gosterilmistir (Lu ve ark. 2007). Bu ¢alismalar bizim ¢alismamizda goériilen kok hiicrenin
nisi ile elde edilen olumlu etkilerin varligina destek vermekte ve overdeki folikiiller i¢in
hasar gérmiis overlerde kok hiicre tedavilerinin anlamli olacagina isaret etmistir (Lai D. ve
ark. 2014).

IVF icin gerekli olan diger es durumundaki spermlerin benzer sekilde kok hiicre
uygulamalarinda 6zellikle harekete olan olumlu etki zamana bagli bozunmalar iginde
belirgin bir sekilde kendini gosterdi. Spermler i¢in kok hiicrenin arastirildig: bir caligmada
sican hastalik modelinde bisulfan uygulamasi sonucunda GFP ile isaretlenmis MKH’ler

rete testisten uygulanarak neredeyse kontrole benzer sekilde olumlu sonuglar elde
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edilmistir. VASA+ ve SCP1+ hiicreler GFP ile isaretlenmis hiicrelerde goriilmiis, daha da
onemlisi bu hiicrelerin dogan bebeklere gegtigi saptanmist1 (Cakict ve ark 2013). Sperm
fonksiyonelliginin kayboldugu soguk ile koruma siireclerinde rehabilitasyon basamagi
olarak MKH’ler kullanilmis ve hasar olusmus hiicrelerde rejenerasyonu hem salgladiklar1
mikrovezikiiller hemde Trettikleri trofik molekiillerle diizelttikleri goriilmiistiir.
Dondurulmus hiicrelerin 1sitilma siireclerinde, yasayabilirlik, hareketlilik ve antioksidan
kapasite kok hiicre uygulanmayan gruplara gore ¢ok daha belirgin bir sekilde arttigi
saptanmustir. Ayrica CD29, CD44 ve ICAM-1 ve VCAM-1 gibi yiizey adezyon
molekllerinin ¢ok daha fazla salgilandiklar1 tespit edilmistir (Mokarizadeh ve ark.2013).
Daha da onemli bu calismada yag kokenli kok hiicre ile MKH arasinda higbir fark
bulunmadig1 da tespit edilmistir. Bizim c¢alismamizda benzer bulgularin olmasi yakin
gelecekte insana uygulamalarinin baslayacagina isaret etmektedir. Yapilmis bir bagka
calismada bisulfan uygulanmis testislerde spermatogenez durdurularak bu sefer BrDU ile
isaretlenmis MKH ler uygulanmis, Spermatogonia, primer spermatosit ve
spermatozoidlerin kontrol grubuna benzer sekilde tekrardan tiretildigi goriilmiistiir. Ayrica
bu hiicreler BrDu ile isaretlenmis hiicreler olarak da tanimlanmistir (Monsefi M ve ark.
2013). Yine yapilmis bir baska ¢alismada trangenik farelere c-Kit mutant durumda GFP ile
isaretlenmis KIMKH’si verilmis ve hiicrelerin yasadiklar1 sertoli hiicrelerine benzer bir
goriiniim elde ettikleri ve seminifer tiibiillerde FSH reseptorii tanimladiklar1 saptanmistir.
Bu hiicrelerin ayrica spermatogonia ve speratosit benzeri goriiniinmde olduklar1 ve VASA
ile isaretlendikleri saptanmistir. Tiim bu bulgular calismanin sonucalarmi destekler
nitelikte olup gelecekte IVF i¢in yardimci olacaklar1 sekilde timit vermektedir (Lu ve ark.
2007).

IVF uygulamasi i¢in gereken iki farkli germ hiicresinin kok hiicre ile olan
etkilesimlerini izledikten ve olumlu katkilarini saptadiktan sonra bu hiicreleri deneysel
ortamda fertilizasyona zorlayarak nis etkisinin bu durumdaki degerini anlamaya c¢alistik.
Yaptigimiz deneysel model optimizasyon sartlart ile yonlendirilmis olup bu konuda
literatiirde Onemli degisiklikler bulunmaktadir. Deneyimizde MII asamasinda bulunan
oositler kiiltiir ortamina alinip iizerine konan spermlerin bozunma siiregleri olan 45 dk
boyunca muamele edilmeleri saglandi. 45 dk ile 3 giinliik periyod arasinda fertilizasyona

zorlanan oositlerin fertilize olmalar1 durumunda embriyonun ilerleme agsamalar:
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kaydedildi. Hem fertilizasyon hem de sonrasinda gerceklesen yariklanma ve bdliinme
donemlerinde KIMKHBY *nin daha etkin bir olumlu katki verdigi goriildii. Yapilmus bir
calismada ITSBY kullanimu ile 8-10 saat arasinda sicanlarda fertilizasyonun gergeklestigi
ve olusan embriyolarin vitrifikasyon ile dondurulmalarinda ve daha sonra ¢ikarilarak
isitilmasinda ve bdyle olusan dogum oranlarinda olduk¢a iyi Sonuglar alindigi
gosterilmistir (Aoto T. Ve ark. 2011). Literatiirde disi hayvanlarin ovulasyon indiiksiyon
protokoliinii belirlemek amaciyla bircok calisma bulunmaktadir. Yapilan bir ¢caligmaya
gore eriskin Wistar-Imamichi siganlarin intraperitoneal PMSG enjeksiyonunu 48. saat
sonra siiperovulasyon yapilmasi i¢in intraperitoneal HCG enjeksiyonu yapildi (Kaya M.
2008). Uygulanan PMSG ve HCG dozlar1 0, 75, 150, 300 IU/kg idi. Elde edilen sonuglara
gore, eriskin siganlarda (10-15 haftalik) PMSG oosit sayisin1 ve fertilize olmus oosit
sayisint doz bagimli sekilde 150 IU/kg‘a kadar artirdigini bulunmstur. Fakat PMSG
tedavisi sonucu, eriskin siganlarla karsilastirildiginda geng siganlarda (6-9 hafta) bu etkinin
yaris1 gozlediler. Fertilizasyon oran1 geng ve eriskin sicanlarda yiiksek yiizdede ve benzer
buldular. Bu ¢alismanin sonucuna bakildiginda yazarlar, transgenik rat tiretimi i¢in yliksek
sayida fertilize oosit toplanmasi amaciyla, siiperovulasyon igin 6-9 haftalik gen¢ siganlar
yerine 10-15 haftalik eriskin si¢anlarin kullanilmasi gerektigini ve PMSG (Pregnant Mare
Serum Gonadotropin) tedavisinin 150 IU/kg ve HCG tedavisinin 75 IU/kg olmasini
onermiglerdir (Mukumoto S. ve ark. 2001). Sonug¢ olarak, ozellikle oosit toplama
evresinden once olasilikla uzun siireli ve pahali bir deneyin gerceklestirildigi deneysel IVF
calismalarinda c¢alismacilarin kendi kullandiklar1 deneklere ait optimal doz ve siireyi
belirleyen pilot ovulasyon indiiksiyon g¢alismalarin1 da g¢alisma planlarina almalarmin
gerekliligini isaret etmektedir (Kaya M. 2006)

Yapilan bir ¢aligmada sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde fertilizasyon
oranlar1 incelenmis ve bozulduklar1 belirgin bir bicimde saptanmustir. bu ¢aligmada fare ile
yapilan IVF denemelerinde kullanilan parametreler ile hiicrelerin etkilenmeleri ve
bozunmalar1 ortaya konmustur. Bunlar arasinda oosit maturasyonu ve fragmantasyon
oldugu goriimektedir. Bizde bunlardan ooit ve embriyo kiiltiirii tekniklerine bakip kok
hiicre nis etkisinin olusturdugu degisiklikleri inceledik (Kaya M. 2006).

KIMKH olgun organlardaki dokularda olduk¢a yaygin bir sekilde olup yapisinda
monosit kemotaktik protein-1, epidermal biiyiime faktorii (EGF), fibroblast bilyiime
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faktori-2 (FGF-2), vaskiiler endoteliyal biiyiime faktori-A (VEGF-A), interlakiin-6,
16kosit biiyiime faktorii gibi esitli sitokinleri ve bilyiime faktorlerini icerir. KIMKH kiiltiir
esnasinda trettikleri faktorleri besiyeri igerisine verir (Feng DQ. 2008). Calismamizda nis
dedigimiz bu faktorlerin oosit olgunlasmasma ve in vitro fertilizasyona olumlu etki
yaptigin1 gdsterdik. Yaptigimiz ¢alismaya gore KIMKH besiyerine birakilan Pl oositlerin
ticlincii giinlin sonunda yapilan incelemede oositlerin MII oositini olustirdigu gézlemledi.
Bu sonu¢ KIMKH besiyerindeki faktdrlerin oosit olgunlagsmasinda énemli bir role sahip
oldugunu gosterdi. Bu oositler {izerine daha 6nceden erkek siganlarin epididimislerinden
toplanan spermler bu olgun oositler lizerine birakildiginda fertilizasyon miktarmimn diger
besiyerine oranla daha fazla embriyo elde edildigi gdsterilmistir. Ayrica bu KIMKH kiiltiir
besiyerinin embriyonun klivaj orani embriyo gelisimi olumlu yonde tetikledigini
gostermektedir. IVF icin kaliteli ve olgunlasmis MII oositlerinden fazla sayida elde etmek
icin SO islemleri UYTE icin ¢ok Onemlidir. Mensturel dénemde gonadotropinlerin
yilikselmesinin sonucunda buradaki oositlerin gelismesine ve bu oositlerin mayotik
maturasyonunu indiikleyici etkide oldugu gosterilmistir (Clift ve ark. 2013). Disilerde,
ovaryumda oositler olarak adlandirilmis yumurta Onciil hiicreleri dogumdan Once
ovaryumda tutulur (Johnson ve ark. 2004; White ve ark. 2012). Depolanan bu oositler
dogacak yavrulardaki genetik cesitliligi korunmasmi saglayan DNA replikasyonu ve
rekombinasyonu ¢oktan gerceklesmistir. Embriyonel donemdeki bu oositler mayotik
profazda areste kalir ve primordiyal folikiil olarak adlandirilan folikiil ile c¢evrilidir.
Puberteya kadar bu oositler profaz I asamasinda kalir, puberteden sonra bu oositler
mayotik boliinmesi mayoz II nin metafazina kadar devam eder ve burada areste kalir (Clift
D ve ark. 2013). Cogu memeli tiirlerinde, oosit olgunlasmasinda, disi gamet gelisiminin
son adimi ovulasyondan 6nce meydana gelir. IVM embriyo gelisim siirecini desteklemek
icin ¢ok sayida olgun oositi iliretme esasina dayanir ve bdylece klinikte ve memeli
hayvanlarin tiretimi i¢in yararli olabilir (Gilchrist RB, 2011). Oosit olgunlagmast molekiiler
faktorlerin birgogu tarafindan kontrol edilir ve ikisi de bir oositin gelisimsel yeterliligi i¢in
gerekli olan niikleer ve sitoplazmik olgunlagsmayi igerir (Sirard MA ve ark. 2006). Niikleer
olgunlagmada oositler oositlerin Pl siirecinden germinal vezikiil yikimi agamasina gectigi,
MI siirecini atlattig1 ve anafazl/telofaz I siirecinden MII siirecine gectigi diistiniilmektedir.

Sitoplazmik olgunlagsmada siirecinde organellerin dagilimi, sitoiskelet dinamikleri, RNA,
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protein ve metabolitlerin anne kaynakli olanlarmin degitrilimesi esasma dayanir (Ferreira
EM. ve ark. 2009).

Oositlerde niikleer olgunlagsma basarili bir sekilde tamamlansa bile fertilizasyondan
sonraki meydana gelecek gelisimi tamamlayabilmek ve saglikli bir seklide embriyo
gelisimi deva ettirebilmesi i¢in oosit sitoplazmasinda da degisiklikler meydana gelmelidir.
Buna “Sitoplazmik Olgunlasma” denir. Sitoplazmik olgunlagsmasini tamamlayamayan
oositlerin kaliteleri kétiidiir ve normal gelisimsel siirecleri tamamlayamazlar. Oosit ¢api ile
embriyo gelismesi ve ilerleyen embriyonel gelisimi destekleme yeteneginin kazanilmasi
arasinda dogrudan bir iligki vardir ve oositler smir ¢aplarmna (6rnegin sigir icin bu deger
120 pum’dir) ulasmadan mayotik yetenegi kazansalar dahi sitoplazmik olgunlasma meydana
gelmediginden, ileri embriyonik gelisimi destekleyemezler (Krisher, R.L. 2004). Oosit
maturasyonu farelerde 12 ila 14 saat ve insanda ise 24 saatten fazla siirmektedir (Clift D ve
ark. 2013).

Ovaryumlarda oosit rezervi fotal hayatta belirlenir ve tiim tireme hayat1 boyunca bu
rezerve ait primordial folikiiller olgunlagsma periyoduna girerek Graff folikiiliiniin
ovulasyonuyla giderek tiikenir. Bu rezervin insanda sadece %1°1 rodentlerde ise %10’u
ovulasyon asamasina kadar olgunlasir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) tanimina gore
infertilite bir y1l korunmasiz koitusa ragmen gebeligin olusmamasidir ve lireme cagindaki
ciftlerin yaklasik %10-15’inde goriilmektedir. Infertilite ¢iftlerin %40’ inda erkek kaynakli,
%40’mda kadin kaynakli ve %?20’sinde de ciftlerin her ikisinden kaynaklanmaktadir
(Wiirfel, 2003). Kadmlardaki en 6nemli infertilite problemi ovulatuar disfonksiyondur
(Speroff ve ark., 1999). Ovaryum stimulasyonu i¢in uygulanan eksojen hormonlarin
ovaryum rezervi i¢in tamamen risksiz bir prosediir olup olmadigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir (Liang, Xu ve ark., 2009). Yapilan ¢aligmalarda ovaryum rezervinde
bulunan erken gelisim asamasindaki aktive olmamis folikiillerin aktivasyonunda
gonadotropinlerin etkili olabilecegi gosterilmistir (Flaws ve ark., 1997; Meredith ve ark.,
1986). Rodentlerde yapilan ¢aligmalar da erken folikiillerin gelisiminin gonadotropinlerin
etkisiyle oldugunu diisiindlirmiistiir bununla birlikte hayvanlarda ve insanlarda dolasimdaki
minimal FSH veya defektif FSH reseptorleri varliginda bile folikiillerin antral evreye dek
ulagsmis olmalar1 nedeniyle preantral folikiil gelisiminin gonadotropin bagimsiz oldugunu

diisiindiiren caligmalar da mevcuttur (McGee ve Hsueh, 2000). Ovaryum hiperstimiilasyon

-108 -



tedavisinin ovaryum yanitina, toplanan oosit sayisina, oosit sitoplazma ve ¢ekirdek
olgunlagmasina, embriyonun kalitesine, implantasyon oranimna etkisiyle ilgili pek ¢ok klinik
ve deneysel c¢alisma literatiirde mevcuttur (Ertzeid ve Storeng, 2001; Combelles ve
Albertini, 2003; Van Blerkom ve Davis, 2001, Chao, Lee ve ark., 2005).

Mezenkimal kok hiicrenin ve olusturdugu nis ortammin IVF {izerindeki etkileri
sadece embriyo olusu i¢in onemli olmayip, somatik hiicre niiklear transferi ile yapilan
klonlamalarda da gelecek gosterdigi ve bir iimit olabilecegi ortaya konmaktadir (Opiela J
ve Samiec M 2013). Domuz kemik iligi kok hiicrelerinden yapilan klonlamada yariklanma
oraninin blastosist olusum oranmin ve i¢ hiicre kitlesindek hiicre sayisinin mezenkimal kok
hiicrelerden klonlasmis hiicrelerde ¢ok fazla sayida oldugu ve niiklear transfer yapilmis
embriyolarda TUNEL+ hiicrelerin kok hiicreyle azaldigi tespit edilmistir (Jin HF. 2007) Bu
hiicrelerden olusan etkinin sadece germ hiicrelerine degil onlarin birlesiinden olusan
embriyonun kabulunde, endometriyum i¢in de 6nemli katkilar saglaycagi diistiniilmektedir
(Cuman C. ve ark. 2013). Mezenkimal kok hiicrelerin igerdigi sitokinler ve biiylime

faktorlerinin bu katkilarin saglanmasinda rol oynadigi gosterilmistir (Ling B. ve ark.2008).
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5. SONUC, YORUM VE ONERILER

Fertilizasyon problemi gelismis lilkelerde her gegen giin artan bir sekilde sorun
olusturmakta ve ¢oziimii i¢in yogun c¢alismalar yapilmaktadir. Kok hiicrenin 6zellikle
mezenkimal olanlarinin zarar vermedikleri ve yarar gostermek igin her ortami firsat
bulduklar1 bilinmektedir. Klinikte faz ¢aligmalar1 olarak insanlarda kullanilan bu hiicrelerin
olumlu etkilerininin vitro fertilizasyon i¢inde gecerli olabilecegi diisiiniilerek bu
calismamizda sican in vitro fertilizasyonunda kok hiicrelerin nasil bir etkisinin oldugunu
arastirdik.

Bu ¢alismamizda KIMKH Stro-1 ve CD90 antikorlar1 ile boyadik ve pozitif sonug
verdigi gdzlemledik.

Erkek ve Ostriis donemindeki disi siganlardan toplanan oosit ve sperm Ornekleri
KIMKHBY 'nin yanmnda ITSBY, SSBY, AMBY igerisine konularak yasama siiregleri,
oosit maturasyonu ve sperm hareketliligi hesaplandi. . 0, 3, 6, 9. Giinlerde yapilan
incelemede oositin en uzun slire yasammi devam ettirdigi besiyeri olarak kemik iligi
mezenkimal kok hiicre besiyeri oldugunu gosterdik. Aynit zamanda sperm hareketliliginin
ve canlilik siiresinin de kemik iligi besiyerinde en iyi oldugu goriilmiistiir.

Ayrica KIMKHBY uygulamasmimn oosit maturasyonu agisindan da énemli sonuglar
verdigi goriilmektedir. Bu sonug¢ IVF tedavilerinde kok hiicrelerin kullanimmm etkili
olabilecegini  gdstermistir. TGF-B  gibi  faktorlerin  bulundugu besiyeri ortamina
vermesinden dolay1 kok hiicrenin oosit maturasyonunda ve fertilizasyonda 6nemli rol
oynadig1r gorisinii bize diisiindliirmektedir. Bu calismamiz IVF calismalarina bir 1s1k
kaynag1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu sonuglara ek olarak kok hiicre direkt etkisinin benzer bir ¢alisma ile
degerlendirilmesi, sonrasinda gerceklestirilecek implantasyon sirasinda benzer sekilde
endometriyuma kok hiicre ve nisinin uygulanmasi IVF i¢in 6nemli katkilar saglayacaktir.

Sonu¢ olarak hem kadmlar hem de erkeklerde kok hiicre uygulamalarinin
infertiliteye yonelik sadece tedavi olmayip koruyucu bir yaklasim olarak kullanilabilecegi
diistincesine varilmasi onemlidir. Ayrica kok hiicre 6zelikle de mezenkimal kok hiicre
tedavisi zarar vermeme anlaminda son derece emniyetli goziikmektedir. Kok hiicre
uygulamalarmim germ hiicresine yaptig1 etkilerin mekanizmalarmin anlagilmasi IVF i¢in

hala 1/3 olan bagarmin artmasini saglamada biiyiik 6nem tagiyacaktir.
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