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TESEKKURLER

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dalinda doktora programina
basladigim Isparta Siileyman Demirel Universitesi Saglk Bilimleri
Enstitiisiinde ilk danigsmanim ve bu programa kabuliimde imzasi bulunan
hocam Prof. Dr. Alpaslan Gok¢imen’e,

Ross kitabini1 oldugu gibi istifademe sunmus, doktora tez konusunun
belirlenmesi sirasinda ¢ift danismanliklardan birini iistlenmis, Manisa Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dalina
yatay gecisime miisaade etmis ve Prof. Dr. Seda Vatansever ile ¢alismamda
yonlendirici olmus bulunan hocam Prof. Dr. Meral Oncii’ye,

Akademik hayatimin ilk kademesi; Yiiksek Lisans Tezimde
danismanim olan ve sempatisi ile Histoloji ve Embriyoloji bilimine beni
baglayan Prof Dr. Ibrahim Tuglu hocama,

Kadrosuzluktan bunalip akademik hayati birakmay: diisiindiigiim
zamanlarda bana moral ve cesaret veren, “diisiinme bunlart moralini bozma
haydi git calis daha ¢ok sey 6gren” diyen Prof. Dr Kemal Ozbilgin hocama,

Bundan sonraki akademik hayatimda yoneticiligi ve hosgoriisiiyle
unutamayacagim hocam Prof. Dr. Seving Inan’a

Ozellikle yiiksek lisansta oldugu gibi doktora programinin tamaminda
da her zaman destek¢im, en yakinmimda olan, sorunlarimi acgikca
paylasabildigim ve hi¢cbir maddi-manevi destegini esirgemeyen aileme,

Yiiksek lisans derslerinde korkulu riiyam, doktora tez konusunun
belirlenmesinde 2. danigman oldugu halde etkili olan, CBU’ ye yatay gegis
sonras1 1. danismanim olan, sistematik calisma ve analitik yaklasimlariyla
Histoloji ve Embriyoloji bilimini zihnimde yeniden dizayn ettiren Prof. Dr.

Seda Vatansever hocama tesekkiirii bir borg bilirim.

Ars. Gor. Hayrunnisa YESIL



ONSOZ

Infertil vakalarda oosit gelisiminde ve ayrica tiip bebek merkezlerindeki
kaliteli oosit eldesinde, kiiltiir sartlar1 dnem kazanmaktadir. Ozellikle in vivo ortama
uygun kiiltiir sartlarinin olmasi oosit ve embriyo kalitesi i¢in 6nemlidir. Hazir olarak
alinan kiiltiir vasatlarinin i¢eriginde bulunan protein, aminoasit, vb. maddelerin oosit
ve embriyo kiiltliiri i¢in farkli olmasi gerekmektedir. Hatta oositin farkli
donemlerinde bile farkli igeriklere ihtiya¢c duyulabilmektedir. Elde edilen oositin
kiiltiir ortaminda in vivo ortama uygunlugu ve ayrica transfer edilecek olan
embriyonun uterus i¢i uyumu agisindan kiiltiir sartlar1 ve uyumlulugu kaliteli oosit ve
embriyo i¢in dnemlidir. IVF merkezlerine bagvuran giftlerden elde edilen oositlerin
kalitesi toplandig1 asamada iyi olmasina ragmen, kiiltiire devam edilmesi ile oosit
kalitesinde degisiklikler gozlenmesi yani sira, oosit arresti de en sik karsilasilan
problemlerdendir. Bununla beraber IVF merkezlerinde toplanan oositlerin gelisme
evreleride farkli olabileceginden, mayoz I evresinde olan oositler mayoz II evresine
gelinceye kadar beklenmektedir. O nedenle farklt mayoz evresinde elde edilen
oositlerin kiiltlir ortamlarinin farkli olmasi1 gerekliligide 6nem kazanmaktadir. O
nedenle farkli kiiltiir ortaminda kiiltiire edilecek olan oositlerin matiirasyonlarin
tamamlamalar1 veya arrestte kalmamalar1 incelenmis olmasi oositin kiiltiir sartlarinin
analizi i¢in 6nemlidir.

Bununla beraber es zamanli olarak ovaryum dokularindaki mayozu kontrol
eden faktorlerin kiiltiir ortamindaki oositlerde de incelenmesi ile, kiiltiir ortam
farklihginin oosit gelisimi {izerine etkisi de incelenmistir. Ozellikle kiiltiir ortamina
tubal sivi ilave edilmesi ile oosit kalitesindeki degisikliklerin incelenmesi
calismamizin 6zgiin degeri olarak diisliniilmiis ve klinik agidan kullanilabilirligi
analiz edilmistir. Yeni kiiltiir ortamlarin gerekliligi agisindan insan oosit denemeleri
icin bir 6n c¢alisma olan calismamiz, klinik denemeler sonrasinda da yeni Kkiiltiir
vasatlart gerekliligi dogabileceginden, firmalarinda yeni {iretime ge¢meleri
saglanacagindan piyasa hareketliligi agisindan da yaygin etkisi olacagini
diistinmekteyiz.

Prof. Dr. Seda Vatansever

Ars. Gor. Hayrunnisa YESIL
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OZET

Oosit matiirasyonu embriyonik doénemde baslaylp, mayoz I’in profaz
sathasinda duraksar ve puberte ile birlikte gelismeye baslayan folikiillerden
fertilizasyon i¢in uygun oositin atilimi gergeklesir. Oosit gelisimi sirasinda mayoz I
ve Mayoz II evrelerini kontrol eden bir¢ok molekiiler mekanizma bulunmaktadir. Bu
mekanizmalar sayesinde oositin bir fazdan diger faza gecisi saglanmakta ve
fertilizasyon icin olgun oosit gelisimi tamamlanmaktadir. Kadin infertilite
sebeplerinden oosit matiirasyonundaki aksakliklar ve/veya oositin mayozun herhangi
bir asamasinda duraksamasi (arrestte kalmasi) sonucu fertilizasyonun gelisememesi
goriilebilmektedir. Bu nedenle in vitro sartlarda oosit kiiltiir ortamlarinin
gelistirilmesi  gereklidir. Uygun kiiltiir ortamlarimin saglayabilmesi ve kiiltiir
ortamindaki embriyo canliligimin korunabilmesi i¢in, in vivo sartlar1 miimkiin
oldugunca taklit edebilen kiiltiir sistemlerine ihtiya¢ vardir. Bu amaglara yonelik IVF
kiiltiir vasatlarina ek olarak ko-kiiltiir sistemleri de tercih edilebilmektedir. Bu veriler
dogrultusunda ¢alismamizda oosit kiiltlir ortaminda matiirasyonu ve arresti iizerine
tubal s1v1 kiiltlir ortaminin etkisi ve bu ortamda kiiltiire edilmis oositlerin embriyo

gelistirebilme potansiyelleri de dngoriilmesi amaglanmustir.

Bu amag dogrultusunda superovulasyon isleminden sonra elde edilen mayoz
1 ve mayoz II evresindeki oositler, oosit kiiltiir vasat: icerisinde kiiltiire edildi. ilk
grupta mayoz 1 asamasinda Metafaz I oosit kiiltiiri ve Metafaz I oosit kiiltiirii + tubal
stvi ilaveli olan oositler, 2. gruptaki oositler ise mayoz 2 agamasinda olup Metafaz II
oosit kiiltlirli ve Metafaz II oosit kiiltiirii + tubal siv1 ilaveli olan oositler kiiltiire
edildi. Boylelikle toplam 4 grup incelendi.
Gruplar:
Grup 1: Metafaz I Oosit kiiltiirii
Grup 2: Metafaz I Oosit kiiltiirii + tubal s1vi ilaveli
Grup 1: Metafaz I1 Oosit kiiltiirii
Grup 2: Metafaz IT Oosit kiiltiirii + tubal s1v1 ilaveli

Kiiltiirin 48. saatinde oositler whole mount immunohistokimyasal analiz

yontemi ile anti-siklin B, anti-MPF, ve anti-MOS dagilimlar1 immunofleurosans
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boyama teknigi ile incelendi. Es zamanli olarak apoptotik hiicrelerde TUNEL
yontemi ile incelendi. Bununla beraber ovariyan dongii sirasinda salgilanan anti-
siklin B, anti-MOS ve anti-MPF birincil antikorlarinin dagilimlar: i¢in yukarida tarif
edilen oosit eldesi ile es zamanli olarak ovaryum 6rnekleri alindi (5 adet fareden) ve
rutin parafin takibi sonrasinda elde edilen kesitlerde anti-siklin B, anti-MOS ve anti-
MPF dagilimlar1 indirekt immunoperoksidaz yontemi ile incelendi. Ovarian doku
kesit drneklerinde TUNEL yontemi uygulanarak apoptotik hiicre tanimi1 yapildi.
Mayoz I doneminde alinan oositlerin tubal sivi ile kiiltiir sonrasinda Mayoz
Il asamasina gegctikleri gozlenirken, Mayoz II donemindeki oositlerin tubal sivi
kiiltiiri i¢inde canliliklarimi koruduklar1 ve ozellikle Emi salinimi ile her iki
donemdeki oositlerin canliliklarinin korunduklar: saptandi. Ovaryum dokusunda da
Emi salgis1 erken donemde pozitif iken, MOS and Siklin-B salgilarmin follikiil
gelisimi ile birlikte arttiklar1 saptandi.
Sonug¢ olarak oosit matiirasyonunda Emi salgis1 6nemli iken, gelisen
follikiillerde MOS ve Siklin-B salgilarinin 6nemli oldugu ve oosit canlilig ile iliskili

olduklar1 sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Oosit maturasyonu, oosit arresti, IVF, tubal s1v1
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SUMMARY

Maturation of oocyte started at embryonic stage, it hesitated during prohase |
of meiosis, started to develop in puberty with developing follicules. During the
development stages of oocyte at meiosis I and meiosis II, many molecular
mechanisms controls. These mechanisms also provided to transition from one phase
to another phase of oocyte and was complemented by the development of mature
oocytes for fertilization. Oocyte maturation problems and/or pauses of development
of oocyte during meiotic stage (remain in arrest) could not be seen fertilization.
Therefore, the culture condition for oocyte had to be develop. Provided appropriate
culture media and to protect the viability of embryos cultured in vivo culture system
that could mimic conditions were needed as much as possible. For these purpose, in
addition to IVF culture medium, co-culture systems might be preferred. According to
these data, in our study, we investigated to analyze the effect of tubal fluid culture
system on oocyte maturation and embryo development potentials. For this purpose,
after superovulation of mouse, meiosis I and meiosis II stage of oocytes would be
cultured in culture condition. In the first group, oocytes with cumulus cells would be
at stage of meiosis I, in the second group oocytes without cumulus cells would be at
stage of meiosis Il would be culture in medium with tubal fluid. A total of 6 groups
would be examined.

Groups:

Group 1 : Metaphase I oocyte culture

Group 2 : Metaphase I oocyte culture + tubal fluid
Group 3 : Metaphase II oocyte culture

Group 4 : Metaphase II oocyte culture + tubal fluid

After 48 hour of culture, oocytes would be evaluated anti-cyclin B, anti-MPF
and anti-MOS distribution using whole mount immunofleurosans staining technique.
Apoptotic cells by TUNEL assay would be evamined with the same time. In
addition, to analyze secreted anti-cyclin B, anti-MPF and anti-MOS distribution

during ovarian cycle, ovarian tissue would also be collected (form 5 mouse) and after



routine paraffin embedding protocols, the sections would be stained to with anti-
cyclin B, anti-MPF and anti-MOS using immunoperoxidase technique. In ovarian

tissue sections, the apoptotic cells would be analyze using TUNEL assay.

While the oocytes taken during meisis I were observed to pass to phase of
meiosis II following the culturing in the tubal fluid ,the oocytes in meiosis II were
noted to preserve their vitality in the tubal fluid culture and especially during both

phases with the secretion of Emi.

Key word: Oocyte maturation, oocyte arrest, IVF, fallopian tube fluid
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

OMI : Oosit Maturasyonunu inhibe edici madde
NOS : Nitrik oksit sentetaz

iNOS (NOS-2) : Indiiklenebilir Nitrik Oksit

eNOS (NOS-3) : Endotelial Nitrik Oksit

cNOS : Yapisal Nitrik Oksit

PGCs : Primordiyal germ hiicreleri

DNA : Deoksiribonukleik asit

H,0, : Hidrojen peroksit

OH : Hidroksil

TNF : Timdr nekroz faktori

TNF-a : Timor neksoz alfa

TUNEL :Terminal deoksinukleotidil transferaz

[Tdt]-mediated dUTP-biotin nick-end-labeling

FITC : Floresan izotiyosiyanat

KL : Kit Ligand

mRNA -Mesajc1 RNA

LIF .L6ésemi inhibitor faktor

FGF2 : Fibroblast biiytime faktorii

BMP4 : Kemik Morfogenetik Protein 4

Lifra : Lif reseptor a

Lifrb : Lif reseptor b

RNA : Riboniikleik Asit

iL-4 : Interldkin-4

RT-PCR : Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu

TNF-a : Timor Nekroz Faktor alfa

GCN : Germ Hiicre Kistleri ve Yuvalari

PACAP : pituitary adenylate cyclase activating
polypeptides

TGF-$ : Transforming Growth Factor

Ps3 . Timor baskilayici gen
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AMH/MIS : Anti-Miilleriyan hormon

CSF : Sitostatik faktor

APF : Anafaz Uyaric1 Faktor

6-DMAP : 6-dimethylaminopurine

PAS : Periyodik Asit Schiff

LH : Liiteinizan Hormon

ActA : Aktivin A

FSH : Follicle stimulating hormone
GnRH : Gonadotropin salgilatici hormon
GDF9 : Growth differentiation factor 9
BMP6 : Bone morfogenetic protein 6
BMP15 : Bone morfogenetic protein 15
EGF : Epitelial growth factor

Bcl-2 : B-cell leukemia/Lymphoma-—2 protein ailesi
bFGF : Bazik fibroblast biiylime faktoriiniin
PBS : Fosfat tampon soliisyon

DAB : Diaminobenzidin tetrahidroklorit
PTEN : Phosphatase and tensin homolog
Foxo3a : Forkhead box O3A

SDF-1 : Stromal derived factor-1

AC : Adenilat Siklaz

tPA : Doku plazminojen aktivatorii
PAI : Plazminojen aktivator inhibitorii
MAPK : Mitojen aktive edici protein kinazi
cAMP : Siklik Adenin Monofosfat

GJ : Gap Junction- Geg¢it Baglantilari
PDE : Fosfodiesteraz

Cx : Konneksin

p : Zona Pellusida

RFLP4 : Ret Finger Protein-Like 4

ER : Ostrojen Reseptorii

GVBD : Germinal Vezikiil Yirtilimasi
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MI
MII
MPF
MOS
IVF
GV
PKA
Ca+2
CRE
AC
CcocC
GC
sGC
pGC
CDK

NPPC/NPR2

cGMP
IMPDH
IGF-1
CL

Rb
OPU
ICSI

PI

PVA
ivm
HCG
HMG
(GnRH-a)
PDGF

: Metafaz 1

: Metafaz 2

: Maturation Promoting Factor
: a proto-oncogene

: In Vitro Fertilizasyon

: Germinal Vezikiil

: Protein Kinaz A

: Kalsiyum

: cAMP yanit elementi

: Adenilil Siklaz

: Kiimiiliis Ooforus Kompleksi
: Guanilil Siklaz

: Soluble Guanilil Siklaz

: Particulate Guanilil Siklaz

: Siklin Bagimli Protein Kinaz

: Natriiiretik peptidC/natritiretik peptid

reseptor2

: Siklik guanozin monofosfat

: Iyonozin monofosfat dehidrojenazin
: Insiilin biiyiime faktorii

: Korpus luteum

: Retinoblastoma

: Oocyte Pick Up

: Intra-Cytoplasmic Sperm Injection

: profaz 1

: Perivitellin alan

: In Vitro Maturasyon

: Insan Koryonik Gonadotropin

: Insan Menapozal Gonadotropin

: Gonadotropin salgilatici hormon anologlari

: Platelet orijinli biiytime faktori
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FF-MAS
ivm

v

DAPI
uFSH-hp
rFSH

: Folikiil s1vis1 kaynakli mayoz aktive edici sterol
: In Vivo oosit maturasyonu

: International unit

: 4',6-diamidino-2-phenylindole

: Yiiksek Piirifiye FSH

: Rekombinant Insan FSH
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Erkek ve disi gametlerin biraraya gelerek tek hiicreli bir
yap1 olan zigotun olusumu

Ovaryum dokusu ve gelisen folikiiller

Ovaryum dokusunda germinal epitelyum altinda
siralanmis primordiyal germ hiicreleri ve onun sematik
gosterimi (A, C) (1). Primordiyal folikiiliin diger
folikiiller icerisinde gosterimi (B)

Ovaryum dokusunda te kath kiibik folikiil hiicreleri ile
cevrelenmis primer folikiil ve onun sematik gosterimi (A,
B).

Cok tabakal primer folikiil(A) (1) B: Cok tabakah
primer folikiil sematik resmi (B)

Ovaryum dokusunda graniiloza hiicreleri ile cevrelenmis
sekonder folikiil, onun sematik gosterimi ve dikkat c¢ekici
zona pellusida tabakasi (B, C)

Ovaryum dokusunda graniiloza hiicreleri ile cevrelenmis
Graaf folikiil, onun sematik gosterimi ve dikkat cekici
boyuta ulasmis Antrum (A, C) (1). Teka tabakasiyla
cevrelenmis Graaf folikiil, korona radiyata hiicreleriyle
cevrelenmis ve heniiz atilmams sekonder oosit(C)
Kumulus korona degerlendirmesine gore Grade 1 oosit
Grade 3 olarak tamimlanan iki kumulus korona
kompleksi

Lin’in siniflamasina gore matiir oositler

Immatiir bir oosit ¢evresinde koyu kompakt goriiniimii
ile korona kumulus kompleksi (A), Postmatiir oosit (B)
Matiir ve normal ozelliklere sahip bir oosit

Oval goriiniimlii ve kutup cisimcigi fragmante bir oosit
ZP anomalisi (A), PVA’nmin genis oldugu bir MII oosit

(B), Pervitellin alan genis ve graniiler (C, D).
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Sitoplazmasinda merkezi koyu graniiler yapilanma
gosteren bir MII oosit (A), Sitoplazmasinda Kkiiciik
vokuoller bulunan MII oosit (B), Kutup cisimcigi
fragmante merkezinde refraktil cisimcik iceren bir oosit
(©).

Binoviiler oosit (A), Fertilize olan binoviiler oosit (B).

Binoviiler embriyonun 2. ve 3. giinlerdeki gelisimi (A, B).

Binoviiler embriyonun 4. ve 5. giinlerdeki gelisimi (A, B).
Vajinal smear HE boyamasi. Cekirdeksiz ve biiyiik
hiicreler farenin oOstroz doneminde fare olduklarim
gosterir nitelikte.

Oosit Eldesi. Servikal dislokasyonla sakrifiye edilen fare
ovaryumu intraperitoneal olarak bulunduktan sonra (A),
tuba uterina ile birlikte cikarildi (B, C). Ovaryum
dokusu B de beliritlmistir. Ovaryum dokusu steril PBS
icine alindi (C). Yikanan oositler oosit Kkiiltiir vasati
icinde enkektor igne wucu yardimiyla folikiillerin
patlatilmas1 saglanarak (D) oositler a@z pipetiyle
toplandi (E) ve oosit Kkiiltiir vasatina alinarak
inkiibatorde Kkiiltiire edilmek iizere alindi (F).

Mayoz I donemi icin oositler Fareden direk alinan
ovaryum dokusu icinde folikiiller Kkiiltiir ortaminda
goriilmekte (A), Profaz 1 ve Metafaz I oositler (B),
Profaz 1 oositte GV ayit edilmekte (C), Profaz 1 oositler
(D), Metafaz I asamasinda oosit (E, F) X400.

Tubal s1v1 kiiltiir ortaminda Metafaz I oosit (A), 1. Polar
cisimcigi atmak iizere olan Metafaz I oosit (B). X400
Mayoz II donemi icin oosit eldesi, Kiiltiir ortaminda
Mayoz II 1. Polar cisimciginin atithmm Metafaz I den
Metafaz 11 ye gecis (A), Metafaz 11 oositler (B).X400.
Tubal stv1i  Kkiiltiir ortaminda Metafaz II ve profaz

oositler (A, B) X400.
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Resim 3.5

Resim 3.6

Resim 3.7

Resim 3.8

Resim 3.9

Resim 3.10

Resim 3.11

Resim 3.12

Resim 3.13

Resim 3.14

Kiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen MI evresinde oositler
(A), Tuba s1vist ilave edilmis kiiltiir mediumunda Kkiiltiire
edilen MII evresinde ve 1. polar cisimcik atilmis
durumdaki oosit (B). X400

Oosit Kkiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz I
oositler. DAPI boyamasi (A), Emi dagilmm (B), Faz
kontrast goriiniimii (C). X400

Oosit Kkiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz 1
oositler. DAPI boyamasi (A), MOS dagihm (B), Faz
kontrast goriiniimii (C). X400

Oosit Kkiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz [
oositler. DAPI boyamas1 (A), MPF dagilim (B), Faz
kontrast goriiniimii (C). X400

Oosit Kkiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz 1
oositler. DAPI boyamasi (A), Siklin B dagilhim (B), Faz
kontrast goriiniimii (C). X400

Tubal siv1 ilave edilmis Kiiltiir ortaminda Kiiltiire edilen
Metafaz I oositler. DAPI boyamasi (A), Emi dagilimi (B),
Faz kontrast goriiniimii (C). X400

Tubal s1v1 ilave edilmis kiiltiir ortaminda Kiiltiire edilen
Metafaz 1 oositler. DAPI boyamas: (A), MOS dagilim
(B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400

Tubal siv1 ilave edilmis kiiltiir ortaminda Kiiltiire edilen
Metafaz I oositler. DAPI boyamasi1 (A), MPF dagilim
(B), Faz kontrast goriiniim (C). X400

Tubal s1v1 ilave edilmis kiiltiir ortaminda Kiiltiire edilen
Metafaz I oositler. DAPI boyamasi (A), Siklin B dagilim
(B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400

Oosit Kkiiltiir mediumunda Kiiltiire edilen Metafaz 11
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Resim 3.15
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Resim 3.21

Resim 3.22

oositler. DAPI boyamasi1 (A), Emi dagilim (B), Faz
kontrast goriiniimii (C). X400

Oosit Kkiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz 11
oositler. DAPI boyamasi (A), MOS dagilim (B), Faz
kontrast goriiniimii (C). X400

Oosit Kkiiltiir mediumunda Kiiltiire edilen Metafaz 11
oositler. DAPI boyamasi (A), MPF dagilim (B), Faz
kontrast goriiniimii (C). X400

Oosit kiiltiir mediumunda kiiltiire edilen Metafaz 11
oositler. DAPI boyamasi (A), Siklin B dagilim (B), Faz
kontrast goriiniimii (C). X400

Tubal siv1 ilave edilmis Kiiltiir ortaminda Kiiltiire edilen
Metafaz I1 oositler. DAPI boyamasi (A), Emi dagilimi
(B), Faz kontrast goriiniimii (C).X400

Tubal s1vi ilave edilmis kiiltiir ortaminda Kiiltiire edilen
Metafaz II oositler. DAPI boyamasi1 (A), MOS dagilim
(B), Faz kontrast goriiniimii(C). X400

Tubal siv1 ilave edilmis Kiiltiir ortaminda Kiiltiire edilen
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1.GIRiS

Insan gelisimi fertilizasyonla baslar. Fertilizasyon, erkek gameti sperm
(spermatozoon) ile disi gameti oositin (ovum) bir araya gelerek tek hiicreli bir yap1 olan

zigotu olusturmasidir (Resim 1). Gametogenez ise germ hiicrelerinin erkek ve disi

gametlere doniisiimiidiir (1, 2).

Resim 1: Erkek ve disi gametlerin biraraya gelerek tek hiicreli bir yap:r olan
zigotun olusumu (3, 4).

Normal disi fertilitesi oositin gelismesi, olgunlagsmas1 ve fertilizasyon igin
ovulasyon siirecini sorunsuz gecirmesine dayalidir. Bu siire¢ oositin gelisimi sirasinda
oositin mayotik evreyi gecirmesi ve oosit matlirasyonu dedigimiz olgunlagma siirecini
tamamlamas ile gergeklesir. Oosit maturasyonu; mayotik duraklama siirecinin ortadan
kalkarak oositin, mayozun Profaz I evresinden Metafaz II evresine ge¢gmesini tarif eder.
Bu durum bir takim destekleyici ve/veya inhibe edici faktorler tarafindan
diizenlenmekte olup, normal ovulasyon ve fertilizasyon igin bu slireglerin sorunsuz
gecirilmesi gereklidir (5).

Fertilizasyona hazirlanan erkek ve disi germ hiicrelerinin sitoplazma ve
kromozomlarinda bir seri degisiklikler olusur. Bunun iki temel amaci vardir;

a) Somatik hiicrelerdeki diploid kromozom sayisinin ‘46’°, gametlerdeki haploid
kromozom sayisina ‘23’ indirgenmesi, ki bu olay mayotik veya olgunlagma

boliinmesiyle gerceklestirilir.



b) Déllenmeye hazirlik olarak {ireme hiicrelerinin bigiminin degismesi gerekir. Erkek
tireme hiicresi sitoplazmasini kaybeder, bas, boyun ve kuyruktan olusan, ince uzun bir
hiicreye dontisiir. Buna karsilik disi tireme hiicresi sitoplazma miktarini artirarak irilesir.
Olgun bir oositin ¢apt 120 mikrondur.

Insan somatik hiicreleri 23 ¢ift veya diploid sayida kromozom igerir. 22 ¢ift
otozom (es kromozomlar) 1 ¢ift seks kromozomudur. Seks kromozomu XX ise disi, XY

ise erkektir. Her kromozom ¢iftinin biri anneden biri de babadan gelir (1, 2).

1.1. OVARYUM

Ovaryumda gametlerin iiretimi (gametogenez) ve steroid yapida hormonlarin
iiretimi (steroidogenezis) gergeklesir. Disilerde gametlerin iretimi ‘oogenez’ olarak
isimlendirilir. Gelisen gametler ‘oosit’ olarak isimlendirilir. Olgun gametler ise ‘ovum’
olarak isimlendirilir. Ovaryum tarafindan Ostrojen ve progesteron hormonlari
sentezlenir ve salgilanir. Ostrojen i¢c ve dis genital organlarm biiyiimesini ve
olgunlasmasin1 saglar ve pubertede karakteristik disi 6zelliklerinin olugmasinda rol
oynar (1, 6, 7).

Ovaryum korteks ve medulla bolgelerinden meydana gelir (1, 2)
(Resiml1.1).Ovaryumun merkezi boliimii medulla olarak isimlendirilir. Gevsek bag
dokusu, biiyiik kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirler icerir. Ovaryumun medullay1
cevreleyen periferal boliimii korteks olarak isimlendirilir. Hiicreden zengin bir bag
dokusu i¢inde ¢esitli asamalarda bulunan ovariyan folikiiller yer alir. Ayrica diiz kas
lifleri de gozlenir. Ovaryumda korteks medulla sinir1 belirgin degildir. Ovaryum distan
‘germinal epitel’ ile sinirhidir. Tek katl kiibik epitel seklinde ve baz1 bolgelerde ise tek
katl yassi epitel 6zelliginde olan bir epiteldir (6) (Resim 1. 1).



Resim 1.1: Ovaryum dokusu ve gelisen folikiiller (Tezden-Resim 3. 24).

Eskiden germ hiicrelerinin ovaryumlari ¢evreleyen bu epitelden kdken aldiklar
diistintildiiglinden  ‘germinal epitel’ olarak isimlendirilmistir. Giiniimiizde ise germ
hiicrelerinin vitelliis kesesinden koken aldig1 ve ovaryumlara gog ettigi bilinmektedir (1,
2).



Oogenez

Dogumdan o6nce; ilkel disi cins hiicresi olan oogonyumlar mitoz boliinmeyle
cogalirlar. Cogalan oogonyumlarin bir boliimii biiyiiyerek primer oositleri olusturur.
Primer oositler birinci mayoz boliinmenin profaz asamasinin diploten safthasina gelirler
ve burada bekleme siirecine girerler (1, 6, 7).

Dogumdan sonra;  tim primer oositler 1. mayoz bdliinmenin profaz
asamasindadir. Ancak dogumdan sonra puberte doneminde follikiiler gelisim ile 1.
mayozu tamamlarlar. Puberteye kadar 1. mayozun profaz sathasinda diploten
asamasinda bekleyen primer oositlerin mayozu bitirip olgunlasmasi oositi saran folikiil
hiicrelerinden salgilanan oosit maturasyonunu inhibe edici (OMI) faktor tarafindan
saglanir (1, 6, 7).

Dogumda 1-2 milyon kadar primordiyal follikiil bulunur. Cocuklukta
follikiillerin ¢ogu dejenere olur. Puberteye gelindiginde ise ovaryum dokusunda

yaklasik 400.000 adet primordiyal folikiil bulunur (1) (Sekil 1).
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Sekil 1: Oogenez Asamalar (8).



Dogumdan o6nce, ilkel disi germ hiicresi olan oogonyumlar mitoz boliinmeyle
cogalirlar. Oositler, Primordiyal germ hiicrelerinden (PGCs) kdken alir. Insanlarda PGC
prekiirsorleri 4. Hafta basinda umblikal kese duvarinda, allantoisin baslangi¢c yerine
yakin, endodermal hiicreler arasinda ortaya cikarlar. Embriyonun katlanmalari sirasinda
vitelliis kesesinin dorsal pargasi embriyo igerisine dahil olur. Bu olurken, primordiyal
germ hiicreleri, arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabarintilara gog
ederler. 6. Hafta sirasinda primordiyal germ hiicreleri altindaki mezensim igerisine
girerler ve gonadal kordonlara dahil olurlar. Yaklasik 29. ila 33. giin arasinda gonadal
bolgeye ulasirlar(13).Primordiyal germ hiicrelerinin gogii, Stella, fragilis genleri ve
BMP-4 tarafindan diizenlenmektedir (6). Farelerde, PGC prekiirsorleri, koitustan sonra
6,25. giin civarinda proksimal epiblast icinde ortaya ¢ikar (12, 14). Koitustan yaklasik
7,25. ginden sonra, primordiyal hiicre prekiirsorleri allantoisin tabanindan
ekstraembriyonik mezoderm igine dogru go¢ ederler (10, 11) (Sekil 2). Embriyonik
gelisimin 7,5-8,5. giinleri arasinda, ekstraembriyonik mezodermden bagirsak endoderm
icine dogru go¢ ederler ve 9,5 gilinden 11,5 giline kadarda bagirsagin dorsal
mezenterinden gonadlara dogru gog ederler (11, 12).

Primordiyal germ hiicrelerinin ¢ogu gonadlara ulasamaz, bircogu dejenere olur.
Ayni sekilde gonadlarin da ileri gelisimi i¢in primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara

ulagsmis olmas1 gerekmektedir (6, 7, 15, 16 ).

Wolffian
duct

v \
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Sekil 2: Primordiyal germ hiicreleri allantois tabanindan ekstraembriyonik
mezorderm icine dogru ilerleyip, bagirsagin dorsal mezenteri boyunca ilerleyerek

gonadal bolgeye goc ederler (17).



Primordiyal germ hiicreleri gelismekte olan gonadlara wulasir ulagsmaz
oogoniumlara farklanir. Bu arada mitoz ile hizlica ¢ogalarak oogoniumlarin sayilar
artar (6, 7, 15, 16). Oogoniumlar boliinerek hiicre kiimeleri olustururlar ve hiicreler arasi
kopriler aracilig ile birbirleri ile iliski kurarlar. Bu olaya kolonizasyon adi verilir.
Hiicreler arasi kopriilerin hizli mitoz sonucu sitoplazmalarin tam ayrilamamasina bagl
oldugu diisiiniilmektedir (15).

Primordiyal germ hiicrelerinin ¢ogalmasi ile oogoniumlarin olusumunu saglayan
faktorler; Reseptor tirozin kinaz (c-kit)/Kit Ligand, LIF, FGF2, IL-4, TNF-a, PACAP
(Pituitary adenylate cyclase peptide) dir.

a) (c-kit)/Kit Ligand

c- kit reseptdr tirozin kinaz PDGF/CSF-1/c-kit reseptor ailesi liyesine aittir. Kit-
ligand (KL), faktorii reseptor olarak fonksiyon goriir. KL, transmembran proteinleri gibi
iki alternatif formda mRNA’lara eklenerek sentezlenir. KL ya sivi form halinde
proteolitik yariklanmayla {iretilebilir ya da hiicre ile iliskili molekiilerde fonksiyon
gorebilir. c- Kit ligand reseptor kinaz ve KL, mutasyonlar1 sonucunda gametogenez,
melanogenez ve hematopoezde aksamalara neden oldugu bildirilmistir. c-kit 6zellikle
hiicresel salgilanmas1 6nemli iken, KL’nin mikrocevrede salgilandigi goriilmiistiir.
Gametogenezde c-kit primordiyal germ hiicrelerinde, spermatogoniada ve primordiyal
ve gelisen oositlerde eksprese edilir (18).

Bununla beraber fare ovaryum dokulariin in vitro ortamda kiiltiiri sirasinda
BMP4 ilavesi ile primordiyal folikiillerin c-kit’i eksprese ettikleri ve kiiltiire devam
edildiginde hem primordiyal folikiillerin canli kaldigi, hemde c-kit ekspresyonunun

devam etmesi ile primer folikiil olarak gelisimine devam ettigi gosterilmistir (11).

Bununla beraber kit ligand (KL)-c-kit baglantisinin oogenez ve folikiilogenezde

kiritik rol oynadiklari1 da bilinmektedir (Sekil 3)(19).
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Sekil 3: Oogenez’de (KL)-c-kit baglantisinin sematik goriiniimii (20).

b) Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) ve Losemi Inhibitor Faktor (LIF)

PGC’ler, gelismin erken donemlerinde farklanmaya baslarlar. Cogalirlar ve
gelisen gonadlara go¢ ederler. Sonugta spermatogonium ve oogoniumlarin olusumunu
saglarlar. Bununla ilgili yapilan bir calismada, PGCs’leri isaretleyerek ‘nanos3 3'UTR’
kesfedilmistir. DsRed’in PGC spesifik ekspresyonunun yanisira DsRed-nanos3 3'UTR
hibrid mRNAlar1 1-2 hiicreli sathasindaki embriyolarda iiretildigi zaman bu ekspresyon
fetilizasyondan sonra, 26 giinden daha fazla uzatilmistir. Buna benzer sekilde, zebra
balig1 PGC’lerindeki 16semi inhibitér faktor (LIF), bazik fibroblast biiyiime faktorii
(FGF2) ve kemik morfogenetik protein 4 (BMP4) eksprese edildigi gosterilmis ve 3
haftadan daha uzun periyotlarda in vivo PGC gelisiminin etkilerinin arttig1
gosterilmistir. Sonug olarak FGF2’nin ekspresyonunun fertilizasyondan sonra 14 ve 21
giinliklerde PGC sayisint arttirdigin1  gosterilmistir. BMP4 ekspresyonunun ise, 3
gilinliik embriyolarin siddetli ventralizasyonu ve oliimii ile sonuglanmistir (Sekil 4).
LIF’in ekspresyonu PGC gogiiniin bozulmasi ile sonuglanmistir. Morfolino demonte
deneyinde, PGC gogiiniin LIF reseptor a (LIFra) ile oldugu ancak LIFrb ile olmadigi
gosterilmistir. Zebra baligi PGC’leri stabilize bir mekanizma ve nanos3 3'UTR igin

uzun silireli mRNA ekspresyonuna sahiptir (21).
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Sekil 4: FGF, LIF ve BMP4’iin PGC’lerdeki etkisinin sematize edilmis sekli
(22).

¢)  Interlokin-4 (IL-4)

IL-4, bir pleiotropik sitokindir. Kiiltiirde fare primordiyal germ hiicrelerinin
sayilari, doza bagimli bir artigla stimiile edilir. Primordiyal germ hiicreleri i¢in mitojen
olmasindan ziyade hayati Oneme sahiptir. IL-4 ve onun reseptorii igin yapilan
calismalarda, RT-PCR ve ELISA sonuglarinda IL-4 ve reseptoriiniin dogru zaman ve

dogru yerde in vivo PGC sayilarini etkiledigi gosterilmistir (23).

d) Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

Embriyonik ve neonatal hayat sirasinda primordiyal folikiillerin son bulduguna
inanilir. Dogumda, fare ovaryumunda, pregranuloza hiicreleri tarafindan ¢evrelenen
oositler arasinda iletisimsel demetler olusur. Kisaca dogumdan sonra bu yapi, germ
hiicre kistleri ve yuvalart (GCN) olarak tanimlanir ve primordiyal folikiil formunu
kolaylagsmasi i¢in yikilir. TNF-a sayisiz fonksiyonlarla yaygin bir protein ekspresyonu
saglar. TNF-a ovaryumda eksprese edilir ve sicanlarda GCN yikimi diizenleyebilir. Bu

calismada, mutant hayvan modellerinde oldugu gibi in vitro ovaryum kiiltiir sisteminde



kullanilan farelerdeki folikiil formasyonunda ve GCN yikimma katilan TNF-a
arastirilmistir. TNF-a ve her iki reseptorii (TNFRSF1A ve TNFRSF1B) neonatal fare
ovaryumlarinda eksprese edilir ve TNF nin in vitro neonatal ekspresyonu ovaryumlarda
oosit Oliimiinii destekler (Sekil 5). Yapilan bu calismada, fare oositlerinin hem TNF
reseptorii hemde TNF-a - indiiklii 6liim hassasiyetini eksprese ettigi gosterilmistir.
[laveten TNFRSF1B, fare ovaryumunda TNF-o fonksiyonun énemli bir mediatorii ve

folikiilogenezde dnemli regiilator oldugu gosterilmistir (Sekil 5) (24).
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Sekil S: Follikiilogenez’de TNF ve GCN yuvalarimin yikim (25, 26).

e) Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptides (PACAP)

Gog sirasinda ve gonadal bdlgeye varmalarindan 2 giin sonra, primordiyal germ
hiicreleri aktif bir sekilde ¢ogalmaya baslar. Bazi biiyiime faktorleri, 6rnegin kok hiicre
faktorleri ve 16semi inhibitor faktor (LIF), in vivo ve invitro hayatta kalmalari,
cogalmalar1 ve fare primordiyal germ hiicrelerinin farklilagmasinda hayati Oneme
sahiptir. Benzer bir sekilde, kiiltiirde, intraselliiler cAMP’nin artmasi, primordiyal germ
hiicre proliferasyonunun artmasinin isaretlenmesi sayesinde takip edilir. Giiniimiizdeki
calismalarda, pituitary adenylate cyclase activating polypeptides (PACAP-27 ve
PACAP-38), sekretin-glukagon- vazoaktif intestinal polipeptid GH salinimi hormon

ailesinin iki ndropeptidi, fare primordiyal germ hiicrelerinin in vitro proliferasyonunu



stimiile eder. Primordiyal germ hiicrelerine ve somatik hiicrelere baglanir (PACAP
reseptor). Aym hiicrelerde adenilat siklaz aktiftir. Ayrica, PACAP benzeri
immunoreaktifler gonadal bolgelerde bulunmus ve bunlarin cogu germ hiicre yiizeyinde
tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, PCG proliferasyonu baz1 bioaktif polipeptidler
tarafindan stimiile edilebildigi gosterilmistir. Boylece erken gonadal gelisimde bazi
bilesiklerin diizenleyici rolii oldugu saptanmstir (27).

Oogenez prenatal maturasyon ve postnatal maturasyon olmak tizere iki evrede
incelenebilinir. Insanda intrauterin hayatin 4. ayindan sonra oogoniumlardan primer
oositler olugsmaya baglar. Bu arada yiizeyel germinal (kdlomik) epitelinin proliferasyonu
ve invajinasyonlar:t sonucu olusan folikiiler hiicreler de oogonia ve primer oosit
kiimelerini sarmaya baslar. Intrauterin 7. aydan sonra artik hi¢ oogonia kalmamistir ve
her primer oosit ayr1 olarak folikiil hiicrelerince sarilmistir. Bu yap1 artik primordiyal
folikiil olarak adlandirilir. Folikiiler hiicreler ve germ hiicreleri arasinda desmozom ve
gecit baglantilar1 (Gap junction) olugmustur (15). Tek katli yassi folikiiler hiicreleri
cevre bag dokudan ayiran bazal lamina da olusmustur. Bu donemde overde sadece
primordiyal folikiiller goriiliir. Artik mitoz ile ¢ogalma da biter. Oogoniumlarin bir
boliimii biiyiliyerek primer oositleri olusturur. Primer oositler birinci mayoz boliinmenin
profaz asamasimin diploten sathasina gelirler ve burada puberteye kadar bekleme
stirecine girerler (15).

Ovaryumlarin gelismesiyle PGC leri ¢ogalmaya baglarlar. Sonunda 13,5. giinde
mayoza girerler ve primer oositleri olustururlar (28, 29). Oositlerin bircogu, 14,5 giinde
mayoza girer (30,31). Ve dogum sirasinda birinci mayozun diploten safhasinda arrest
olusur. Bu sathada, oositler primordiyal folikiil seklini olusturmak i¢in ayr1 ayr
pregranuloza hiicreleriyle ¢evrelenirler (12, 32).

Germinal epitelin altinda yogun bag dokusu yapisinda ‘tunika albuginea’
bulunur. Ovariyan folikiiller gelisen oosit i¢cin bir mikrogevre olustururlar. Degisen
boyutlardadirlar ve tek bir oosit igerirler. Folikiiliin boyutlar1 oositin gelisim asamasina
gore degisir. Oogenezisin erken asamalar1 fetal donemde baslar ve dogumda oosit
birinci mayoz boliinmede beklemededir. Oosit ovulasyon ile birinci mayoz boliinmesini
tamamlar ve ikinci mayoz boliinmeye girer. Spermle karsilastiktan sonra yani

fertilizasyon olayiyla ikinci mayoz boliinmesini tamamlar. Her menstriiel siklusta
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normalde sadece tek bir oosit tam olgunluga erisir ve ovaryumdan salgilanir. Uretken
doneminde bir kadin 400 civarinda olgun oosit liretir. Dogumda ovaryumlarda bulunan
600-800 bin primer oosit ise zamanla atrofiye ugrar. Atrezi olay: fetal hayatin besinci
ayinda baglar ve oositi ¢evreleyen hiicrelerin apoptozisi ile gergeklesir (1).

Folikiil gelisimi sirasinda; a) Primordiyal folikiil, b) Gelisen folikiil; kendi iginde
Primer folikiil, Sekonder folikiil seklinde ayrilir ve ¢) Matiir folikiil (Graff folikiilii)

olarak {i¢ farkli doneme ait folikiil goriiliir.

a) Primordiyal folikiiller:

Ovaryumda gelisimin tiim asamalarinda folikiiller bulunur fakat primordiyal
folikiiller dominanttir. Primordiyal folikiiller ilk olarak ovaryumlarda fetal gelisimin 3.
ayinda goriiliirler. Primordiyal folikiillerin erken evrede gelisimi gonadotropin
stimiilasyonundan bagimsizdir. Matiir ovaryumda primordiyal folikiiller korteks
stromasinda tunika albugineanin hemen altinda lokalizedirler. Primordiyal folikiilde
primer oosit tek katli yassi folikiil hiicreleri tarafindan ¢evrelenmistir. Folikiil hiicreleri
ise distan bazal lamina ile ¢evrelenmistir. Oositin ¢ap1 yaklagik 30 um dir. Cekirdek
biiyiilk ve ekzantrik yerlesimlidir. Cekirdekte ince bir kromatin ag1 ve bir veya daha
fazla cekirdekgik gozlenir. Oositin sitoplazmasi ‘ooplazma’ olarak ta isimlendirilir.
Ooplazmada ‘Balbiani cisimcikleri’ olarak isimlendirilen Golgi ve endoplazmik
retikulum membranlari, ¢ok sayida mitokondriyonlar ve lizozomlarin kiimelesmesi
sonucu olusan yapilar gozlemlenir. Ayrica insan oositlerinde sitoplazmada ‘annulate
lameller’ (diiz lameller), ¢cok sayida kiigiik vezikiiller ve kii¢iik sferik mitokondriyonlar
gbzlenir (Resim 1.2). Annulate lameller yap1 olarak c¢ekirdek zarina benzer, ¢ekirdek

zar1 gibi porlar igerir (1, 16).
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annulate
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Resim 1.2: Ovaryum dokusunda germinal epitelyum altinda siralanmig
primordiyal germ hiicreleri ve onun sematik gosterimi (A,C) (1). Primordiyal

folikiiliin diger folikiiller icerisinde gosterimi (B) (33).

b) Gelisen Folikiiller:

Primer folikiiller:

Biiytiyen folikiiliin ilk asamasidir. Oositin boyutlar1 artar ve ¢evreleyen folikiil
hiicreleri prolifere olarak kiibik hiicreler sekline doniisiirler. Folikiil hiicreleri kiibik
hiicrelere doniistiigii andan itibaren artik ‘primer folikiil’ olarak isimlendirilir. Oosit
bliytirken oosit ve g¢evreleyen folikiil hiicreleri arasinda ‘zona pelliisida’ adi1 verilen
homojen, iyi boyanan asidofilik tabaka olusur. Zona pelliisida jel benzeri bir tabakadir
ve biiyliyen oosit ve cevreleyen folikiil hiicreleri tarafindan sekrete edilir. Zona

pelliisida glikozaminoglikanlardan ve glikoproteinlerden zengindir ve (Periyodik asit
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shiff) PAS boyasi ile pozitif boyanir. Cevresinde tek sirali kiibik folikiil hiicreleri ile
cevrili primer oosit ‘unilaminer primer folikiil’ olarak isimlendirilir (Resim1.3). Folikiil
hiicreleri distan bazal lamina ile siirlidir. Sonraki asamada kiibik folikiil hiicreleri hizli
bir sekilde proliferasyona ugrarlar ve ¢ok tabakali bir epitel olustururlar. Cok tabakali
folikiil epitel hiicreleri ayn1 zamanda ‘granuloza hiicreleri’ olarak isimlendirilirler ve bu
tabaka ‘stratum granulozum tabakasi’ olarak isimlendirilir (Resiml.4). Granuloza
hiicreleri distan bazal lamina ile sinirlidir. Granuloza hiicreleri arasinda gap junctionlar
aracilifiyla baglanti kurulur. Hiicreler arasinda siki baglanti kompleksleri bulunmadigi
icin kan-folikiil bariyeri olusmaz. Kandan bazi besin maddeleri folikiile ulasabilir ve bu
normal ovum ve folikiil gelisimi i¢in gereklidir. Bazal lamina ¢evresindeki stromal
hiicreler ‘teka folikiili’ tabakasini olusturur. Teka folikiili iki tabaka seklinde incelenir;
teka interna ve teka eksterna olmak {izere. Igteki tabaka yani bazal laminayr hemen
cevreleyen tabaka teka interna tabakasidir ve yiiksek oranda vaskiilarize bir tabakadir.
Teka interna tabakasinda kiibik salgi hiicreleri bulunur. Tipik steroid sekrete eden hiicre
ozelligindedirler. Teka interna hiicreleri LH (liiteinizan hormon) i¢in ¢ok sayida
reseptorler tasirlar. LH stimiilasyonuna yanit olarak teka interna hiicreleri Ostrojen
prekiirsorii olan androjenleri sentez ve sekrete ederler. Salgi hiicrelerine ilaveten teka
internada fibroblastlar kollagen lifler ve ¢ok sayida kii¢iik kan damarlar1 bulunur. Teka
internanin disinda teka eksterna tabakasi bulunur. Teka ekternada esas olarak diiz kas
hiicreleri ve demetler halinde kollagen lifler bulunur. Teka interna ve teka eksterna
arasindaki simir belirgin degildir. Primer folikiil yapisinda Balbiani cisimcikleri
gbzlenmez. Yani organeller sitoplazmada kiimeler seklinde gozlenmez. Sitoplazmada
Golgi kompleksi, GER, mitokondriyonlar, kiigiik vezikiiller, multivezikiiler cisimcikler
ve cok sayida serbest ribozomlar gozlenir. Ayrica bazi lipit damlaciklart ve
lipokrompigmenti gdzlenebilir. Plazma membraninin (oolemma) hemen altinda
‘kortikal graniiller’ gozlenir. Kortikal graniiller proteaz igerirler ve fertilizasyon
esnasinda salgilarlar. Oosit ile granuloza hiicreleri arasinda zona pellusidanin
bulundugu bolge ‘perivitellin aralik’ olarak isimlendirilir. Oositten ¢ok sayida diizensiz
mikrovilluslar perivitellin araliga dogru uzanirlar. Ayni1 zamanda granuloza hiicrelerinin
silindir tarzindaki uzantilar1 oosite dogru uzanirlar. Uzantilar oolemma ile temas

edebilirler (1) (Resim1.4).
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follicle cells,

Resim 1.3: Ovaryum dokusunda te kath kiibik folikiil hiicreleri ile

cevrelenmis primer folikiil ve onun sematik gosterimi (A,B) (1).

microvilli of ooeyte

process of
granulosa cell

ggzﬁi = 7 theca folliculi
a

stratum granulosum

Resim 1.4: Cok tabakalh primer folikiil(A) (1) B: Cok tabakali primer
folikiil sematik resmi (B) (1).

Sekonder Folikiiller:

Granuloza hiicrelerinin proliferasyonu ve folikiil boyutlar1 artar. Oosit ve folikiil
boyutlarinin biiylimesi i¢in bazi faktorler (FSH, epidermal biiyiime faktor, instilin
benzeri biiyiime faktér 1 ve Kalsiyum iyonlar1) gereklidir. Stratum granulozum 6-12
strali oldugu zaman granuloza hiicreleri arasinda sivi dolu kaviteler olusur. Baslangigta

birkag sivi dolu bosluk goriiliir, daha sonra birleserek tek ve biiyiik bir bosluk olusur.
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Hyaluronik asitten zengin bir folikiil sivisi ile dolu bu kavitelere ‘antrum’ ad1 verilir. Ve
bu folikiil artik ‘sekonder folikiil’ ya da antral folikiil olarak isimlendirilir. Oosit
ekzantrik yerlesimlidir ve 125 um c¢apindadir. Bu asamada granuloza hiicreleri
tarafindan oosit maturasyonunu °‘oosit maturasyonunu inhibe edici madde’ (OMI)
sekrete edilir ve antral siviya salgilanir. Bu sekilde biitiin folikiillerin maturasyonunu
tamamlayarak graff folikiiline doniismesi engellenir. Ciinkii sadece bir folikiiliin
gelisimini tamamlayarak graff folikiiliine doniismesi gerekir. Sekonder folikiil cap
olarak baslangicta 0.2mm’dir, fakat ge¢ asamada 10mm veya daha fazla olabilir.
Sekonder folikiilde granuloza hiicreleri arasinda PAS-pozitif boyanan ‘Call-Exner’
cisimcikleri bulunur. Call-Exner cisimcikleri granuloza hiicreleri tarafindan sekrete
edilir ve hyaluronik asit ve proteoglikanlar icerirler. Sekonder folikiiliin geg
safhalarinda folikiil boyutlar1 ve antrum boyutlar1 artar. Oositin bulundugu boélge
disinda stratum granulozum uniform bir goriiniim alir. Oositin bulundugu bélgede ise
granuloza hiicreleri kiimelenerek bir tepecik olustururlar. Antruma dogru uzanan bu
tepecik ‘kumulus ooforus’ olarak isimlendirilir. Oositi sinirlandiran, 1sinsal tarzda
yerlesmis kumulus ooforus hiicreleri ‘korona radiata’ olarak isimlendirilir. Korona
radiata hiicrelerinden zona pellusidaya dogru mikrovilluslar uzanir. Mikrovilluslar
oositin mikrovilluslart ile gap junctionlar araciligi ile baglant1 kurarlar. Korona radiata
hiicreleri ovulasyonda oosit ile birlikte atilirlar. Folikiiler gelisim esnasinda granuloza
hiicrelerinin yiizey mikrovilluslar1 artar ve antruma bakan yiizeylerinde LH

reseptorlerinin sayisi artar (1) (Resim 1.5).
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Resim 1.5: Ovaryum dokusunda graniiloza hiicreleri ile ¢evrelenmis sekonder

folikiil, onun sematik gosterimi ve dikkat cekici zona pellusida tabakasi (B,C) (1).

c) Matiir folikiil (Graff folikiilii):

Cap1 10mm veya daha fazladir. Biiylik boyutundan dolay1 ovaryum korteksinin
kalinlig1 boyunca yayilabilir ve ovaryum yiizeyinde bir ¢ikintiya neden olur. Folikiil
maksimum boyutlarina ulagtigi zaman granuloza hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalir.
Antrum boyutlar1 arttig1 i¢in stratum granulozum oositin olmadig1 bolgelerde daha ince
goriiliir. Granuloza hiicreleri arasindaki mesafeler artar ve kumulus — oosit kompleksi
ovulasyona hazirlik olarak diger granuloza hiicrelerinden gevser. Oositi tam olarak
cevreleyen kumulus hiicreleri artik tek sira seklinde korona radiata olustururlar. Korona
radiata hiicreleri ve gevsek olarak birbirine tutunan kumulus hiicreleri ovulasyonda
oositle birlikte atilir. Bu periyotta teka tabakasi ¢ok Onemlidir. Teka interna
hiicrelerinde lipit damlaciklar1 goriiliir ve hiicreler tipik steroid salgilayan hiicre
ozelligindedirler. Insanlarda LH stimiilasyonu ile teka interna hiicreleri tarafindan
Ostrojen prekiirsorii androjenler salgilanir. Bu androjenlerin bir boliimii granuloza
hiicrelerinin diiz endoplazmik retikulumuna transport edilir. FSH’a yanit olarak

granuloza hiicreleri androjenleri 6strojenlere doniistiiriirerek salgilarlar. Ostrojen
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etkisiyle granuloza hiicreleri prolifere olurlar ve folikiiliin boyutlar1 artar. Folikiiler ve

sistemik kaynaklarda oOstrojen diizeylerinin artmasi gonadotroplarin gonadotropin-

releasing hormona duyarhiliklarimi artirir. Ovulasyondan 24 saat 6nce adenohipofiz

tarafindan oldukga yliksek diizeyde FSH ve/veya LH salgilanir. LH pikine yanit olarak

granuloza hiicrelerinin LH reseptorleri desensitize olurlar ve granuloza hiicreleri artik

LH’a yanit olarak Ostrojen iiretmezler. LH pikinden 12-14 saat sonra primer oosit 1.

mayoz bdliinmesini tamamlar ve sekonder oosit olusur. Ayni1 zamanda birinci polar

cisimcik olusur. Yani Graff folikiilii sekonder oosit igerir (1) (Resim1.6).
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Resim 1.6: Ovaryum dokusunda graniiloza hiicreleri ile ¢evrelenmis Graaf

folikiil, onun sematik gosterimi ve dikkat cekici boyuta ulasmis Antrum (A,C) (1).

Teka tabakasiyla cevrelenmis Graaf folikiill, korona radiyata hiicreleriyle

cevrelenmis ve heniiz atilmamis sekonder oosit (C) (34).
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1.2. FOLIKULOGENEZIN MOLEKULER YAPISI

Overler endokrin ve ekzokrin karma fonksiyona sahip organlardir. Disi germ
hiicresi olan oositin tiretimi endokrin fonksiyonu iken, seks hormonlar1 olan Gstrojen ve
progesteronun iiretimi ekzokrin fonksiyonudur. Folikiil yapis1 overlerin ana fonksiyonel
tinitesidir. Folikiilogenez, folikiiliin primordiyal fazdan baglayarak morfolojik olarak
belirlenen primer, preantral ve antral fazlari gegerek graaf veya preovulatuar folikiil
faziyla sonug¢lanmasidir. Ovulasyondan sonra folikiil korpus luteuma doniisiir.
Folikiilogenez sirasinda oositler biiyiirken graniiloza hiicreleri de ¢ogalir ve farklilagir.
Oositin  sonraki gelisimi ve birincil mayotik boliinmenin tamamlanmasi, oositin

fertilizasyon i¢in tubalardan geg¢isi sirasinda olur (35, 36).

Primordiyal germ hiicreleri intrauterin folikiilogenez sirasinda c¢ap olarak biiyiir
ve mayotik olgunlasmaya dogru gider. Bu islev, primordiyal germ hiicrelerinin 1.
mayozun profaz asamasinin diploten sathasina ulasip bu asamada durmasi ile
sonuglanir. Intrauterin donemde overlerde yasayan her diktiyat oosit pregraniiloza
hiicrelerinden olusmus tek katli yassi hiicre tabakasi ile ¢evrilidir, bu hiicreler daha
sonra bazal lamina tarafindan g¢evrilerek primordiyal folikiilleri olusturur. Dogumdan
sonra primordiyal folikiillerin biiyilk ¢cogunlugu periyodik olarak 3 haftalik biiyiime
fazina girerler. Oositin biiylimesiyle beraber tek katli yass1 goriinlimdeki graniiloza
hiicreleri de kiibik bir sekil alacak bi¢imde farklilasir ve primer folikiilii olusturur.
Graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi, folikiiler bazal membranin i¢inde ¢ok katli graniiloza
hiicreleri tarafindan ¢evrelenmis preantral folikiilleri olugturur. Puberteden sonra
gonadotropinler ve FSH’in etkisi ile folikiillerin biiyiime hizi artar ve graniiloza
hiicreleri arasinda birtakim bosluklarin sekillendigi, antral folikiillerin olusumu
gerceklesir. Genis antral folikiiller igerisinde bulunan oositler olgunlasma icin yeterli
kabiliyete sahip olmalarina ragmen, kendilerini ¢evreleyen graniiloza hiicreleri ile
etkilesimlerinden dolay1 gelismeleri durmus olarak kalir. LH pikine cevap olarak
gelismesini tamamlamis oositler birinci mayoz bdoliinmelerini tamamlarlar, ilk polar
cisimcigi atip, metafaz II de duraklamis hale gelirler. LH piki ovulasyonla oositin
atilmasindan dolayisiyla folikiil gelisiminin bitmesinden sorumludur. Bir siklusta

ovulasyonla sonuglanan folikiillerin sayisi, biiylime icin ortaya c¢ikan folikiillerle
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karsilastirilacak olursa daha az olacaktir. Ciinkii bu folikiillerin ¢ogu atreziye ugrar.
Folikiiller gelisimsel fazlarin herhangi birinde atretik olabilirler ama preantral fazda bu
daha siktir. Oositin folikiil igerisinde 6liimii intrensek te olabilir, folikiiler hiicrelerin

Oliimiiniin neticesi de olabilir (37, 38, 39).

Folikiilogenez ve oogenez fertilizasyon ve embriyonik gelisim kapasitesine
sahip matiir oositi olusturmak i¢in gap junction tipi baglanti kompleksleri araciligiyla es
zamanli iletisim ve koordinasyon saglarlar. Oosit olmadan folikiil olugsmaz ve oosit
gelisimi ¢evresindeki graniiloza hiicreleri tarafindan diizenlenir. Oositler folikiil
olusumunu, diizenli graniiloza hiicre ¢gogalmasini, steroid yapiminin diizenlenmesini ve
gelisen folikiiliin ii¢ boyutlu yapisinin devam ettirilmesini saglayan sinyalleri salgilar.
Buna benzer olarak graniiloza hiicre sinyalleri mayotik duraklamay: diizenler, oosit

biiylimesini arttirir ve mayoz ile oosit gelisiminin devamini kolaylastirir (37, 38, 39).

Oosit gelisimi ve maturasyonu, gap junctionlar aracilifiyla graniiloza
hiicrelerinin fonksiyonel haberlesmesi ve endokrin ve parakrin etkilesimine baghdir. Bu
siire¢, biliylime faktorleri ve hormonlar tarafindan diizenlenir (40). Memelilerde, bu
kompleks diizenleme mekanizmasi, oogenezin erken safhalarindan itibaren baslar. In
vitro kosullarda PGC’ lerinden farklilagmasi zor oldugundan, bu durum kismen
anlagilabilmistir (41). Buna ilaveten, kok hiicre ¢alismalarimin gelisimi, biyomedikal
uygulamalarin varligi ile oosit matiirasyonun anlasilmasi veya oosit benzeri hiicrelerin
tiretiminin yapilabildigi bildirilmistir (41, 42). Yeni dogan fare ovaryumlarindan
tiretilen oositler in vitro kosullarda normal gelisimine devam edebilirler. Gelisen ve
olgunlasan oositler uygun ortamlarda daha ileri gelisim gosterebilirler. Bunun tersine,
PGC’lerinden olusan oositler veya in vitro kosullardaki premayotik germ hiicreleri,
birinci mayoz bdliinmenin profazinda kalir ve maturasyonu tamamlamakta basarisiz

olurlar (42).

Primordiyal germ hiicreleri, genital c¢ikintilara ulastiktan sonra, mitoz
boliinmeler ile sayilarini arttirirlir. Farede, bu hiicreler transforming biiyiime faktori 3
(TGFP) siiperailesi tiyeleri etkisiyle hizla boliniirler (43). Fetal hayatin 20. haftasinda

germ hiicrelerinin sayisi yaklasik 7 milyona ulasir. 3. ve 5. aylar arasinda, ilk mayoz
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boliinmesine baslayan oogonia, hemen sonra 1. mayozun diploten evresinde
duraklamaya girer ve puberte sonrasina kadar bu sekilde beklerler. Ancak aralarindan
bazilar1 apoptoza ugrar. Oosit ve etrafini ¢evreleyen yassi sekilli somatik hiicrelerin
olusturdugu primordiyal folikiillerin sayilari dogum zamami 2 milyona kadar
inmektedir. Pubertede ise yaklasik 300.000 adet folikiil varlig1 tanimlanmaktadir. Her
iki cinsiyette de prenatal ve postnatal hayatta germ hiicrelerinin yasamalar1 i¢in anti-
apoptotik BCL2 ailesi tiyeleri (Bcl2, Bcel6, BelX ve BelW) ve pro-apoptotik BAX
proteininin dengede olmasi 6nemlidir. Bu dengedeki bir bozulma, patolojik sonuglar
dogurmaktadir. Ornegin; farede BclX yoklugu, her iki cinste de germ hiicrelerinin
tamamen kaybina; BclW yoklugu, diside PGC’lerinde kismi azalmaya sebep olmakta;
Bcl2 yoklugu ise postnatal olarak oosit sayisinin azalmasi ile sonuglanmaktadir. Buna

karsin, disi farede BAX yoklugunda uzun bir iireme hayat1 goriilmektedir (43, 44).

Bundan 6nceki ¢aligmalar embriyonik ovaryumlarin ektopik transplantasyonu ile
in vivo ve folikiillerin kiiltiirleri ile in vitro calismalar yapilmis olup, embriyonik
gelisimin 12,5 giliniinde alinan premayotik germ hiicrelerinin kiiltiirii ile olgun oosit elde
edebilmislerdir (45, 46, 47, 48). TGFp siiper ailesinin bir iiyesi olan Aktivin A (ActA)
ovaryumda iiretilmekte ve insanlar dahil birgok memeli tiirlerinde preantral folikiillerin
gelismesinde 6nemli bir modiilatordiir (49, 50). Folikiilogenezisin lokal regiilatoriiniin
yaninda, ActA FSH sentezini direkt olarak uyarabilir ve. GnRH’un (Gonadotropin-
releasing hormone) salinimini kontrol eder (51). ActA, graniiloza hiicrelerindeki FSH
ve LH reseptorlerinin artisini da uyarabilir. Aromataz indiiksiyonu ve progesteron
tiretiminde de ayni sekilde rol oynadig1 da gdsterilmistir (51, 52). Boylece graniiloza
hiicreleri, parakrin faktorlerin ana kaynagi gibi gorev yapar ve oosit maturasyonunda en

onemli parakrin etkiyi saglayan hiicre oldugu sdylenebilir.

Zhi-Peng Zhang ve arkadaglar1 2012 de, invitro kosullarda tam olarak
premayotik disi germ hiicrelerinden basit bir metod ile matur oositleri elde edip
maturasyonunu  saglamayr amaglamiglardir. ActA’nin  varliginda embriyonik
ovaryumlarin eksplantasyonunun kiiltiirii sirasinda, tek tabakali granuloza hiicre kiiltiirii
ortaminda gelisen eksplant kokiiltiirde fertilize oositten morula ve blastosist agamasina

gelisiminin sagladigini bulmuslardir (45). ActA’nin ilavesinin oosit maturasyonunun
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gelisimini tetikledigi ve bu tetikleme sirasinda disi germ hiicrelerini aktive ederek oosit

maturasyonun olusumunu basarmislardir (45).

Folikiil gelisiminde, puberteden sonra hipotalamustan salgilanan gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH), hipofizden salgilanan folikiil stimiilan hormon (FSH) ve
luteinizan hormon (LH), ayrica overde sentezlenen otokrin ve parakrin etkili lokal
bliylime faktorleri, biiylimeyi farklilagtiran faktor (Growth differentiation factor 9-
GDF9), kemik morfojenik protein 6 (bone morfogenetic protein6 -BMP6),
BMP7/BMP15, c-Kit, epitelial biiyiime faktérii (EGF), bazik fibroblast biiylime faktorii
(bFGF), anti-Miillerian hormon (AMH) rol alir (Sekil 6). Bu faktorler oosit ile ¢evre
doku arasindaki iliskiyi kontrol etmeleri yanisira, iki yonlii olarak salgilanan faktorler
sayesinde oosit ve ¢evre dokusu arasindaki iletisim sonucunda oosit matlirasyonu ve
folikiiler gelisim saglanmis olur. O nedenle bu faktorlerin oosit, graniiloza hiicreleri
ve/veya teka hiicrelerinden sentezlenip salgilandigi bilinmektedir (53, 54, 55, 56). AMH
gelismekte olan folikiillerin graniiloza hiicrelerinde sentezlenip parakrin etki gostererek
diger folikiillerin gelisimini inhibe etmesi ve dominant folikiiliin belirlenmesi acisindan

diger faktorlerden ayr1 bir yere sahiptir (57).

Type-I & Type-II receptors
{various combinations)

AMH
Inhibin
Activin

BMP-2,-5-6

BMP-4
BMP-7
TGFbeta

AMH GDF-9
inhibin BMP-15
Activin BMP-6

BMP-2,-5,-6

Sekil 6: Folikiilogenezde oosit ve onu ¢evreleyen graniiloza hiicreleri ve teka
tabakasi arasinda karsilikh iletisimde molekiiler diizeyde sematize edilmis c¢izim

(55).
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Primordiyal folikiilden primer folikiil olusmasi gonadotropinlerden bagimsizdir. Bu
asamada etkin olabilecek faktorler arastirma konusudur. Pregraniiloza hiicrelerinden ve
oositten salman kit ligand (KL) ve bazik fibroblast biiyiime faktoriiniin (bFGF) etkili
olabilecek ilk lokal biiylime faktorleri oldugu diistiniilmektedir (57). Primer folikiil
olustuktan sonra folikiillerin ileri gelisimi gonadotropinlerin (FSH, LH) ve lokal
biiyiime faktdrlerinin etkisi ile olmaktadir. Lokal biiylime faktorlerinden GDF-9, BMP-
6, BMP-15 ve c-Kit oosit kaynaklidir. AMH, EGF, bFGF, inhibin, aktivin, BMP-2,
BMP-5, BMP-6 graniiloza hiicrelerince salgilanir. BMP-4, BMP-7, TGF teka hiicre
kaynaklidir. Tiim bu faktorler, otokrin ve parakrin etki gdsterir ve bir biiyiime faktorii
kokteyli olusturarak denge ve uyum igerisinde fonksiyon gostermeleri s6z konusudur

(Sekil 7) (33, 54, 55, 56).

Primordial follicle === Primary follicle

From other growing follicles

AMH (-ve)
Pre-granulosa cells

BMP-4 GDF-9
BMP-7 BMP 15
(+ve) (+v%l§>
Theca cells
Q Recru itment
S!romal cells

Sekil 7: Primordiyal Folikiillerden Primer Folikiile geciste fonksiyon goren

Granulosa cells

bFGF
(+ve)

faktorleri gosteren cizim (55).

Primordiyal folikiil aktivasyonu folikiiliin etrafindaki mezensimal hiicreler,
cevreleyen folikiiler ve endokrin faktorler tarafindan diizenlenir. Fosfat ve tensin
homolog (phosphatase and tensin homolog-PTEN), Foxo3a (forkhead box O3A) ve
stromadan gelisen faktor-1 (stromal derived factor-1-SDF-1) primordiyal oositler

tarafindan olusturulur. Primordiyal oositler PDGF (platelet-derived growth factor) ve
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bFGF’i sekrete ederek pregraniiloza hiicrelerini sekrete ederler ve KL in (kit ligand)
sekresyonunu arttirirlar. Pregraniiloza hiicreleri tarafindan sekrete edilen KL oosit
gelisimini ve folikiil aktivasyonunu gelistirir ve mezesimal hiicrelerinde ileri
gelisiminde fonksiyon goriir. Kerasinosit bliytime faktor (keratinocyte growth factor-
KGF), BMP-4 ve BMP-7 cevredeki mezensimal hiicreler tarafindan sekrete edilir ve
folikiil aktivasyonunu stimiile eder. AMH ve SDF-1 gelisen folikiil ¢evrelerinden
sekrete edilir ve primordiyal folikiil aktivasyonunu negatif yonde etkiler. Insiilin folikiil
aktivasyonunu ilerletir. Primer folikiiller, graniiloza hiicre proliferasyonunu, KL
ekspresyonunu ve teka formasyonunu arttirmak i¢in GDF-9 ve BMP-15’1 sekrete

ederler (58) (Sekil 8).

Primordial Primary

basal lamina

PTEM(-)
PI3K-AKT-FOXO3A(-)
TSC1/2-mTOR(-}

SDF-1(-)

= A
-4, "I A
@ k theca cells

Sekil 8: Primordiyal folikiil aktivasyonunun diizenlenmesi (58).

Amélie Juanchich ve arkadaglarinin, mikroRNAlarin (miRNA) Farkh

Ekspresyonlarinin Tanimlanmasi ve Balikk Over Gelisiminde Potansiyel Hedefleri
tizerine 2013 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada; yaklagik 21-23 niikleotit uzunlugunda, tek
iplikli RNA molekiilii olan ve gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynayan miRNA
ovulatuvar dongiide farkli evrelerde farkli rolleri oldugunu gostermislerdir. miRNA'lar
kodlamayan RNA'lardandir, yani DNA'dan transkripsiyonu yapilan ama proteine

cevirisi yapilmayan genler tarafindan kodlanirlar. Pri-miRNA olarak adlandirilan primer
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transkriptler islenerek, once pre-miRNA adli kisa sap-ilmik yapilarina, sonra da
fonksiyonel miRNA'ya dontisiirler. Olgun miRNA molekiiller bir veya daha ¢ok mesajc1
RNA (mRNA) ile kismi tamamlayicidir ve baslica islevleri gen ifadesini asagi
ayarlamaktir. 1993'te Lee ve c¢alisma arkadaslar1 tarafindan Victor Ambros
laboratuvarinda kesfedilmisler, ancak mikroRNA terimi ilk 2001'de kullanima
girmistir(59). Amélie Juanchich ve arkadaslarinin yaptiklar1 bu ¢alismada3800 miRNA
tespit edilmis ve oogenez sirasinda 13 miRNA larin farkli ekspresyonlari oldugu
saptanmistir. Gokkusagi alabaliginda, 13 matiir miRNA’nin tiim sekanslarinin metafaz
IT oositten salinan miRNA oldugu belirlenmistir (59). Eksprese edilen genlerin (9391
gen) yaklagik %60°1 previtellogenez sirasinda yiiksek oranda eksprese edildigi
saptanmig ve genlerin birgogunun maturasyon sirasinda eksprese edildigi goriilmiistiir
(1271 gen). 584 gen ise vitellogenik satha sirasinda eksprese edildigi saptanmis ve 4464
gen folikiiler gelisim ve oosit maturasyonu sirasinda eksprese edildigi gosterilmistir
(59). Bununla beraber oogenez boyunca alabalik ovaryumunda immature safthada 13
miRNA tanimlanmistir. Ozellikle metafaz II safhasinda olan gokkusagi alabaliklarinda
13 miRNA eksprese edildigi ve hem miR-202 ve miR-202* testiste ve ovaryumda giiclii
bir sekilde eksprese edilip diger hi¢bir dokuda saptanmamis olmasi, bu iki miRNA nin
ozellikle gametogenezde anahtar rol oynadiklar1 sonucuna varilmigtir. miR-29 nin ise
mature ovaryumda previtellogenik ovaryuma gore 35 kez daha c¢ok eksprese edildigi
gbzlenmesi iizerine 6zellikle oogeneze dnemli olabilecegi savunulmustur.

Folikiil Stimiilan Hormon (FSH) etkisiyle gelisen graniiloza hiicreleri dstrojen
salgilar. Serum seviyesi artmakta olan Ostrojen, menstriiel siklus sonunda artan
Ostrojenin luteinizan hormon (LH) {izerindeki (-) geri bildirim etkisinden farkli olarak,
ilk 6nce (+) geri bildirim etki ile LH salinimin1 uyarir. LH ovulasyonun gergeklesmesi
ve ovulasyondan sonra olusan korpus luteumdan progesteron salgilanabilmesi i¢in kilit
role sahiptir. Oosit maturasyonu LH salinimu ile baglar ve LH en {ist seviyeye ulastiktan
yaklagik 10-12 saat sonra ovulasyon gerceklesir. LH ve progesteron prostaglandinleri ve
proteolitik enzimleri aktive ederek folikiil duvarindaki kollajenin yikilmasini, kumulus
hiicre ekspansiyonunu ve ovulasyonun ger¢eklesmesini saglar. LH graniiloza
hiicrelerinde G-protein lizerinden adenilat siklaz1 (AC) aktive eder. AC ise cAMP’yi

artirir. Artan cAMP protein kinaz A araciligi ile doku plazminojen aktivatoriiniin (tPA)
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sentezlenmesine neden olur. tPA, plazminojeni plazmine ¢evirir. Plazmin de folikiil
duvarindaki fibrin, kollajen, fibronektin ve lamininin yikilmasina sebep olarak
ovulasyonu kolaylastirir. Bu arada LH teka hiicrelerinde benzer yol {izerinden
plazminojen aktivator inhibitoriiniin (PAI) sentezinde rol oynar (Sekil 9, Sekil 10).
PAT’1 tPA’niin plazminojeni aktif formu olan plazmine ¢evirmesine engel oldugundan,

tampon bir yolak olusturmaktadir (60, 61, 62).

Granlioza hicrssl Teka Inerna

LH
cAMP artar cAMP artar
Inhibe eder
tPA PAI

Flazmingjen — Plazmin
Fibrin
Kollajen
Fibronektin

— ] — Ovulasyon

Laminin

Sekil 9: Liiteinizan hormonun (LH) plazminojeni aktif formu olan plazmine
cevirmesi. tPA (Doku plazminojen aktivatorii), PAI (Plazminojen aktivator

inhibitorii) (60).

GC ' TI

CAMP—*PKA PKCY— DG

CAMP—+PKA PKC+—D ~
LH
FsH @GP é { C)‘ GARH \J‘;I"F',:@ y ‘/ L4

PI

e

ol \ v PI PALTgene cycle
cle 4
ATP tPA gene 2 ATP
P T PAI-I mRNA
£PA MRNA ‘
tPA {
il PALI
Plasminogen Plasmin Pro-MMP
MMP
Fibri
Collagen v : ;
Follicle wall S » Degradation—————»Ovulation
Fibrinectin
Laminin

Sekil 10: Doku plazminojen aktivatorii (tPA) ve Teka tabakasindaki

plazminojen aktivator inhibitorii (PAI)’nin ovulasyon iizerine etkisi (63).
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Gonadotropinler graniiloza hiicrelerinde G-protein bagh reseptorlere baglanir.
Adenilat siklaz aktive olur, cAMP artar. Kumulus hiicrelerinde artan cAMP, mitojen
aktive edici protein kinazi (MAPK) aktive eder. Mayoz boliinmede ilerleme baslar.
Graniiloza hiicrelerinde artan cAMP steroid sentezini de artirir. Steroidler de oosit
maturasyonun devami ig¢in gereklidir (64, 65). Graniiloza hiicrelerinde artan cAMP
Gegit baglantilar1 (GJ) araciligi ile oosit igerisine de girer (Sekil 12) (65,66). Menstriiel
siklusun ortalarinda salinan LH etkisi ile graniiloza hiicreleri ve oosit arasindaki GJ’lar
azalir. GJ’lardaki azalma ile cAMP’nin oosit igine girerek oositteki miktariin artmasi
engellenmis olur (66). Fosfodiesteraz’lar (PDE) cAMP’yi yikar, inhibisyonun
inhibisyonu aracilig ile mayoz boliinmenin ilerlemesinin baslamasina katkida bulunur
(Sekil 11, Sekil 12). Bu arada graniiloza hiicrelerinde artan cGMP MAPK’1 inaktive

eder ve immatiir ovulasyonu onler (61, 62, 65).

LH/FSH

|
l

cAMP artar

wtive olur

MAPK;

cGMP artar Inhibe olur

Kiimiiliis hiicresi Qosit

Sekil 11: Gonadotropinlerin (LH ve FSH) cAMP ve ¢cGMP aracihigi ile oosit
maturasyonu diizenlemesi. MAPK (Mitojen aktive edici protein kinaz), GVBD

(Germinal Vezikiil Yirtilmasi) (60).
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IHAS2, TSG-6,PTX-3

Sekil 12: cAMP’nin graniiloza hiicrelerinden Gap Junctionlar aracihg ile

gecisi (67).
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Folikiilogenezde etkili olan mekanizmalar ve faktorler;

a)  Oluklu Baglantilar (Gap junctions)

Over folikiillerinin gelismesinde gap junction tipi baglantilarin rol oynadig:
kesindir. Memeli oositlerinin biiyiimesi sirasinda gap junctionlar sayesinde c¢evredeki
folikiillerle devamli bir iletisim vardir. Aminoasitler, glukoz metabolitleri ve
niikleotidler, gap junction tipi bu baglantilar araciliiyla biiyliyen oosite taginirlar
Bunlara ek olarak tam gelismis oositin mayotik maturasyonunu saglayan sinyaller de
oosit ile graniiloza hiicreleri arasindaki gap junction tipi oluklu baglantilarla
saglanir(Sekil 12). Cx26, Cx30, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 ve Cx57 gibi
konneksinleri i¢ceren ve bunlarla da smirli olmayan konneksinler tiire bagimli olarak
oosit ve graniiloza hiicre kompleksi icinde eksprese (genetik sentez) olurlar, fakat
herhangi birinin esansisyel olup olmadigi konusunda agik bir bilgi yoktur. Gja4 geni
haraplanarak Cx37’si yok edilmis farelerin yasadigi ve over folikiillerinin preantral faza
kadar normal bir sekilde gelistigi goriilmiistiir, fakat matiir graaf folikiilii asamasina
kadar hi¢ gelismez ve ovulasyon gonadotropin uyarilarina ragmen baslamaz (Sekil 13)

(68,69,70).

mucleus P
()

Ay

cocyte (OOC)

zona pellucida gramilosa cells
ZP) (GC)

Sekil 13: Cx26, Cx30, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 ve Cx57 gibi
konneksinleri iceren ve bunlarla da smmirh olmayan konneksinler, oosit ve

graniiloza hiicre kompleksi icinde eksprese olurlar (71).
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b) Zona Pellusida

Biiyiiyen folikiillerin 6nemli bir parcasi da oositi, ¢evresindeki graniiloza
hiicrelerinden ayiran ekstraselliiler zona pellusidadir. Zona pellusida oosit ve graniiloza
hiicreleri tarafindan sentezlenir ve ilk olarak primer folikiilde tespit edilir. Oosit
biiyiidilkge zona pellusida genislik olarak biiyiir. Kalinlig1 olgun folikiil asamasina
kadar ortalama 18 mikrometreye ulasir. Matriks ii¢ siilfatlanmis glikoproteinden olusur,
ZP1, ZP2, ZP3. ZP2 ve ZP3 yaklasik olarak esit ve ana parcalar1 olusturur, ZP1 ise zona
kiitlesinin % 15+ 10’unu olusturur (Sekil 14). Normalde zona pellusida ii¢ proteinden
olusurken (ZP1/ZP2/ZP3), zona pellusida olusumunda ZP3’iin esansiyel oldugunu
disiindiiren ZP1/ZP3 veya ZP2/ZP3 kombinasyonu zona matriksini olusturabilir.
Bununla birlikte ZP1/ZP3 matriksi ¢ok incedir ve folikiillogenezisin antral fazinin geg
donemlerine kadar devam etmez. ZP2 veya ZP3’ten yoksun oosit gelisir fakat
folikiilogenezin sonraki asamalarinda yapilart bozulur ve gonadotropinlerle stimiile
ovulasyonda tubalarda zonasiz oositler goriiliir. Bu oositler her ne kadar in-vitro
ortamda dollenerek blastokist olusturabilse de transfer edildiklerinde heniiz canli bir

dogum goriilmemistir (70, 72, 73).

Zona Pellucida

Nucleus

Corona
Radiata

Sekil 14: Oosit ve Graniiloza hiicreleri arasinda seffaf, glikoproteinden

zengin Zona Pellusida (74).
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c) Biiyiime ve farkhilasma faktorii 9 (GDF-9)

Doniistiiriicii biiyiime faktorii (Transforminggrowth factor B-TGFp), folikiil
gelisiminin kritik dénemlerinde rol alan biliylime faktorlerinden bir grubu olusturur.
TGFB ailesi TGFp, activin, inhibin, mullerian inhibe edici substans (Mullerian
inhibiting substance-MIS), biiylime ve gelisme faktorii 9 ve kemik morfogenetik
proteinlerinden olusur. Bu faktdrler hiicre biiylimesi, morfogenezi, hiicre farklilagmasi
ve apoptoz gibi biyolojik olaylarda ¢ok onemli rol oynarlar. Over folikiilii, GDF-9
olmadan primer fazi gecemez. GDF-9 uygulanmis immatiir ratlarda primer ve kiiciik
preantral folikiillerin daha ¢ok arttigi fakat primordiyal folikiillerin azaldig:
gozlenmistir. Bu azalmanin, GDF-9’un primordiyal folikiilleri matiirasyon igin
aktiflestirmesi sonucu olustugu distintilmiistir. GDF-9, folikiil gelisiminin diger
basamaklarini etkilemez (Sekil 15). Bunun aksine FSH preantral folikiil sayilarini
artirirken primer ve primordiyal folikiillerin sayisini etkilemez. Bu da FSH’in temel
etkisinin daha olgun folikiiller {lizerine oldugunu diisiindiiriir. Bunun sonucu olarak
folikiil gelisiminin erken evrede oosit kaynakli uyarilarin, sonraki evrede ise
gonadotropinlerin baskin oldugu iki farkli asamada gerceklestigi diisiintiliir (Sekil 15)
(70, 75,776, 717, 78).

Cumulus

N,

theca cells ——=
Af‘:stimulnﬁun ‘e'/=i:1hibitiun
Sekil 15: GDF-9’un folikiilogenezde rolii (A, B) (79, 80).
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d) Kemik morfogenetik protein 15 (Bone morphogenetic protein 15: Bmp15)

Oositten salgilanan parakrin faktdrler over folikiiliiniin erken gelisim agamasinda
ve antral folikiiliin morfojenik gelisiminin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Bmpl5
ayn1 zamanda GDF-9b olarak da bilinir ve oositlerde X’e bagimli gen tarafindan
eksprese edilir ve tiretilen protein GDF-9 ile yliksek derecede homoloji (%52) gosterir.
Bmp15 geni ilk olarak primer folikil i¢indeki oosit tarafindan eksprese olur ve olusan
protein graniiloza hiicre proliferasyonunu stimiile eder. Ek olarak Bmp15 selektif olarak
FSH tarafindan indiiklenmis progesteron iiretimini inhibe eder. Bmp15°ten yoksun disi
farelerde ovulatuvar defektlere bagli olarak, fetus boyutlari azalmis dogum vardir.
Bmpl15-/-, GDF-9 +/- veya Bmpl5-/-, GDF-9 -/- c¢ift mutanth fareleri muayene ve
karakterize ederken Bmpl5 ve GDF-9 proteinlerinin over fonksiyonlarinda sinerjik
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bmp15°1 eksik fareler ovulasyon ve folikiillogenezin
ge¢ donemlerinde agik defektlerle birlikte subfertildir. GDF-9 ve Bmp15°in koyunlarda
ovulatuar fonksiyon kayb1 gibi kesin bir rolii vardir ki molekiil immunizasyon yoluyla

ya da genetik eksiklik yoluyla over yetmezligine yol acar (Sekil 16) (70, ,81, 82).

Oocyte — KitL-1

Growth and / |
survival +—— Kiit €4—KitL-2

GDF-9
BMP-15

[ Granulosa
T Luteinization

Proliferation  KitL .o

FSH

Sekil 16: GDF-9 ve BMP-15’in folikiilogenezdeki rolii (83)
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e) Sitostatik Faktor (CSF)

Masui ve Markert’in ¢alismasinda iki hiicreli embriyoda blastomerlerden birine
ayn1 yumurtanin sitoplazmasi mikroenjekte edildiginde injeksiyon yapilan blastomerde
yariklanma dururken, enjeksiyon yapilmamis blastomerde yariklanmanin devam ettigini
gozlemlediler. Injeksiyon yapilmis blastomerin “mitotik apparatinin” metafazda
bekledigini saptadilar. Kontrol olguda ise immatiir oositten veya erken embriyodan
alman sitoplazmanin enjeksiyon yapilmis olan blastomerin yariklanmasini inhibe
etmedigi gorildii. Olgun oositlerin sitoplazmasindan elde edilen hipotetik faktor gegici
olarak “Sitositatik Faktor” olarak adlandirildi. Mayoz II arrested oosit= Sitostatik faktor
arrest= Matiir oosit= Metafaz arrested oosit= CSF-arrested oosit= Fertilize olmamis
yumurta tanimlarinin hepsi ayni1 anlami tasir. CSF, tek bir molekiil veya proteinden 6te
yumurtada bulunan bir aktiviteyi tanimlamaktadir. Bu hiicre boliinme inhibitoriiniin
oosit matiirasyonu sirasinda salgis1 artmakta, Mayoz II’de aktive olmakta fakat fertilize
veya parthenogenetic aktivasyonla birlikte de inaktif hale gelmektedir. Bu yapu ile ilgili
bilgilerimizin ¢ogu X.laevis ‘le yapilan ¢aligmalardan gelmektedir. Fare calismalar1 da

bu canlida yapilmis olan calismalar1 desteklemektedir (84).

f) Halka Parmak (Ret Finger Protein-Like 4- RFPL4)

Gelisen embriyoda oositin erken mitotik ve mayoz boliinmeleri; zamanla tiretilen
hiicre dongii diizenleyicileri, bunlarin proteozomal yikim yoluyla temizlenmesine
baglidir. Ret Finger Protein-Like 4 (Rfpl4) geni, B30.2 parcasina sahip RING finger-
like proteini kodlar. Bu gen germ hiicrelerine 6zgiin genlerin in siliko arastirmasi
sirasinda  bulunmustur.  Immunhistokimyasal ve immunfloresans ydntemlerle
goriilmistiir ki RFPL4 biiyiiyen oositlerde birikir ve erken embriyonik ayrim sirasinda
aniden yok olur. Birgok Ret Finger (halka parmak) iceren protein gibi RFPL4 de E3
ubikuitin ligazdir (70). Ekspresyonunun 6zgiinliigii ve etkilesimleri RFPL4’iin Siklin

B1’1 proteozomal yikim icin yonlendirdigi diisliniilmiistiir. Bu da oositin mayoz
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sirasindaki hiicre siklusunun kontrolii i¢in anahtar olaydir ve embriyodaki oositin

mitoza gecisinde ¢ok dnemlidir (70, 75, 76, 77, 78, 81).
g) Anti-miillerian hormon (AMH)

Anti miillerian hormon (AMH), dogumdan sonra saglikli ve yavas biiylimekte
olan folikiiller i¢indeki graniiloza hiicrelerinde eksprese olur. AMH, ayni zamanda
miillerian inhibiting substance (MIS) olarak da bilinir ve TGF B ailesinden olup dimer
yapisinda glikoproteindir. Overlerde AMH sadece dogumdan sonra biiyiiyen folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde eksprese edilir. AMH mRNAs1 ve proteini, bilylimeye baglamig
sican, fare, koyun ve insan folikiillerinin graniiloza hiicrelerinin sitoplazmasinda
saptanmustir. Preantral folikiillerde ekspresyon ¢ok kuvvetli iken antral ve preovulatuar
folikiillerde azalmistir. Primordiyal fazda veya atretik folikiillerde ekspresyon hig
yoktur. Insan overinde AMH proteinin graniiloza hiicrelerinde ekspresyonu 36 haftalik
gestasyonel yastan menapoza kadar primordiyal folikiil hari¢ folikiilogenezisin biitiin
basamaklarinda gosterilmistir. Birincil fazdan itibaren gozlenen artis genis preantral ve
kiigiik antral boliimlerde pik yaparken daha genis antral folikiillerde azalir. Siklik
aktiflestirme swrasinda AMH folikiillerin FSH’ya duyarliligini azaltirken, ilk
aktiflestirme sirasinda, AMH primordiyal folikiillerin biliylime havuzuna dogru
aktiflesmelerini inhibe eder. Graniiloza hiicresindeki AMH, FSH bagimli aromataz
aktivitesinin indiiksiyonunu ve LH reseptdr ekspresyonunu inhibe eder (Sekil 17).
Ayrica AMH eksikligi olan farelere FSH tedavisi uygulandiginda over folikiillerinin
daha fazla ve daha ¢ok gelistigi gozlenmistir. Bu yiizden AMH over folikiil

bliylimesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (70, 85, 86, 87, 88).
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Sekil 17: AMH’nin folikiilogenezde rolii (89).

h)  Ostrojen

Insan overinde, saglikli antral folikiil graniiloza hiicreleri ve dzellikle dominant
folikiillerden preovulatuar folikiil graniiloza hiicreleri seviyesinde immunreaktif ER
(Ostrojen reseptoril) ekspresyonu olur. Dominant olmayan folikiillerin graniiloza
hiicreleri de LH piki zamaninda ER pozitif olabilir. Pelletier ve El-Alfy, insan lireme
organlarindaki ER’lerin hiicresel lokalizasyonunu belirlemislerdir. Biiyiiyen folikiillerin
(primerden olgun folikiile kadar olan biitiin basamaklarda) graniiloza hiicrelerinin
niikleusunda, interstisyel bezlerde ve overin ylizey epitelinde ERb immunreaktivitesini
saptamiglardir. Teka, interstisyel bez ve over yiizey epitelinde ERa varligi ¢ekirdek
boyast ile gosterilmistir. Acikgasi Ostrojen miillerian memeli komplekslerinin
biiyiimesinin ve farklilasmasinin desteklenmesinde hayati rol oynar. Ostrojenlerin
oynadig1 rolde over folikiil gelisiminin senkronizasyonu ile siklus ortast gonadotropin
piki esit Oneme sahiptir. Ayrica DES (Diethylstilbestrol) ile tedavi 200-300
mm ¢apindan daha genis folikiillerin biliylime hizin1 arttirirken atrezi hizini azaltir.
Ostrojenlerin over folikiillerindeki graniiloza hiicrelerinin apoptozunu inhibe etme
yeteneginin gosterilmesi antiatretik olabilecegi fikrini desteklemistir (70, 90, 91)(Sekil
18).
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Sekil 18: Ostrojenin folikiilogenezde rolii (92).

i) Kalsiyum:

Geleneksel teoriye gore steroidler niikleer reseptorlere baglandiktan sonra gen
transkripsiyonunu aktive edip protein sentezini baslatirlar. Bununla beraber
Ostrojenlerin overlerde klasik olmayan bagka bir yolu kullanabilme ihtimali vardir.
Graniiloza hiicrelerinde oldugu gibi oositte membran aracili, genomik olmayan
Ostrojenik etkilerin varhigit dislanmamalidir. Bu yoéniiyle 17b-estradiol etkisiyle
intrasitoplazmik kalsiyum degisimi bu olasiligi kuvvetle destekler. Spesifik olarak
intrafolikiiler dstrojen direkt olarak klasik olmayan yoldan insan oositinin gelisimsel
potansiyelini etkiledigi diisiiniilmektedir. Tesarik and Mendoza germinal vezikiil
yirtilmas1 (GVBD) sirasinda intraselliiler kalsiyum salinimlarinin, amfibilerde goriilen
isleve benzer sekilde 17b-estradiol araciligi ile diizenlendigini gdstermislerdir (Sekil
19). Fertilizasyon prosediirleri yardimiyla mikromaniiplasyon uygulanan insan oositleri

aspire edilince GVBD’ye ugramadig1 goriilmiistiir (70, 90).
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Sekil 19: Kalsiyum saliniminin folikiilogenezdeki rolii (93).



1.3. MAYOTIK GELISIiM

Memelilerde mitoz boliinme ile cogalan oogoniumlar, fotal yagam esnasinda ilk
mayotik boliinmeye baslar. Fakat dogumdan 6nce veya hemen sonra 1. Mayoz boliinme
profaz sathasinda durur. Bu donemde germinal vezikiil (GV) olarak isimlendirilen yap1
olusmustur. Mayoz béliinme, puberteyi takiben ovulasyondan kisa bir siire dnce veya
oositler folikiillerden almip uygun bir medyuma birakildiginda sitoplazmik
olgunlasmay1 diizenleyici faktér (Maturation Promoting Factor; MPF) etkisi ile tekrar
baslar. Ovulasyondan hemen o©nce, memeli oositleri olgunlasmanin son fazini
tamamlamadan fertilize olma ve fertilizasyon olsa dahi erken embriyonik gelisme
yetenegine sahip degildir (94). Mayozun tekrar baglamasi germinal vezikiiliin yirtilmasi
(GVBD) ve bunu takiben ilk polar cismin atilmasi ile karakterizedir. Bu donemde
ovulasyona ugrayan oosit, fertilizasyona kadar 2. Mayoz boliinmenin metafaz
sathasinda bekler. Fertilizasyon mayotik boliinmenin tamamlanmasini uyarir ve 2. Polar
cisim atilir. Fertilizasyon sonrasi erkek ve disi proniikleuslar olusur. Bu disi ve erkek

proniikleuslarin fiizyonu ile fertilizasyon olay1 tamamlanir (95).

Mayotik gelisim oosit biiyiimesi sirasinda iki basamakta gerceklesir. Germ hiicre
ilk 6nce germinal kese yirtilmasini yapabilecek GVBD yetenegi kazanir ve metafaz I’e
dogru ilerler sonra da Metafaz II’ye ilerleme yetenegini kazanir. Oositte baglayan
mayozun devami ve tamamlanmasi ii¢ ana faktoriin koordineli ¢alismasini igerir:
Maturasyonu saglayan faktor (Maturation Promoting Factor- MPF), MOS ve Mitojen
aktive eden Protein Kinaz (Mitogen Activated Protein Kinase- MAPK). Farelerde MPF
aktivitesi GVBD’yi izler ve protein fosforilasyonunu saglayan olaylar kaskatini
baslattigina inanilir ki bu da oositi mayotik olaylara yonlendirir. MOS/MAPK yolu,
Metafaz 1 ve Metafaz II’deki uygun igcik olusumundan, Metafaz I-Metafaz II
transisyonunda DNA replikasyonunun baskilanmasindan, Metafaz II’deki duraklamanin

devamliligindan sorumludur (86, 95).

In vitro fertilization (IVF) oosit maturasyonu ve insanin erken gelisim donemine
ait bir pencere agar. Yardimci lireme teknikleri kontrollii folikiil gelisimi ve oosit

maturasyonu i¢in eksojen hormon stimulasyonunu igermektedir. Toplandiginda oositler
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maturasyon Ozelliklerine gore analiz edilirler ve goriinlimlerine dayanarak GV, MI veya
MII olmak tizere smiflanirlar (Sekil 20). Bu morfolojik kategoriler kabaca mayotik
gelisim donemleriyle iligkilidir. MII donemine gecemeyen oositler immatiirdiirler ve

fertilizasyon basaris1 gosteremezler.

Meiotic Maturation Egg Activation
U} (n (@ ()
v

v v
@OPO~O» D~ ,
prophase I GVBD metaphase I  metaphase IT pronucleus @ &

secondary arrests O @ @

W = point of fertilization (depends on species)

” = primary arrest (often released by hormonal stimulus)

Sekil 20: Oosit mayotik maturasyonu ve aktivasyonu (96, 97).
1.4. IN VIVO OOSIT MATURASYONUNA ETKi EDEN FAKTORLER

Oositleri  mayoz boliinmede duraksatan mekanizmalar tam  olarak
anlagilamamustir. Inhibe edici sinyallerin var oldugu bir¢ok ¢alisma ile bildirilmistir. Bu
sinyaller; TGF-B, Anti-Miilleriyan hormon, aktivin, inhibin ve folistatin bu asamada
islevi oldugu diistiniilen molekiiller ve peptidlerdir.

Temel caligmalar AMH’nun folikiiler hormon yapiminda etkili oldugunu
gostermistir. Hayvanlardaki calismalarda, AMH’ nun aromataz aktivitesini, granuloza
hiicrelerinde FSH’1n stimiile ettigi LH reseptor sayisini azalttigi goriilmustiir. Teka
hiicrelerinde testesteron yapimini azaltir. AMH’nun biiylime sirasinda, preantral ve
erken antral folikiillerden salindig1 gosterilmistir. Ovaryan aktivite {izerine diizenleyici
etkisi vardir (98).

AMH, over rezervinin degerlendirilmesinde, granuloza hiicreli tiimdrlerin
saptanmast ve takibinde, puberta prekoks ve gecikmis pubertanin taninmasinda,
kriptoorsit ve anorsit tanisinda, her yasta erkek gonad fonksiyonunun

degerlendirilmesinde klinik ¢aligmalarda kullanilmaktadir (99, 100, 101).

38



Mayoz | tamamlandiktan sonra oosit igerisinde sitostatik faktorler (CSF) de
birikip artmaya bagslar. CSF tek bir faktor degildir, 6zellikleri arastirilmakta olan bir
grup faktoriin ortak adidir. Mayoz II’de artmaya baslar ve metafaz II’de duraksamaya
neden olurlar. Normalde mitozda anafaz uyaric1 faktoriin (APF) etkisi ile metafazdan
anafaza gecis miimkiin iken mayoz II’de progesteronun da etkisi ile artan CSF’ler
sebebiyle APF’iin bu etkisi Onlenir ve metafaz II’deki bekleyis gerceklesir.
Fertilizasyon gerceklesir ise CSF’lerin inhibitor etkileri ortadan kalkar ve mayoz kaldig:
yerden devam eder (102, 103).

Maturasyon inhibitorleri, folikiiler hiicreler tarafindan sentezlenen ve mayoz
boliinmenin durdurulmasini saglayan biyolojik {irlinlerdir. Mayes’in bildirimleri
dogrultusunda, o-amanitin, 5,6-dichloro-1-B-D-ribofuranosyl benzymidazole gibi
bazilari RNA transkripsiyonuna engel olurlar ve transkripsiyon inhibitorleri adini
alirlar. Cyclo-heximide, Puromycin gibi bazi inhibitérler de protein sentezine engel
olarak etki gosterirler. Fosfataz inhibitorleri ise MPF komponentlerinin
fosforilasyonunu kontrol altinda tutarak etki gdosterirler. Bunlara O6rnek olarak,
Okadaikasit, Vanadate, 6-dimethylaminopurine (6-DMAP), Butyrolactone ve
Roscovitine gosterilebilir. Ayrica adenozin ve hipoksantin gibi piirinler de inhibitor
etkide olup mayozun durdurulmasina yardimeci olurlar(104).

Bu giine kadarki klasik goriis yasam siiresince kullanilacak olan oositlerin
doguma kadar olustugu ve sonra olusumunun ortadan kalktig1 seklindeyken son yillarda
farelerde ve asag1 omurgali bazi tiirlerde (Xenopus laevis) yapilan ¢caligmalar oositlerin
stirekli olarak yok olusunun sanilandan daha fazla oldugunu ve memeli yasaminin erken
yillarinda ve reprodiiktif donemde, kiiclik bir grup germ hatt1 kok hiicresi tarafindan
tekrar tretildigini ortaya konmustur (105). Cocuk ve yetiskin fare ovaryumlar: aktif
mitotik germ hiicelerine sahiptir. Oosit dejenerasyonu (atezisi) ve boslugunun oranindan
taban alir ve havuzun yeniden doldurulmasma ihtiyact vardir. Prepubertal disi
farelerinin tedavisi, mitotik germ hiicre hattinda toksikant bisulfan eliminasyonu ile
olusur. Primordiyal folikiiller indiiklenen atrezi haricinde erken yetiskin donemde
rezerve edilir (105).

Byung Chul Jee ve arkadaglarinin (2010) sundugu bir olguda 35 yasindaki bir

hastadan, kontrollii ovaryan stimiilasyon sonrasi Germinal vezikiiliiniin yirtildigi
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(GVBD) asamada oosit toplanmis ve mekanik (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) ya
da kimyasal (kalsiyum iyonofor) uygulama ile mayotik arrestin Onlenemedigi
bildirilmistir. Higbir oositin olgulasamadigi ve anti-tubulin antikoru ile negatif
boyandig1 gozlenmistir. Sonug olarak ta Profaz 1 sathasindaki maturasyon arrestinin
infertilite nedenlerinden biri olabilecegi diisliniilmiistiir. Oosit arrestine bagl infertilite
vakalarinda oosit maturasyon arrestinin anlasilabilmesi i¢in normal gelisim ve altinda
yatan nedenler ve/veya mekanizmalarin incelenmesi ve ayrica uygun in vitro ortamlarin
hazirlanmasi, oosit gelisimi ve fertilizasyon problemlerinin ¢dziilmesi ile in vitro
fertilizasyon basar1 oranlarinin artisina neden olacagindan umut verici ¢alismalardir
(106).

Pek cok aragtirmaci oosit maturasyonunu, oositin mayoz boliinme sirasinda
profaz I evresinden metafaz II evresine kadar olan olaylar zinciri olarak kabul
etmektedir. Olgunlasma siireci niiklear ve sitoplazmik maturasyon olarak

incelenmektedir (60, 66, 107, 108).

Niiklear Maturasyon

Niiklear maturasyonun baslamasi i¢in LH tetikleyici bir role sahiptir, ancak
maturasyonun devami i¢in basta Ostrojen olmak iizere steroidlere de ihtiyag
bulunmaktadir (60,108). Profaz I’de bekleme halinde iken ¢ekirdek zar1 heniiz
yirtilmamis  hiicre  ¢ekirdegine germinal vezikil (GV) denilmektedir. Oosit
maturasyonunda ilk gelisen olay germinal vezikiil yani hiicre c¢ekirdek zarinin

yirtilmasidir (GVBD) (Sekil 21). GVBD, LH uyarisi ile baglamaktadir.
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Sekil 21: LH etkisi ile Germinal Vezikiiliin yirtilmasi (109).

Ardindan, kromozom yogunlagmasi, ig iplik¢ikleri olusumu, homolog
kromozomlarin metafaz plag {izerinde yerlesmesi gergeklesmektedir. Metafaz I
sonrasinda anafaz I ve telofaz I gergekleserek sonucta asimetrik sitokinezis olusarak
sekonder oosit ve 1. polar cisim gelisir. Interfaz evresine girilmeden (tekrar
kromozomal replikasyon olusmaz) 2. mayoz béliinme baslar. ikinci mayoz béliinmenin
metafaz-Il evresinde ikinci bir duraksama olur ve ovulasyon bu esnada gerceklesir.
Spermatozoon penetrasyonu ile 2. mayoz boliinme tamamlanir (60, 66, 107, 108).

Sonugta olusan iki hiicreden biri sitoplazma yoniinden zengin olup gercek
oosittir. Digeri ise sitoplazmanin az bir kismin1 alan ancak yine de mitokondriyon,
ribozom ve kortikal graniillere sahip olan, 2. polar cisim adiyla bilinen hiicredir (Sekil

22) (60, 66, 107, 108).

Sekil 22: Spermatozoa ile karsilasmis sekonder oositin fertilize olmasi ve

bunun sonucu olusan ikinci polar cisimcik (110).
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Sitoplazmik Maturasyon

Birinci polar cismin olusmasiyla birlikte perivitellin bosluk genisler ve
sekillenir. Mitokondriyonlarin sayis1 artar ve yapisal degisimleri olusur. Golgi
komplekslerinden kortikal graniil salinmasiyla birlikte ooplazma graniillii bir hal alir.
Baglangigta merkezi olarak yer alan mitokondriyonlar oositin gelisimi ile birlikte
periferal bir konuma sahip olmaktadirlar. Mitokondriyonlarin, sitoplazmik
maturasyonda anahtar rolii iistlendikleri bilinmektedir. Hiicre i¢i metabolik olaylarda,
hiicre farklilasmasinda ve hiicre proliferasyonunda mitokondriyonlar etkin rol
oynamaktadirlar (107).

Basarili bir fertilizasyon i¢in; oosit ve folikiil biiylimesi, kromozom
diizenlenmesi ve ovulasyon olaylarinin eszamanli ve uyumlu bir bigimde ger¢eklesmesi

gerekmektedir. MPF bu noktada 6nemli bir rol oynamaktadir.

Mayotik siirecte rol oynayan molekiiller ve faktorler sunlardir;
a) MPF
b) PKA (PROTEIN KINAZ A)
¢) cAMP
d) Adenil Siklaz
e) G proteinleri
f) Kalsiyum
g) Fosfodiesterazlar
h) ¢cGMP
i) Guanil Siklaz
) NO
k) Nitrik Oksit sentaz
) Emi
m) MOS
n) Siklin B
0) Fyn
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a) MPF:

Maturasyonda en etkili molekiil olan MPF, ilk olarak 1971 yilinda Yale
Universitesi’nden Yoshio Masui ve Clement Markert tarafindan kefedilmistir. Onceki
caligmalarinda progesteronun kurbaga oositlerine disardan verildiginde maturasyonu
baslattigini ancak oosit i¢ine enjekte edildiginde ayni etkiyi yaratmadigini gézlemleyen
aragtirmacilar, progesteronun yalnizca hiicre yilizeyine yakin bolgede taninabilecegi
sonucunu ¢ikarmiglardir. Bunun da hiicre i¢inde bir sinyal yaratabilecegi fikrinden yola
cikan Masui ve arkadaslari, progesteronla muamele edilmis matiir oositlerden aldiklari
10-20pl  kadar sitoplazmayr heniliz olgunlasmamis kurbaga oositlerine enjekte
etmiglerdir. Sonu¢ olarak sitoplazmay1 alan oositin bir hormon muamelesi olmadan
maturasyona gittigini gozlemlemislerdir. Boylece sitoplazmada, hormonal uyarimdan
sonra maturasyonu baslatan bir faktor oldugunu ortaya koyan arastirmacilar bunu
Olgunlasmay: diizenleyici faktor (Maturation Promoting Factor - MPF) adim
vermisglerdir (111) (Sekil 23). Birkag y1l sonrasinda MPF Xenopus cinsi kurbagalarda da
bulunmus ancak 1976’dan sonra ¢esitli tiirlerden amfibi olmayan canlilarda da varligi
gosterilebilmistir (112). Daha sonraki ¢alismalar MPF’nin yalniz iireme hiicrelerinde
degil somatik hiicrelerde de bulundugunu ve G2-M gegisini tetikledigini ortaya
koymustur. Buna gore MPF, M fazinda genel bir diizenleyici olarak rol oynamaktadir
(111). Glintimiizde MPF’nin, Cdk1(p34cdc2) ve Siklin B molekiillerinin birlesmesinden
meydana geldigi bilinmektedir. (111). Hiicre siklusunun farkli donemlerinde
fonksiyonlasan, oosit mayozunun anahtar diizenleyicisidir. MPF aktivitesi mayoz I’in
profaz ve metafaz1 sirasinda artar ¢iinkii SiklinB1 mRNA’s1 artar ve SiklinB1 ile
kompleks yapmis p34Cdc2 defosforile olur. Oosit mayoz I’e dogru ilerlerken
SiklinB1’in proteozomal yikimi ile MPF gegici olarak aktiflenir(Sekil 24). Daha sonra
bircok oosit mRNA’s1 nin translasyonu (6rnegin SiklinB1 ve Mos) ve Cdc25 fosfataz
ile Cdc2 kinaz aktiflesmesi olur bu yiizden MPF aktivitesi metafaz 1I’de fazladir (70,
86, 95, 111).

43



LH Surge (MPF)

Metaphase Promoting Factor
PrimaryOocyte GVBD Metaphase |

GV-Intact

-:..(_

Metaphase I SecondaryOocyte

Sekil 23: Oosit maturasyonunda MPFnin rolii (113).
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Sekil 24: Siklin B sentezi, MPF aktivitesi seviyesini mayotik maturasyonda

kontrol eder (114).

GV safhasinda MPF miktar1 az, GVBD asamasinda yliksektir. Metafaz I’de en
yiiksek diizeye ulasir ve arkasindan anafaz-telofaz asamasinda, bu faktoriin

aktivasyonunda hizli bir kayip goriiliir. Oositin M II sathasina girmesiyle seviyesinde
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tekrar artis meydana gelir. Bu artis ve azalislar oositin gelisim donemlerinin bir sonucu
degil daha cok sebebidir (70, 111).

Doéllenme sirasinda oosit ile sperm birlesmesi, Ca™ seviyesini arttirarak, Ca™ -
kalmodulin kinaz I’yi aktive ederek ve ubikitin proteozom yoluyla yikim i¢in SiklinB1
ve MOS’u yonlendirerek, oositin metafaz II’deki duraklamasini ¢ézer. Ovulasyondan
hemen 6nce MPF aktivitesi artar, germinal vezikiil yirtilir ve oosit mayoz I’i tamamlar
(Sekil 25). MPF aktivitesi aslinda mayoz ve mitoz sirasinda hiicre siklusunun
ilerlemesini  kontrol eden fosfatazlar tarafindan kontrol edilir. Cdc25b sentezi
yapamayan mutant erkek fareler fertil olmalarina ragmen disileri infertildir. Ciinki

oositler kalic1 olarak mayoz I’de duraklarlar (86, 95).

GVBD Fertilization

Prometaphase & metaphase | | Metaphase Il arrest

0000 O

VAN

MAPK

Sekil 25: Fare oositlerinde mayotik maturasyon sirasinda, MPF ve MAPK
aktivitesi. MPF aktivitesi kirmiz1 ¢izgiyle ve MAPK yesil cizgiyle gosterilmektedir
(115).

Mayozun kaldig1 yerden tekrar baglamasi1 ve maturasyon siireci fosforilasyon ve
defosforilasyon olaylar1 tarafindan hiicresel aktivitelerin iiriinli olan kinaz ve

fosfatazlarin kontroliinde gelisir (111).
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MPF’nin Fonksiyonlar:

Cekirdek zarinin pargalanmasi, golgi aygitinin fragmentasyonu, histonlarin
fosforillenmesi, kromozomlarin yogunlagmas1 (kondensasyonu), mikrotiibiillerin
diizenlenmesi, anafazin baglatilmasi gibidir. Ancak heniiz MPF’nin tiim fonksiyonlari

aydinlatilamamagtir.

Cekirdek Zarimin Parcalanmasi

MPF aktive oldugunda ¢ekirdek zarinin iskeletini olusturan laminin
filamentlerini dimerlerine bolerek depolimerizasyonunu saglar. Ayrica g¢ekirdek i¢
zarimi ve cekirdek porlarim1 da fosforlayarak ¢ekirdek zarimi kiigiik pargalar halinde
sitoplazmaya dagilmasini saglar. Cekirdek zar1 geride kiiclik keseler ve ¢ift katli zar
pargaciklari birakarak hizla ortadan kaybolur. Cekirdekg¢ik de sitoplazmayla temas eder
etmez ortadan kalkar. Kanitlar, c¢ekirdek zari artiklarinin endoplazmik retikulum
araciligiyla emilip kardes hiicreler arasinda paylastirildigini gostermektedir. Ayn1 kaderi
islevi Cdk1 tarafindan durdurularak fragmentasyona giden Golgi aygiti1 da paylasir. B-
tip laminler ¢ekirdek zarindan olusmus vezikiillere bagh kalirken, A ve C tip laminler

sitoplazmaya dagilir (Sekil 26) (111, 116).

Muclear pore_
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T = - Nuclear
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Sekil 26: Cekirdek zarimin parcalanmasi (117).
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Histonlarin Fosforillenmesi

MPF’nin ayrica kromatin iplikleri olusturan ve DNA’nin paketlenmesinde gorev
alan temel proteinlerden histonlarin fonksiyonunda da etkisi vardir. Histon H1, MPF
tarafindan fosforillenebilmektedir. Yapilan son arastirmalar H1’in fosforillenmemesinin
kromozom yogunlagsmasini engellemedigini ancak H3’iin fosforilasyonunun gerekli

oldugunu ortaya koymustur (111, 116).

Kromozomlarin Yogunlasmasi

Sentez fazinda DNA replikasyonunu takiben kohezin adli molekiiller kardes
kromatidleri birbirine tutturarak bir arada kalmalarini saglar. Hiicre M fazina girdiginde
kohezinler sentromer bolgesi disinda tiim kromozom boyunca ortadan kaybolarak yerini
kondensin adi verilen proteinlere birakir. MPF aktive oldugunda kondensinleri
fosforlayarak aktif hale getirir. Bu olaylar sonucu kromozomlar yogunlasarak kisalir ve

metafaz plaginda yerini alir (111).

Mikrotiibiillerin Diizenlenmesi

.....

Profazin basinda Cdkl’in aktivasyonu, S fazinda DNA gibi duplike olmus
sentrozomlarin birbirinden ayrilmasini saglar. Anafaz sirasinda kutuplara go¢ eden
sentrozomlar bir yandan da igcik olusumunda gerekli beta-tubulin ve diger proteinleri
diizenler. Mikrotiibiil yikim hizi mitoz sirasinda yaklasik 5-10 kez artarken
sentrozomlardaki mikrotiibiil sayis1 da artar. Bu nedenle interfaza gore daha ince ve ve
daha cok sayida, radyal dizilimli mikrotiibiiller meydana gelir. Bu islemler Cdk’in
mikrotiibiil iliskili proteinleri veya Aurora ve Polo benzeri kinazlar1 fosforlamasiyla
gerceklesmektedir. Cekirdek zarinin yikilmasinin  ardindan igcik mikrotiibiilleri
kromozomlarin kinetokor bdlgelerine tutunurlar. Kinetokorlardaki motor proteinler
kromozomlar1 - uca (sentrozoma) dogru ¢eker. Ters yonlii motor proteinler ve uzayan

mikrotiibiiller ise kromozomlar1 ters yone hareket ettirir. Sonug¢ olarak kromozomlar
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ileri geri hareketlerle ekvatoryal diizleme yerlesirler. Bir noktada her iki kutuptan gelen
mikrotiibiiller kendi taraflarindaki kardes kromatidlerin kinetokorlarina tutunarak bir
denge kurarlar (Sekil 27). Kromozomlar ekvatoryal diizlemde ve kardes kromatidler

farkli yonlere bakacak sekilde son sekil alinir (111).

Sekil 27: Mikrotiibiillerin ve kromozomlarin diizenlenimi (114).

Mayoz Boliinmenin Sonlanmasi

Parcalanan siklinlerden dolay1 MPF aktivitesi azalir. Aktivitesi artan fosfatazlar,
MPF tarafindan fosfatlanan proteinlerdeki fosfatlar1 kopartmaya baslarlar. MPF’nin
inaktivasyonu sonucu niikleer vezikiiller kromozomlara yapisir, kromozomlar niikleer
zarfla ¢evrelenir, tek tek kromozomlar1 saran zarflar birbiriyle kaynasir, ¢ekirdek zari
yeniden olusur, integral membran proteinleri yerlerini alir ve por proteinleri yeniden
birlesir, kromozomlar dekondanse olur ve ¢ekirdek i¢indeki yerlerini alir, ¢ekirdekgik
olusur, rRNA genleri sentezlenmeye baslanir, miyozin iplikleri defosforilasyonla aktif

hale gelir, ve en sonundada sitokinez gergeklesir (111).

b) Protein Kinaz A (PKA)

1977 yilinda Maller ve Krebs, protein kinaz A (PKA)’nin spesifik bir inhibitdriiniin
GVBD’yi tetikledigini belirleyerek PKA’nin maturasyondaki roliinii ortaya ¢ikarmiglardir.
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Daha sonraki c¢alismalar, PKA’nin MPF’nin inaktif halde tutulmasinda dolayli yoldan
etkileri oldugunu gostermistir (112). Giintimiizde MPF aktivitesinin, PKA tarafindan,
kontrol edildigi bilinmektedir (112, 118, 119). PKA, tam olarak belirlenememis birtakim
asamalardan sonra fosfataz CDC25 ve kinaz WEEI/MYT1 aktivitelerini diizenler (118).
Bu molekiillerden CDC25, CDK1’in 14 ve 15. aminoasitlerini defosforile ederken
WEE1/MYT]I, fosforile eder. Baska bir deyisle WEEI/MYT1 aktif iken MPF inaktif

haldedir; Oosit mayozu siirdiiremez (mayotik arrest).

c) Siklik Adenin Monofosfat (cAMP)

Siklik Adenin Monofosfat (cAMP), oosit olgunlagsmasini diizenleyen anahtar
molekiildiir (122). 1958 yilinda Sutherland tarafindan, hormonal uyarimin ardindan islev
goren ikinci mesajc1 olarak gorev aldigi belirlenmistir (Sekil 28). cAMP, ii¢ farkli
mekanizma ile hiicre i¢i reaksiyonlari diizenlemektedir. Bunlar su sekilde siralanabilir:
cAMP bagimli protein kinazi (PKA) aktive ederek baska hedef bir proteinin aktivitesini
diizenleyebilir. PKA araciligiyla cAMP yanit elementi (cAMP respons element, CRE) adli
protein ile etkilesip spesifik bir genin transkripsiyonunu baslatarak, direkt olarak iyon
kanallarimi agip kapatarak hiicre i¢i reaksiyonlar1 diizenlemektedir (111, 120).

Oosit i¢i yliksek cAMP diizeylerinin fare oositlerinde maturasyonu engelledigi ilk
olarak 1974 yilinda Cho ve arkadaslan tarafindan kesfedilmis, daha sonra denizyildizi,
xenopus ve diger memeli tlirlerinde de ayni etki gozlenmistir (120, 121). 1983 yilinda,
Bornslaeger ve Schultz, oosit igindeki cAMP diizeyleri yiiksek tutularak maturasyonun
engellenebilecegini gostermistir (121). Mayotik arrest stiresince yiiksek olan cAMP

diizeylerinin maturasyonun erken dénemlerinde diistiigii bilinmektedir (118).
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Sekil 28: Oositten Kalsiyum salinimi ve cAMP yolag: (123).

d) Adenil Siklaz

Sigirlarda yapilan bir ¢alisma bunlardan AC 1 izoformunun yalniz kumulus
hiicrelerinde AC 8’in yalniz mural graniiloza hiicrelerinde, AC 3, 4, 6 ve 9’un ise her iki
tip hiicrede de bulundugunu gdostermistir (115). Fare ve sicanlarda yapilan analizlere
gore de oositlerde; AC1, AC3 ve AC9 izoformlarinin mevcut oldugu; genetik olarak
AC3 izoformundan yoksun farelerde oositlerin ovaryum folikiilleri i¢indeyken bile

maturasyona gittigi gézlemlenmistir (118).

e) G proteinleri

G proteinleri a, f ve 7y olarak 3 alt birimden olugmaktadir. Diger guanin
baglayici proteinlerle karistirilmamalart i¢in ¢ogunlukla heterotrimerik G proteinleri
olarak adlandirilirlar. Ras gibi GTP iliskili proteinler monomerik G proteinleri olarak
isimlendirilmektedir.

Oosit iginde yiiksek diizeylerdeki cAMP’nin kaynagi son yillara kadar tam olarak
bilinmemekteydi. 2002 yilindan sonraki ¢alismalar bu kaynagin biiyiik 6l¢lide oositin

kendisi oldugunu ortaya koymustur. Science’da yayinlanan bir makalede, Mehlmann ve
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arkadaglar1 yeni bir teknik kullanarak, Gs’nin alt {initesini inhibe eden bir antikoru
antral folikiil icindeki GV asamasinda oosite enjekte etmisler ve oositin folikiil
icindeyken maturasyonunu tamamladigini gozlemlemislerdir (124). 2004 yilinda
Kalinowski ve arkadaslari, yine Mehlmann 6nderliginde bir calismada Gs’nin dominant

negatif bir formunu oositlere enjekte etmis ve ayni sonuglar1 almistir (125).

f) Kalsiyum

Webb ve arkadaslari, kumulus hiicrelerinde saglanan hiicre i¢i kalsiyum artisinin
oositte de Ca2+ iyonlarinin artmasma yol ac¢tifini ve bu etkinin aradaki oluklu
baglantilar islevsel kaldigi siirece devam ettigini gostermislerdir (126). Koyunlarda
COC’lara LH uygulandiginda Ca2+ diizeylerinde artis oldugu bildirilmistir. Fakat ayn1
etki EGF uygulanmasi sonucunda goriilmemektedir. Hiicre i¢i kalsiyumu arttiran
ajanlardan Quin 2-AM’nin kendiliginden gergeklesen maturasyonu engelledigi
bildirilmis ancak daha sonra bu ajanin toksik etkileri ortaya ¢ikarilmistir. Daha sonraki
calismalarda yine kalsiyum miktarini arttiric1 ajanlardan BAPTA-AM’nin maturasyonu
engellemedigi gosterilmistir. Tim bu ¢alismalarda etken maddeler kiiltiir medyumuna
verilmis ve ajanlarin Ca2+ arttirict etkileri hem kumulus hem de oositlerde

gerceklesmistir (127).

g) Fosfodiesteraz (PDE)

Maturasyonun gergeklesmesiyle ilgili bir baska cekici hipotez de LH uyariminin
oosit PDE’lerini aktive ederek cAMP hidrolizini arttirmasidir (118). PDE siiper ailesi
19 farkli gene sahip 10 aileyi kapsamaktadir (Sekil 29). Halkasal niikleotidler
hiicrelerde ¢ok cesitli fonksiyonlar1 yerine getirmekle gorevli olduklarindan bunlarla
iliskili fosfodiesterazlarin da ¢ok g¢esitli olmalari beklenen bir sonugtur. Her aile
birbirinden enzimatik 6zellikleri, aktivatorleri ve inhibitorleri ile her aile igindeki genler
de spesifik doku ve hiicrelerde bulunusu hiicre hatta hiicre ici yerlesimleriyle
birbirlerinden ayrilmaktadir. Bu farkliliklar nedeniyle bir hiicrenin birincil mesajciya

verecegi yanit1 belirlemede PDE’lerin etkisi biiyiiktiir (128).
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Sekil 29: Oositte PDE9A yolagi ve cGMP (129).
h) Siklik Guanozin Monofosfat (cGMP)

PDE3’tin ¢cGMP ile inhibisyonunun cAMP diizeyini ve PKA aktivitesini
arttirdig1 bilinmektedir (130) (Sekil 29). cGMP’nin PDE aktivitesini baskiladigi 1984
yilinda, fare oositlerinde gosterilmistir (118). Sican oositlerinde, izole edilmelerinin
ardindan PDE aktivitesinde bir diisiis meydana geldigi ve buna cGMP seviyelerinde
diisiisiin  de eslik ettigi 2001 yilinda Richard ve arkadaslar1 tarafindan ortaya
cikarilmistir (122).

i) Guanil Siklaz (GC)
Guanil Siklaz (GC), sitoplazmada serbest olarak bulunabilir. Bu tip GC’ye
¢oziinebilir (soluble) guanil siklaz (sGC) adi verilmektedir. GC, bazen de hiicre

yilizeyinde bir reseptore bagli olarak bulunabilir. Bu tipe de particulate GC (pGC)
denilmektedir (111).
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i)  NO (Nitrik Oksit)

NO, arjinin aminoasidinden sentezlenir. Sentezden hemen sonra hiicreden disar1
difiize olan NO, yakindaki hiicreleri lokal olarak etkileyebilir. NO, stabil olmayan
yapisindan dolay1r ancak birka¢ saniye olan yar1 6mrii nedeniyle kisa etki siiresine
sahiptir (111).

Nakamura ve arkadaglarinin yapmis olduklari bir ¢alismada, nitrik oksidin
oositte mayotik maturasyonu engelledigini ve sonugta iNOS-NO-cGMP ekseninin oosit
mayotik maturasyonda ¢ok onemli roller oynadiklarini gostermektedir. (131,132) hCG
enjeksiyonu teka tabakasindaki eNOS ekspresyonunu arttirken, eNOS kokenli NO,
preovulatuar folikiillere kan destegini arttirir. Bunun tersine, intrafolikiiller NO
konsantrasyonun azalan indiiklemesiyle, iNOS ekspresyonu graniiloza hiicrelerinde
azalmistir. Bu degisimler graniiloza hiicrelerindeki progesteron iiretimini destekledigini
ve graniiloza hiicrelerini apoptozdan korudugunu ve oosit mayotik maturasyonuna

yardimci oldugunu kanitlamislardir (Sekil 30).

)
S
S50
CSXNY

Before hCG injection After hCG injection

Sekil 30: INOS ve eNOS sistemlerinin hCG enjeksiyonundan dnce ve sonra

farkhliklarinin gosterimi (133).
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k) Nitrik Oksit Sentetaz (NOS)

NO sentezinden sorumlu olan {i¢ enzimden ikisinin (eNOS ve iNOS)
ovaryumlarda sentezlendigi immiinohistokimayasal analizlerle gosterilmistir. Her iki
NOS formunun da oosit olgunlasmasinda rol aldig1 diisiiniilmektedir (134). Yapilan
arastirmalara gore, eNOS sentezi daha cok teka hiicre tabakasinda, iNOS sentezi ise
daha ¢ok graniilozalarda meydana gelmektedir (131). Sigirlarda, mRNA ile yapilan
analizlerde de her iki enzimin de hem matiir hem immatiir oositlerde sentezlendigi
gosterilmis, yalnizca immatiir oositlerde olmak kaydiyla, nNOS’unda sentezlendigi
ortaya konulmustur (135).

Nitrik oksidin oosit maturasyonundaki roliiniin arastirilmasi ilk olarak 1998
yilinda Jablonka-Shariff ve Olson tarafindan ortaya konmustur. eNOS geni silinmis
(eNOS knock out) farelerle yaptiklar1 calismada bu tip farelerde metafaz II’ye gegen
oosit sayisinin, normal farelerdekilere kiyasla daha az oldugunu ve oositlerin ¢cogunun
metafaz I’de kaldigin1 gérmiislerdir. Ayrica pek ¢ok oosit de sekil bozuklugu gostermis

ve hiicre 6liimiine gittiklerinin sinyallerini vermistir (136).

) Emi

Emil’ in CSF beklemesindeki rolii ilk kez Reimann ve arkadaslari tarafindan
2002 yilinda tanimlanmistir. Emil oosit matiirasyonu ve ilk embriyonik boliinme
sirasinda saptanmustir. P. Jackson (Stanford, CA, USA) metafaz II evresindeki bekleme
asamasinda olan hiicrelerde Emil’ tanimlanmistir. Ayn1 zamanda Emil’le iliskili diger
proteini (Erpl/Emi2) de saptanmistir. Erp1/Emi2,ilk kez 2005 yilinda Schmidt, Tung ve
arkadaglar1 tarafindan Xenopus oositlerinde, metafaz II bekleme noktasinin gii¢liit APC
(Anaphase Promoting Complex) inhibitorii olarak gosterilmistir (Sekil 31). Bu nedenle,
Jackson Erpl/Emi2’inin indirekt delesyonu sonucunda Emil’in azalmasi ile CSF nin
beklemeden ¢ikisini indiiklemistir. Lorca matiir oositlerde Emil proteinin belli
seviyelerde iken, metafaz II’den c¢ikarken azaldigim1 goézlemistir. Bununla beraber
peptidyl-prolyl izomeraz Pinl’in bu proteini degradasyondan korudugunu da

gostermistir(137) .
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Sekil 31: Emi 1’in CSF beklemesindeki roliinii gosteren sema (137).

m) MOS

Progesteron stimiilasyonu maternal mRNA’dan MAPK ile, Mos sentezini
uyardigi gosterilmistir. Mos MAPK’y1 aktive eden MEK1 (MAPK kinaz )’i; o da
p90Rsk’1 (serin/treonin protein kinaz) aktive ettigi gézlenmistir (Sekil 32). MAPK oosit
matiirasyonuna Mayoz I’de Mytl inhibisyonunu saglayarak katkida bulunmustur. Ayni
zamanda bu yol, fertilize olmamis yumurtada CSF’nin etkinligini de saglamigtir.
Oositler mayotik hiicre dongiisliniin bu noktasinda, dollenmeyi bekleyerek, birkag¢ giin
durabilir. MOS’un 6zellikle mayoz I’in bitigine yakin sentezlendigi ve metafaz [-anafaz
gecisi ile metafaz II arrestinde Cdkl1/Siklin B aktivitesinin korunmasi i¢in gerekli
oldugu ortaya koyulmustur. Mos, hiicre sinyal mekanizmalarinda merkezi rol oynayan
MAP kinaz yolunu aktive ederek fonksiyon gosterdigi saptanmustir (Sekil 32). Sinyal
yolundaki proteinler MOS-MEK-ERK-Rsk seklinde siralanmaktadir. Rsk, iki yoldan
MPF aktivitesini koruyarak fonksiyon gostermektedir. Bunlar; siklin B sentezinin
uyarimu ve siklin B yikiminin engellenmesidir. ikinci fonksiyonunu, anafaz tetikleyici
bir protein kompleksi olan Mad/Bub proteinlerini, M fazi mayotik igcik kontrol
noktasinda gercegine benzer sekilde inhibe ederek yerine getirdigi saptanmistir.
Boylece oosit metafaz II’den anafaz asamasina gecemez. Bu asamadaki oositler
fertilizasyonu bekleyerek birkag giin boyunca yasamini devam ettirebildikleri

gbzlenmistir. (111).
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Sekil 32: MAPK ile Mos sentezi uyarilimini gosteren sema (111)

n) Siklin B

Mayotik matiirasyon sirasinda siklin B seviyesi maksimum iken Cdk1(p34cdc2)
seviyesi sabit kaldigi gozlenmistir. MPF’ nin pozitif uyarici etkisinin tersine siklik
adenozin monofosfat (cAMP), oositin germinal vezikiil halinin siirdiirilmesinden
sorumlu olup mayotik matiirasyon sirasinda siklin B seviyesi maksimum iken Cdkl
(p34cdc2) seviyesi sabit kaldig1 goriilmiistiir. MPF nin pozitif uyarici etkisinin tersine
siklik adenozin monofosfat (cAMP), oositin germinal vezikiil halinin siirdiiriilmesinden
sorumlu tutulmustur. P39 MOS, siklin B ile bir araya gelereck MPF’yi aktive veya
stabilize etmistir. MISS (MAPK interacting and spindle stabilizing) fare oositlerinde
metafaz II’nin stabilitesini kontrol eder. Diger bir MAPK olan DOCI1R (Deleted in oral
cancer one related), insan tiimdr siipressor geninin farelerdeki homologudur. DOCIR,
MOS/MAPK yolag1 ve MPF tarafindan mayotik maturasyon sirasinda fosforilasyonu
diizenledigi gosterilmistir. DOCIR ve DOCIR-GFP flizyonu mayotik maturasyon
sirasinda mikrotiibiillerde lokalize oldugu saptanmistir. MPF, MOS’un ve Emi2 nin
fosforillenmis seviyelerini kontrol ettigi bildirilmistir. Anafaz ilerletici kompleksin
(APC) Emil bagimli diizenlenimi (erken mitotik inhibitorl), profaz 1 den metafaz 1 e
gecisi kontrol ettigi saptanmustir. Emil in azalmasi siklin B yikimmi arttirdigi
gosterilmistir. MPF’nin aktivasyonunun azalmasi 1.mayoz boliinmeye girisi geciktirdigi

saptanmugtir (138).
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0) Fyn

Oosit matiirasyonunda etkili olan bir diger molekiil Fyn oldugu gosterilmistir.
Fyn, Src ailesine aittir. In vivo kosullarda oosit matiirasyonu sirasinda Fyn kinaz
eksikligi nedeniyle mayotik hiicre siklusunun bozuldugu kanitlanmistir. Fyn,

mikrotiibiil polimerizasyonu ve igciklerin stabilizasyonunu sagladigi saptanmistir (139).

1.5. MAYOTIiK ARREST

Mitozla sayilar1 7 milyona kadar ulasan oogonyumlar, primer oosite doniiserek
mayoz boliinmeye girerler. Profaz I’de kroosing over ile kardes kromatid degisiminin
ardindan diplotende uzun yillar siirecek bir duraklama evresine girerler (119).

Mayotik arrest olarak adlandirilan bu evre ovulasyonun hemen oncesine kadar
tamamlanmaz ki bu 12-50 yil kadar siirebilir. Oositlerin mayoz I’de bekledigi siire ne
kadar uzarsa dis etkenlere maruz kaldig1 siire de artacagindan sonraki boliinmelerde
trizomi 21 (Down Sendromu) gibi aksakliklar meydana gelme olasilig1 artar. Puberteden
sonra gelismekte olan folikiillerde bulunan oositler, LH hormonunun salinimindan
yaklasik 24-36 saat sonra ilk mayoz boliinmesini tamamlarlar. Sonrasinda olusan iki
kardes hiicreden biri bdliinme sirasinda sitoplazmanin ¢ogunu alarak hacim olarak
olduke¢a biiyiik olan sekonder oositi digeri de sekonder oosite kiyasla oldukca kiiciik
olan birinci kutup cisimcigini olusturur. Primer oosit mayoz I’in tamamlanmasinin
hemen ardindan mayoz II’ye gecer ancak boliinme bu kez de metafaz asamasinda
kesintiye ugrar. Mayozun tamamlanmasi ancak fertilizasyon gergeklesirse olur ve oosit
mayoz boliinmesini tamamlamis, 2. Kutup cisimcigini atmig ovum haline gelir.
Insanlarda birinci kutup cismi mayoz béliinmeye devam etmez. Bu nedenle mikroskop
altinda, ZP icinde bir kutup cisimcigi gozlenen oositler maturasyonunu Mayoz I’i
tamamlamus, iki kutup cisimcigi gozlenen oositler ise mayoz boliinmesini tamamlamis
dolayistyla dollenmis oositler olarak kabul edilir (140).

Memeli oositleri dogum sirasinda mayoz I’in profaz sathasinda takili duraksarlar
ve ovulasyon nedeniyle LH’in preovulatuar dalgalandigi zamana kadar beklemede

kalirlar. Immatiir oositlerde Profaz 1 de bekleme, katalitik bir alt birim (CDK1) ve
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diizenleyici bir alt {init (siklin B1) den ousan MPF nin diisiik aktivitesinden dolayidir.
CDKI1 in fosforilasyon inaktivasyonu ve siklin B1 in siirekli bozulmasi1 MPF aktivitesini
profaz 1 de beklemesini az tutar. LH aracili sinyaller aktif CDK1 i¢in molekiillerin
genis bir dizilimini manuple eder. Aktif CDK1 sadece mayozun yeniden baglamasi
sirasinda farkli mayotik fosfoproteinleri fosforile etmez ayn1 zamanda CDK1 antogonist
protein  fosfataz (PPs)’in  engellenmis  aktivitesi tarafindan olusan hizh
defosforilasyonuda inhibe eder. Boylece, CDK1 hem substratalar1 tarafindan fosforile
edilip hemde olusan defosforilasyondan korunur. Oositte mayozun tekrar baslamasi
MPF aktivitesinin kesintisiz olmas1 ve CDK1 antogonist PPs’in aktif durumuna bagl
oldugunu bilinen tiim kanitlar gostermektedir (141).

Karen Wigglesworth ve arkadaglarinin 2013’de yapmis olduklar1 bir ¢alismada,
folikiiler somatik hiicrelerinin, oosit-folikiil gelisiminde énemli olup arrestte de dnemli
fonksiyonlarinin oldugu belirtilmistir. Folikiiler somatik hiicreleri, Natriiiretik peptid C/
natriiiretik peptid reseptor 2 (NPPC/NPR2) sistemi yoluyla ve muhtemelen folikiiler
stvida piirin hipoksantinin yiiksek seviyesi yoluyla slirdiirdiigii diistiniilmiistir. NPPC,
NPR2 ligandi ile yiiksek aktivasyon, folikiil somatik hiicrelerindeki predominant guanil
siklaz, siklik guanozin monofosfat (cGMP) iiretir. Buda gap junctionslar yoluyla oositte
transfer olduktan sonraki mayotik arrest anlamina gelmektedir. Bu ¢aligmada kastedilen,
hem NPPC/ NPR2 sistemin hemde hipoksantin, iyonozin monofosfat dehidrojenazin
(IMPDH) aktivitesinin gerekliligi ve guanil metabolitlerin ve ¢cGMP’nin {iiretiminde
sinirlt oranda enzim gerekliligi oldugu saptanmistir (142) (Sekil 33).

Oositlerde siklik adenozin monofosfat (cAMP), mayotik arrestin siirmesinde
temel fonksiyon goriir. LH’dan sonra, bir oosit cAMP fosfodiesteraz (PDE3A), oosit
icindeki cAMP seviyelerini ve GVBD ile sonug¢lanan yolu azaltir. LH’dan 6nce, PDE3A
aktivitesi, kumulus hiicrelerinden siklik guanozin monofosfat (cGMP)’in girisi
tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir. Bu sekilde folilkiiler somatik hiicreler, gap
junctions denilen membran kanallar1 yoluyla oosite yakinlagir. ¢cGMP, hem kumulus
hiicreleri hemde mural graniiloza hiicreleri tarafindan iretilir. Folikiiler somatik

hiicreleri, folikiiler duvarin i¢inde lokalize oldugu saptanmistir (142).
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Sekil 33: Natriiiretik peptid C/ natriiiretik peptid reseptor 2 (NPPC/NPR2)
sistemi yolag: (143).

Metafaz II arrest

Diplotende beklemekte olan oositlerin hormonlarla uyarimi oncelikle Cdk1’in
aktivasyonunu tetikler. Uyarilan MPF, gorevlerini yerine getirip mayoz I
tamamlandiginda fonksiyonlarinda bir miktar azalma olur ancak mitozdakinin aksine
tamamen kaybetmez. Sitoplazma boliinmesinin (sitokinezin) ardindan Cdkl
aktivitesinde yeniden artis olur ve oosit metafaz II’de bekledigi siirece yiiksek kalir
(111).

Oositin metafaz [I’de beklemesinden sorumlu molekiil ilk olarak Yoshio Masui
ve Clement Markert tarafindan 1971°de tesadiifen kesfedilmistir. MPF {izerine c¢alisan
Masui, GVBD’yi tamamlamis oositten bir miktar sitoplazmay1 ¢ekerek boliinmekte olan
embriyonun blastomerlerinden birine transfer etmisler, ancak enjeksiyon sonucunda,
enjeksiyon yapilmayan blastomerlerin normal sekilde bdliindiiklerini, sitoplazma
enjekte edilen blastomerin ise bdliinmeye devam etmeyip metafaz asamasinda kaldigini
gozlemlemisler (Sekil 35). Deneyleri bu kez de GVBD ger¢eklesmemis oositlerden
aldiklar1 sitoplazmayla tekrarlayan ekip enjeksiyon yapilan blastomerin de

yapilmayanlar gibi diizgiin sekilde bdliindiiglinii  tespit etmislerdir. Boylece
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arastirmacilar metafaz Il (MII) asamasindaki oositlerin boliinmesini durduran inhibe

edici bir faktoér bulundugunu ortaya koymuslardir. Cyto-Static Factor (CSF) ad1 verilen

bu faktoriin oosit mayoz bolinmesinin degisik zamanlarinda tekrar edilmesiyle

arastirmacilar, CSF’nin oosit metafaz I (MI) asamasindan sonra ortaya c¢iktigini,

zamanla artarak oosit matiir halde durdukc¢a yliksek seviyelerde bulunmaya devam

ettigini ortaya koymuslardir. CSF miktar1 ancak fertilizasyon gerceklestikten hemen

sonra diigmektedir. Deneyi bu kez de c¢ekirdegi c¢ikartilmis oositlerde gergeklestiren

Masui ve ark, ayn1 sonuglari elde ettiklerinden CSF aktivitesinin ¢ekirdekten bagimsiz

oldugunu belirtmislerdir (84) (Sekil 34).

Sekil 34: CSF aktivitesi ve diger Molekiillerin aktivitesini gosteren sema

(144).
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Sekil 35: Oositlerde Metafaz II arrest (145).
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1.6. Folikiiler Apoptoz

Apoptoz, ovaryumda oositler adina patolojik bir durumun olugmasina sebep olan
folikiiler gelisim siirecinin ¢ok énemli bir parcasidir (104).

Atrezinin hiicresel mekanizmasinin ardinda asil nedeni olarak yer alir. Bu
mekanizma daha ¢ok mRNA ve protein sentezi ile ilgilidir. Biyokimyasal olarak
folikiiler atrezi apoptotik hiicre dliimlerine atfedilir. Bu da belirli bir diizen igerisinde
hiicrelerin sahip oldugu DNA materyalinin kaybi1 ve niikleer genomik havuzun dagilmasi
ile sonuglanir (146, 147).

In vitro kosullarda yapilan ¢aligmalarda granuloza hiicrelerince IGF-1 salindig:
bunun da granuloza hiicre mitozu ve steroidogenik aktivasyonunda etkili oldugu tespit
edilmistir. Gliniimilizde yapilan ¢alismalarda, biiylime faktorlerinin in vitro maturasyon
vasatina katilmasiyla oosit maturasyonunun desteklendigi bildirilmistir (148).

Memeli ovaryumunda folikiillerin ortaya ¢ikma islemi, folikiiler dalgalanma
stireci igerisinde proliferasyon, farklilagsma ve atrezi arasinda kompleks bir etkilesim
sonucunda meydana gelir. Folikiil atrezisi olarak bilinen bu islem apoptozdur ve folikiil
hiicrelerinin 6liimii genetik olarak belirlenmistir. In vitro calismalarda, atretik
folikiillerden elde edilen kumulus-oosit komplekslerinde (COCs) elde edilen
embriyolarda blastosist asamasina erisim durumu oldukg¢a zayif oldugu goriilmiistiir
(104, 149).

Gonadotropinler, ovaryum folikiillerinin biiylimesi ve gelismesi i¢in gereklidir.
Preovulatér gonadotropin artis1 bloke edilir veya hipofizektomi sonrasi serum
gonadotropinleri azalirsa, folikiiller atreziye maruz kalir. Diger folikiil yasamsal
faktorleri olarak; EGF, TGF, bFGF, IL-1,GH ve pro-apoptotik faktorler olarak da TNF-
a, Fas Ligand ve GnRH sayilabilir. Bunlardan IGF-1 folikiil apoptozu tizerinde etkili
iken, Aktivin graniiloza hiicre apoptozu iizerinde inhibe edici etki gosterir. Folikiil
yasami ve atrezisi iizerinde etkili diger 6nemli regiilatrler seks steroidleridir. Sigan
ovaryumunda Ostrojenler yasamsal faktor olarak etkili iken, androjenler apoptozu tesvik
ederler (150, 151, 152).

Apoptoz, ovaryumda oositler adina patolojik bir durumun olusmasina sebep olan

ve normal olmayan folikiiler gelisim siirecinin ¢ok onemli bir parcasidir. Atrezinin
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hiicresel mekanizmasinin ardindaki asil neden olarak yer alir. Adi gecen mekanizma,
daha ¢cok mRNA ve protein sentezi ile ilgilidir. Biyokimyasal olarak, folikiiler atrezi
apoptotik hiicre dliimlerine atfedilir. Bu da, belirli bir diizen igerisinde hiicrelerin sahip
oldugu DNA materyalinin kaybi1 ve niikleer genomik havuzun dagilmasi ile sonuglanir.
Apoptoz, ayni zamanda korpus luteumun luteolizisini de saglayan mekanizmadir.
Graniiloza hiicreleri, folikiilogenezde apoptozdan ilk etkilenen hiicrelerdir. Antral
folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinde apoptozun baslamasi hormonal kontrol ile birlikte
parakrin ve/ veya otokrin intraovariyan sinyallere baglhdir. Gegmis ¢alismalar gosteriyor
ki, gonadotropinlerin azalmasi ovaryumda kuvvetli atreziye yol agmaktadir. Bunun
yanisira, biiyiime faktorleri de ovaryum gelisiminde 6nemli rol oynar. IGF, apoptozun
diizenlenmesi olaymda hiicre proliferasyonu, aromataz aktivasyonu ve progesteron
sentezi gibi kilit roller iistlenir. Graniiloza hiicrelerinde GnRH, androjenler, IL-6, ROS
ve TNF-a apoptozu uyarir (147, 153, 154).

Teka hiicrelerinde ise apoptoz geciktirilmis goriinmekle beraber, ovaryumdaki
bu hiicre de apoptoza ugramaktadir. Teka hiicrelerindeki apoptozun mekanizmasi halen
arastirilmakla beraber Bcl-2 ve kaspaz-1’in siirece dahil oldugu bilinmektedir. Folikiiler
gelisimin primordiyal ve preantral safhalarinda ise apoptozdan ilk etkilenen hiicre
oosittir. Parakrin faktorlerin, oosit apoptozunu uyardig diisiiniilmektedir (Sekil 36). Bu
faktorlerin varligi, folikiiler asamada gelisim yetersizligi olan oositlerin maturasyonunu
engelleyen bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. Siirecin anahtar molekiilleri ise

EGF/TGF-a, FGF, Inhibin/Activin ve c-kit/KL’ dir (147).

" Dead granulosa cells -

; .‘. ~ . ! RS Y
» TRy

Sekil 36: Folikiiler apoptoz (155).

62



1.7. Hiicre Dongiisii Molekiilleri

Hiicre dongiisii, iki yavru hiicre olusturmak {izere birbirini izleyen iki mitoz
boliinme arasindaki aralik olarak tanimlanir. Hiicre dongiisii temelde interfaz ve mitoz
olarak ikiye ayrilir. Gi, S, G2 olarak ii¢ evreden (fazdan) olusan interfazin en belirgin olay1
hiicre ¢ekirdegindeki DNA’nin iki katina ¢ikmasidir. Gi1 ve Gz fazlari hiicreye boliinme i¢in
gerekli hazirlig1 yapacak zamani kazandirir. Hiicre, Gi evresinden sonra S fazina girmek
yerine Go adli farkli bir evreye girip burada uzun siireler boyunca boliinmeden bekleyebilir.
Hiicre dongiisii, belirli kontrol noktalarinda, bir aksaklik olup olmadig:1 degerlendirilerek
kontrol edilir. Hiicre bir problem saptarsa dongili devam etmez (156).

Hartwel ve ark, ¢aligmalarinda iki mutant mayay: kesfetmistir. Bunlar 1siya
duyarl (temperature sensitive, ¢s) ve hiicre boliinme siklusu (cell division cycle, cdc)
mutantlaridir.

Calismada 1siya duyarli mutant mayalarin aynm1 morfolojide kaldiklar1 yani
boliinmeye devam etmedikleri gézlenmistir. Bu da mutant {iriinlin dongiiniin belirli bir
bolgesinde gorev aldigini isaret etmistir. Bu donemde yaklasik 60 farkli cde mutanti ile
30 ts mutant1 belirlenmistir. Daha sonra cdc genlerine ek olarak bagska hiicre dongiisii
genleri de birbirleri ile iligkileri incelenerek belirlenmistir. Or: cdc28 mutanti

boliinmenin basglangi¢ evresini gegemez (157) .
Siklin bagimh (cyclin-dependent) protein kinazlar (Cdk1)

[lerleyen galigmalar S cerevisiae’nin cdc28 geni ile S. Pombe’nin cdc2 geninin
homolog genler oldugu ortaya ¢ikmis ve sonrasinda bunlarin iiriinlerinin bir protein
kinaz oldugu belirlenmistir. Tiim Skaryotlar i¢in ortak olan iyi korunmus bu gen {irlinii
Cdk1 olarak adlandirilmistir (157).

Siklinler

Hiicre dongiisii ile ilgili 6nemli olan ii¢lincli aragtirma asamast 1983 yilinda Tim

Hunt ve ark tarafindan gergeklestirilmistir. Hunt, denizkestanelerinde protein sentez
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inhibitorleri kullanarak yaptigi arastirmada hiicrelerde M fazina girisin bu agamadan
once sentezlenen bir protein varliinda gerceklestigini ortaya koymustur. Hiicrede
periyodik olarak sentezlendigi i¢in Hunt bu molekiile siklin (cyclin) adin1 vermistir.
Yine Hunt, siklini iki tipe ayirarak siklin A ve siklin B olarak siniflandirmistir. Bu ii¢
farkl1 arastirmayi birlestiren deney 1988 yilinda James maller’in laboratuvarindan
gelmistir. Maller, MPF’yi kurbaga yumurtalarindan saflagtirmay1 basarmis, bunu takip
eden farkli ¢aligmalar MPF’nin aslinda iki farkli proteinden olustugunu ortaya

koymustur; Cdk1 ve siklin B (158, 159).

Siklinler ve Cdk’lar

Ilerleyen ¢aligmalar bu molekiillerin genis ailelerin {iyeleri olduklarini
gostermistir. Buna gore hiicre dongiisiiniin bu iki protein tarafindan kontrol edildigi
sOylenebilir;

- siklinler ve

- siklin bagimh (cyclin-dependent) protein kinazlar (Cdk) (Sekil 37).

Cdk1-cyelin B S-Cdk
Cdk1-cyclin A Cdk2-Cyclin A

Go G1/S-Cdk Synthesis

Cdk2-Cyclin E

/

Zi

| |
\ 4/

Cdk2-cyclin E

: G1-Cdk G1
Cdk4-cyclin D B
Calk6-cyclin D Cdke/6-Cyclin © Gap 2

M-Cdk
Cdk1-Cyclin B

Cdk2-cyclin A

Sekil 37: Hiicre dongiisii (160).

Memelilerde Cdk1 hiicre dongiisiiniin her agamasinda hiicrede mevcuttur. Buna
karsilik Siklin B, hiicre dongiistiniin G2 evresinde sentezlenir ve Cdkl ile birleserek

kompleks olusturur (158) (Tablo 1.1).
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Tablo 1.1: Degisik siklinler ve Cdk’lar hiicre dongiisiiniin degisik asamalarinda

gorev almaktadir.

Cdk-Siklin

Siklin Cdk
Kompleks
G1/S-Cdk Siklin E Cdk2
S-Cdk Siklin A Cdk2
M-Cdk Siklin B Cdk1/2
G1-Cdk Siklin D Cdk4/6

Hiicre Siklusu Inhibitorleri

Hiicre siklusunu inhibe eden bir¢ok protein vardir. Iki rnek protein, p16 ve p21

dir. P16, yalmizca G1-Cdk hedefi olan spesifik bir inhibitordiir. P21 ise, spesifik

olmayan ve bircok cdk lar i¢in hedef olan bir inhibitordiir. Cdk larin direk

inhibisyonlarindan baska hiicre sikluslarin1 inhibe eden baska yollarda vardir. Siklus

arresti, Cdk inhibisyonu, TGFB, G2 kontrol noktas: inhibisyonu ve hiicre siklusunun

bazi inhibitorleri siklin’lerin ekspresyonunun azalmasinda rol oynar (6rn: Rb) (Sekil

38).

G1/S-Cdk
Cdk2-Cydlin E
G1-Cdk G1

Cdk4/6-Cyclin D Gap 1

S-Cdk
Cdk2-Cyclin A

Synthesis

G2

Gap 2

M

Mitosis

M-Cdk
Cdk1-Cyclin B

Sekil 38: Hiicre Siklusu Inhibitorleri (160)
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Biiyiime Faktorleri ve Siklinler

Memeli hiicreleri kisitlama noktasini gecgip S fazina girebilmek i¢in biiylime
faktorlerine gereksinimleri vardir. Bunun nedeni, biiylime faktor reseptorleri ile aktive
olan Ras/Raf/MEK/ERK yolaginin siklin D1’in sentezini uyarmasidir(Sekil 40). Siklin
D1, Cdk4 ve Cdké ile birlikte S fazina gegisi baglatan molekiiller oldugundan siklin D1
tiretimi hiicre boliinmesini baglatir. Siklin D1 miktarlar1 biiylime faktorii ile uyarim
olmazsa hemen diiser. Fakat biiyiime faktori MAPK yolaginda veya siklin DI
diizenlenmesinde meydana gelebilecek aksakliklar hiicreleri kontrolsliz boliinme ve
sonugta timodr olusumuna yonlendirebilir. Lenfomalar ve go6glis kanserlerine
nedenlerinden biri de bu durumdur. Benzer sekilde Cdk4 ve Cdk6’y1 baskilayan Ink4

molekiillerindeki mutasyonlar da kansere neden olabilecegi dngoriilmiistiir (161).

Retinoblastoma (Rb)

Siklinle iligkili substratlardan retinoblastoma (Rb) adli proteinin mutasyonlarina
kanser vakalarinda ¢ok rastlanmasi da siklin D1 ile kanser arasindaki baglantiy1
giiclendirmektedir. Rb ilk olarak, oldukca nadir goriilen bir kanser tipi olan
retinoblastomada belirlendigi icin bu adi almistir. Ilerleyen arastirmalar, bir mutasyon
sonucu islevsiz hale gelmis Rb’nin yalnizca retinoblastomada degil pek ¢ok farkli
kanser tliriinde de yer aldigini ortaya koymustur. Ras ve siklin D gibi genlerde meydana
gelen mutasyon hiicre proliferasyonunu arttirirken Rb ve Ink4 Cdk inhibitérleri gibi
genlerde meydana gelen mutasyonlar hiicre cogalmasinin baskilanmasi engellendigi igin
kansere neden olabilmektedir. Daha sonra gergeklestirilen arastirmalar, Rb ile Rb
ailesinin diger lyelerinin, hiicre dongiisliniin devami ve DNA sentezi i¢in gerekli
proteinlerin transkripsiyonunda gorev aldigim1 gdstermistir. Hiicre dongiisii kontrol
kayb1 neoplastik hiicrelerin bir 6zelligidir. Hiicre dongiisiiniin S-faz gecis i¢in kritik G1
bir regiilator bu gecis igin gerekli gen transkripsiyonunun bastirmak i¢in hiicre dongiisii
transkripsiyon faktorlerinin E2F ailesi ile etkilesim retinoblastoma tiimor baskilayici
protein Rb vardir. E2F ile etkilesim yoluyla, Rb da kontrol eden apoptoz genleri
diizenler (162) (Sekil39).
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Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi kanser 6zelligidir ve tiimdr hiicrelerinin genellikle
dogrudan hiicre dongiileri diizenleyen genleri zarar gormiistiir. P16INK4a ve siklin D1
etkileyen genetik degisiklikler, retinoblastoma protein (RB) ve hiicre dongiisiiniin G1
fazindan kontrollii ¢ikis fosforilasyonunu yoneten proteinlerdir. Bu yolun
inaktivasyonuda tiimor gelisimi i¢in gerekli olabilir insan kanserlerinde ¢ok siktir.
Tiimor baskilayici protein p53 gibi, "RB yolak"in bu bilesenleri tek basina hiicre
dongiisii i¢in gerekli olmasa da, hayati boyunca homeostatik doku yenilenmesini

diizenleyen kontrol noktasinda RB’nini fonksiyonlar1 katilabilir (163).

E2F

Rb’nin GO veya erken G1 fazlarinda inaktif yani fosforlanmamis halde oldugu,
G1’in sonlarina dogru ise Cdk4,6 / siklin D kompleksi tarafindan fosforlandigini
belirlenmistir. Inaktif haldeki Rb, E2F adli bir proteine bagh haldedir. E2F ailesi
proteinler, pek ¢ok gen igin transkripsiyon faktoriidiir. Rb’nin aktive olmasi E2F ile

baglantisin1 kopararak, E2F ile ilgili genlerin sentezini baglatir (164) (Sekil 39).

Cdk2 / siklin E

G1°de, kisitlama noktasindan sonra Cdk4,6 / siklin D aktivitesi azalir ve Cdk2 /
siklin E aktivitesi artmaya baglar. Bu artista, kompleksi normalde inaktif halde tutan
p27’nin etkisi vardir. Biiylime faktoriinlin uyarimi ile aktive olan Ras/Raf/MEK/ERK
ile PI3 kinaz / Akt fosforilasyon yolaklar1 p27°’nin miktarin1 azaltti§i gibi siklin E
sentezini de arttirir. Artan Cdk2 / siklin E aktivitesi, p27’nin fosforlanarak
ubikiitinasyona gitmesine yol agar. Bu da Cdk2 / siklin E aktivitesini daha da arttirir.
Rb’yi de fosforilleyerek transkiripsiyona yardimci olur. MCM helikazlarini aktive
ederek  replikasyon  merkezlerindeki ~ORC  proteinlerinden  uzaklagsmasini

dolayistylaDNA replikasyonunu baslatir (165) (Sekil 39, 40).
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Sekil 39: RB, E2F ve Cdk2 / siklin E aktivitesini gosteren sema (166, 167).
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1.8. Oosit Toplama Prosediirii (Oocyte Pick Up: OPU)

1978’de Louise Brown dogumu, infertilite tedavisinde yeni ufuklarin a¢ildig1 bir
donemi baglatmistir. Giiniimiizde, oosit toplama prosediirlerinde bir takim degisimler
olmustur. Oosit toplamanin laparoskopi ile degil, transvajinal yolla ultrasonografi

rehberliginde gergeklesmesidir (70, 169).

Oositlerin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

a) Oositlerin kumulus- korona kompleksine gore siniflandirilmasi

b) Oosit morfolojisinin 1. kutup cisimcigine gore siniflandirilmasi

a) Oositerin kumulus- korona kompleksine gore simiflandirilmasi

Klasik IVF de oositlerin morfolojik dzellikleri, ¢evrelerindeki kumulus-korona
hiicrelerinden dolay1 goézlenemez. Ancak oositlerin matiirasyonlarint ve dolayisiyla
inseminasyon zamanlamasini saptayabilmek i¢in kumulus korona kompleksindeki
hiicrelerin miktar, dagilim ve diizenlerine gére degerlendirilir. Klasik IVF de kumlus-
korona kompleksinin degerlendirilmesinde, dikkate alinan kriterler ve bu simiflamaya
gore elde edilen fertilizasyon oranlari ilk kez 1988 de Wolf tarafindan tanimlanmigtir

(169) (Tablo 1.2).
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Tablo 1.2:

Kumulus-korona kompleksine gore oosit matiirasyonu siniflamasi

Grade 1 Kumulus hiicreleri yoktur veya seyrektir, korona hiicreleri

1-3 siralidir (Resim 1.7).

Grade 2 Kumulus hiicreleri yogun goriinimlidir ve korona

hiicrelerisikica bir aradadir.

Grade 3 Kumulus hiicreleri yaygin ve genislemis goriinlimdedir
(Resim 1.8).
Grade 4 Kumulus hiicreleri yaygin ve azdir ve korona hiicreleri

daginik olup bi miktar kaybedilmis olabilir.

Resim 1.7: Kumulus korona degerlendirmesine gore Grade 1 oosit (70, 169).

Resim 1.8: Grade 3 olarak tamimlanan iki kumulus korona kompleksi (70, 169).
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Klasik IVF de, oositlerin >%50 sinin Grade 3 olmas1 halinde; gebelik oraninda
yiiksek olarak bulunmustur. Kumulus korona degerlendirilmesi konusunda yapilan yeni
bir calismada ise oosit matiirasyonu ooplazma, kumulus, korona ve graniiloza

hiicreleriyle birlikte degerlendirilmistir.

Tablo 1.3:

Oosit matiirasyonunun cevre hiicrelerle birlikte degerlendirilmesi

Grade 1 (Matiir veya preovulatuvar) Yaygm kumulus hiicreleri,
1sinsal bicimde yayilmis korona radiata, belirgin bir zona
pellusida, seffaf sitoplazma ve yaygin graniiloza hiicreleri

igerirler (Resim 1.9).

Grade 2 (Hemen hemen matiir) Genis kumulus hiicreleri, hafifce
kompakt korona radiata ve genis graniiloza hiicrelerine

sahiptirler.

Grade 3 (Immatiir) Eger var ise koyu ve kompakt kumulus
hiicreleri, sikica bir araya gelmis korona hiicreleri,
goriilebilirse ooplazmada germinal vezikiil ve kompakt,

dagilmamis graniiloza hiicereleri vardir (Resim 1.10).

Grade 4 (Postmatiir) Kiimeler olusturan ve iyice yayginlasmis
kumulus hiicreleri, genellikle kiimelenmis 1sinsal dagiliml
korona radiata, irregiiler ve goriinebilen bir zona pellusida,
hafifce koyu ve graniiler sitoplazma, kiigiik alana yailmig

graniiloza hiicreleri vardir.

Grade 5 (Atretik) Cok az kumulus hiicresi ve eger varsa irregiiler
dagilim gosteren korona radiata hiicreleri, belirgin bir zona
pellusida, koyu renkli ve genellikle irregiiler olan ooplazma
ve kiicik gruplar halinde graniiloza hiiceleri ile

karakteristiktir.
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Resim 1.9: Lin’in siniflamasina gore matiir oositler (70, 169).

Resim1.10: Immatiir bir oosit ¢evresinde koyu kompakt gériiniimii ile korona

kumulus kompleksi (A), Postmatiir oosit (B) (70, 169).

Resim 1.11: Matiir ve normal ozelliklere sahip bir oosit (70, 169).
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b) Oosit morfolojisinin 1. kutup cisimcigine gore simiflandirilmasi

Intra sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)’de oosit morfolojisini irdeleyen
caligmalarda 1. kutup cisimciginin post-ovulatuvar oositlerin yasini belirleyen bir
indiiktor oldugu bildirilmis ve daha sonra da Ebner 2. kutup cisimciginin morfolojik

olarak bes farkli kategoride incelenebilecegini gostermistir (70, 169) (Tablo 1.4).

Tablo 1.4:

Ebner’e gore (1999) 1. kutup cisimcigi siniflamasi

Grade 1 1. Kutup cisimcigi yuvarlak veya oval ve intakttir.

Grade 2 1.Kutup cisimcigi yuvarlak veya oval fakat yiizeyi
diizensizdir.

Grade 3 1.Kutup cisimcigi ikiden fazla fragman igerir.

Grade 4 1. Kutup cisimeigi ikiye boliinmiistiir.

Grade 5 Genis previtellin aralikta biiyiikk bir 1. kutup cisimcigi
vardir.

Oositlerin Siiflandirilmasi

IVF icin kullanilacak oositlerin hangi asamada olduklarinin bilinmesi ¢ok
onemlidir. Oositlere zarar vermeden incelemek i¢in en uygun yontem 151k mikroskobu
ile incelemedir. Buradan elde edilen sonuglar elektron mikroskobu bulgulariyla da
paralellik gostermektedir. Bu sayede hem gerekli inkiibasyon siiresi belirlenmis olur

hem de spermlerle erken inseminasyon ile olusabilecek maturasyon inhibisyonu
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Onlenebilir. Uygun hormonal uyarimla ovaryumdaki folikiillerden elde edilebilecek

oositler su sekilde siniflandirilabilir (170).

I.

I1.

I11.

IV.

VI.

VIIL

Immatiir / Profaz I (PI) / GV Oeosit: Korona radyata hiicreleri ¢ok kalin ve
yogundur. Korona radyatanin disinda kumulus hiicreleri olmaz veya kiigiik ve
yogun olarak bulunur. GV ve belirgin niikleolus goriiliir. IVF 6ncesinde gereken
inkiibasyon siireleri uzundur (insanda 40-48 saat). Bu oositler heniiz
olgunlagsmamustir.

Ara / Metafaz I (MI) immatiir Oosit: Korona radyata siki ve yogun, kumulus
orta derecede yogundur. Hem GV hem de I. Kutup cisimcigi goriilmez. Orta
stireli inkiibasyona ihtiya¢ duyar (insanda 15-20 saat).

Ara / Metafaz I (MI) Matiir Oeosit: Korona radyata 1sinsal ancak sikidir.
Kumulus genis olup yer yer koyuluklar gozlenir. GV ve 1. Kutup cisimcigi
goriilmez. Previtellin aralik (oosit ile ZP arasindaki bosluk) segilebilir.

Matiir / Metafaz 11 (MII) Oosit: iyi bir embriyo gelisimi ve gebelik orani igin
oositlerin inseminasyon sirasinda bu evrede olmasi gereklidir. Kumulus genis ve
gevsek, korona radyata 1sinsaldir. Mikroskopta parlak olarak goriiliir. I. Kutup
cisimcigi secilebilir. Kisa siireli (insanda 3—5 saat) inkiibasyon Onerilir.

Hafif Post Matiir Metafaz II (MII) Oosit: Olduk¢a gevsek ve koyulasan
renklerde kumulus ile az sayida korona radyata hiicrelerine sahiptir. Az sayida
spermle fazla bekletilmeden inseminasyon yapilmalidir.

Post (Siir) Matiir Metafaz II (MII) Oeosit: Oosit ¢evresinde ¢ok az hiicre
bulunur. I. kutup cisimcigi gozlenebilir ancak koyu renklidir. Fertilizasyon ve
embriyo gelisim oranlar1 bu tip oositlerde diisikk olur. Boyle oositler
fertilizasyonda kullanilmaz veya bir saat i¢inde islemleri yapilir.

Dejenere (Atretik) Oosit: Mayoz boliinmenin herhangi bir evresinde olabilirler.
1. Kutup cisimcigi bile goriilebilir ancak kumulus-korona hiicrelerinin
goriiniimleri degiskendir. Kumulus hiicreleri fragmente, oosit koyu renkte

goriiliir (155).
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1.9. INFERTILITE VE OOSIiT PROBLEMLERI

Oosit Dismorfizmi

Oositlerin g¢evrelerindeki kumulus korona hiicrelerinin uzaklastirilmasiyla iki

farkli bolgede incelenmektedir(169).

- Hiicre dis1 (ekstraselliiler)

- Hiicre ici (intraselliiler) olmak iizere iki farkli bolgede izlenebilir.

Hiicre Dis1 (Ekstraselliiler) Anomaliler

Zona pellusidada ve perivitellin alanda gozlenir. Ekstraselliiler anomaliler
konusunda yapilan ¢aligmalardan birinde koyu zona pellusida (ZP), genis perivitellin
aralik (PVA) ve irregiiler oosit seklinin fertilizasyon ve embriyoner gelisimde etkili
olmadigi, dolayisiyla bu 6zelliklere sahip oositlerin normal kabul edilebilecekleri ileri

stiriilmiistiir (169) (Resim 1.12, 1.13).

Resim 1.12: Oval goriiniimlii ve kutup cisimcigi fragmante bir oosit
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Resim 1.13: ZP anomalisi (A), PVA’nin genis oldugu bir MII oosit (B), Pervitellin

alan genis ve graniiler (C,D).

Perivitellin alandaki graniilasyon da ekstrasitoplazmik anomali olarak kabul
edilir ve genellikle gonadotropinlerin yiiksek oranda kullanildig1 olgularda gozlenir(70,
169).

Sitoplazmik (intraselliiler) Anomaliler

Oosit dismorfizmi olarak tanimlanan bu anomaliler; merkezi koyu ve graniiler
sitoplazma, refraktil cisimcikler, ayr1 ayr1 veya birlikte bulunan vakuollerdir.

Oosit kalitesi gelisim kapasitesi hakkinda bilgi veren bir baska parametrede

sitoplazmik viskozitedir (Resim 1.14).
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Resim 1.14: Sitoplazmasinda merkezi koyu graniiler yapilanma gosteren bir MII
oosit (A), Sitoplazmasinda kiiciik vokuoller bulunan MII oosit (B), Kutup cisimcigi

fragmante merkezinde refraktil cisimcik iceren bir oosit (C).
Binoviiler Oosit

IVF uygulamalarinda ¢ok az olmakla birlikte binoviiler oositlerle de
karsilagilabilir. Genellikle birinin immatiir oldugu binoviiler oositlerden matiir olani

fertilize olarak blastosist evresine kadar gelisimini siirdiirebilir (70, 169) (Resim 1.15,

1.16, 1.17).
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Resim 1.15: Binoviiler oosit (A), Fertilize olan binoviiler oosit (B).

Resim 1.17: Binoviiler embriyonun 4. ve 5

. giinlerdeki gelisimi (A, B).
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1.10. OOSIT MATURASYON YETMEZLIGIi SENDROMU

Infertil hastalarin yaklasik %8,6 -%15,2 s1 en az bir mayotik bakimdan
incompetan oosit Uretir. Oositlerin %25’inden fazlasi immature oldugunda basarili
fertilizasyon ve kllinik gebelik orani belirgin olarak azalir. Tesadiifi olarak gelisen
immature oositlerin tekrarlayan oosit maturasyon yetmezligi sendromundan ayirt
edilmesi 6nemlidir. Nadiren hi¢ matiir oositin iiretilmedigi mutlak oosit maturasyon
yetmezligi gozlenir. Bu olgularda goézlenen O6nemli Ozellikler; primer infertilite,
tekrarlayan ekseriyetle immature oosit iiretimi, IVM ile maturasyonun saglanamamasi
ve ICSI’ye ragmen fertilizasyon basarisizligi goriilmesidir. Sendromun insidiansi

bilinmemektedir (70, 171).

Sendromda tiim olgularda goriilen temel Ozellik tekrarlayan immature oosit
tiretimine bagl sterilitedir. Yapilan olgu sunumlarina bakildiginda stimulasyon
protokoliinii degistirmek, IVM veya ICSI sonuglart iyilestirmemektedir. Sinirli verilere
ragmen kanitlar oosit maturasyonundaki asikar bozuklugun oositin mayoz gelisiminin

belirli evrelerinde duraklama ve takiben steriliteye yol agtigin1 diisiindiirmektedir.

Mayozun yeniden baslamasi ve ilerlemesi mayotik kompetansin kazanilmasina
baghdir. Mayoz yeniden baglamadan once oosit gelisim fazinda mRNA ve protein
biriktirir ki bu mayozu tamamlamasi i¢in gereklidir. Mayotik gelisim kilit diizenleyici
proteinlerin  belirli kontrolii altindadir. Bu protein iiretiminin diizenlenmesi,
fosforilasyon, lokalizasyon ve degradasyon aracilifiyla bagarilir. Kilit noktalardaki

herhangi bir degisim maturasyon yetmezligi ile sonuclanir (70, 171).

Insanlarda  tekrarlayan  oosit  maturasyon  yetmezliginin  sebepleri
bilinmemektedir. Hayvan modellerinde kilit mayotik mediatorlerde degisiklikler,
inhibitor veya stimulatorlerle bircok mayotik yetmezlik cesidi olusturulmustur (70,

171).
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a) Oosit maturasyon yetmezligi tip I: GV arrest

Diploten asamasinda duraklayan mayozun kaldigi yerden devam etmesi
maturasyon promoting factoriin (MPF) aktivasyonu yoluyla kontrol edilmektedir.
Yapisal olarak birinci mayozun baslamast ve M fazina giris germinal vezikiiliin
bozulmasi1 (GVBD) ile karakterizedir. Oositlerin GV asamasinda arrest oldugu
kadinlarda MPF aktivasyonundan sorumlu uyar1 kaskadinda bir defect s6z konusudur

(70, 171).

Oosit cAMP ekspresyonu regulasyonunun maturasyon i¢in gerekli oldugu tespit
edilmigtir. Oosit maturasyon arresti asamasinda artmis cAMP diizeyleri MPF
inhibisyonuna yol acar. Mayoza yeniden girerken cAMP’de azalma MPF aktivasyonuna
izin verir. Fosfodiesteraz 3A oosit cAMP hidrolizinden sorumludur ve bunun
eksikliginin oldugu disi fareler tamamen infertildirler zira ovule oositlerde artmig cAMP
diizeyleri mevcuttur ve GV asamasinda arrest olmuslardir. Oositlerde molekiiler analiz
yapilamadigindan tanimlanan faktorlerdeki aksakliklar tam olarak ortaya konamamustir

(70, 171).
b) Oosit maturasyon yetmezIligi tip 2: MI arrest

Birinci mayozdan metafaz II asamasina geciste sirasiyla kromozomlarda
kondensasyon, metafaz igcikleri olusumu, kromozomlarin gruplagsmasi ve sonrasinda
homolog kromozomlarin seperasyon ve segregasyonu gerceklesmektedir. ilk mayoz
boliinmenin tamamlanmasi ile ilk polar cisimcik olusur. Birinci polar cisimeik
olusumundan evvel oosit arresti olusmas1 morfolojik olarak MI arresti olarak tanimlanir.
MI arrestinin olast nedenleri uyar1 aktarim yolunda veya mayotik igciklerde
anormalliklere bagli olabilir. Bu fenotipte kendini iki formda gosterir; normal igcik

olanlar ve kromozomal aberrasyonlar (70, 171).

Mayozdaki metafaz 1 asamasini kontrol eden kilit enzimler oldukga
korunumludurlar metafaz II ve mitotik hiicre siklusu asamasinda da benzer fonksiyonlar
yaparlar. Dolayisiyla bu proteinlerde genetik eksiklik MI arrestinden ziyade embriyo

kaybina yol acar. MI arrestinin klinik fenotipinden muhtemelen gen ve protein
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ekspresyonunda oosite bagli tahribat, oosit spesifik kompanzasyon veya Kkilit
mediatorleri regiile eden protein ekspresyonunda bozulma sorumlu olabilir.
Transkripisyon faktorlerindeki oosit spesifik degisiklikler oosit spesifik maturasyon
yetmezligine katkida bulunur. Bu asamada epigenetic modifikasyonlar etkili olabilir

(70, 171).
c) Oosit maturasyon yetmezligi tip 3: MII arrest

Morfolojik klasifikasyona gore MII matur ve fertilizasyon yetenegi olan bir oosit
anlamina gelir. Halbuki bir grup kadinda morfolojik olarak MII goriiniimiinde olup
klivaj ve hatta fertilizasyon gostermeyen oositler mevcuttur. Morfolojik maturite ve
kapasite arasindaki bu uyusmazlik durumunda polar cisim olusumu ile MII asamasi
arasinda olan ama fertilizasyon yetenegi olmayan veya normalde MII olupta mayozu
tamamlamayan olgular diistiniilmelidir. Fertilizasyon defektlerinde de ayni tablo olusur.
Ancak bu iki durumun molekiiler sebepleri ve olasi terapotik yaklasimlar: farklidir (70,

171).
d) Oosit maturasyon yetmezligi tip 4: Mix arrest

Bazi hastalarda mayozun birden c¢ok asamasinda arrest olmus oositler
goriilmektedir. Mayozdaki kompanzatuar mekanizmalarda yetersizlik durumlarinda
olusur. Oositlerin mayotik kompetans1 kazanmasi asamasi kilit regulatuar enzimler ve
uyarim molekiillerinin transkripsiyonu ve translasyonunu kapsamaktadir. Bu faktorler
arasindaki kompleks etkilesim, arrest veya gelisim karar1 hedefe yonelik uyar1 artisi
veya azalig1 arasindaki nazik bir dengeye dayanir. Bu noktada maturasyon arrestlerinde
molekiiler seviyede ki disfonksiyona bagli olarak uyarim hatalar1 veya kromozom

igciklerinde aberasyonlar sonucunda oositler mayozu tammlayamazlar (70, 171).

Gilinlimiizde siddetli oosit maturasyon defekti olan kadinlar i¢in yegane secenek
donor oositi kullanmaktir. Gametlerin potansiyellerini degerlendiren klinik kriterler
subjektiftir ve morfolojik karakteristiklere dayanir. Bu konuda ileri ¢alismalara ihtiyag
vardir. Gamet potansiyelinin belirlenmesinde molekiiler araglarin iretilecegine dair

umutlar vardir. Oosit maturasyon yetmezligi sendromunun tanisi ¢iftleri bir¢ok basarisiz
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denemenin emosyonel ve finansal sikintilarindan kurtaracaktir. Ciftle yumurta bagisi
veya evlat edinme segenekleri tartigilabilir.  Ayrica, insanlarda oosit maturasyon
mekanizmalarinin  anlagilmast vasitastyla, IVM protokollerinde oosit maturasyon
kompetans: i¢in gerekli olan uyar1 sistemlerini gelistirmek miimkiin olacaktir. Bu
teknoloji yoluyla sadece oosit maturasyon defektli olgular1 degil aym1 zamanda
organizma disinda matur primordiyal folikiilleri de tedavi etmek miimkiin olabilecektir.
Terapotik yaklagimdan once sendromun molekiiler mekanizmalarini anlamaya 6nem

verilmelidir (70, 171).
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1.11. IN VITRO MATURASYON (IVM)

Giliniimiizde yardimci iireme tedavilerinde; gonadotropin salgilatici hormon
anologlarinin (GnRH-a), insan menopozal gonadotropini (HMG) veya saflastirilmis
FSH ile ovaryan stimiilasyon tercih edilmektedir.

IVM tedavisi sonrasi, immatiir oositlerin matiire edilmesiyle ilk gebelik 1983
yilinda Veeck tarafindan gercgeklestirilirken, overler stimiile edilmeden toplanan
immatiir oositlerde ilk gebelik 1991 de Cha tarafindan bildirilmistir (70, 169).

IVM matiirasyonunda rol oyanayan faktorler;

a) Kiiltiir ortamlari

IVM amaglh segilen medium maturasyon sirasinda oositin niiklear ve sitoplazmik
gelisiminde optimal kiiltiir kosullarin1 saglamalidir. Serum, gonadotropin (FSH ve LH)
ve Ostradiol ilaveli doku kiiltiir ortami olarak TCM-199, Ham’s F10; HEPES veya
bikarbonat tamponlu Chang’s mediumu bu amagla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Chang’s mediumunda hayli yiiksek oranda FCS bulunmaktadir. Invitro matiirasyon
mediumlarinda piriivatin olmamas1 veya az olmasi halinde matiirasyon yetersiz
kalmakta, buna karsin sadece pirlivatin bulunmasi da oositlerde sitoplazmik

matiirasyonu yeterince uyaramamaktadir (70, 169).

b) PH

Kiiltiir ortaminin tiimiiniin pH degeri 6nemlidir. IVM konusundaki bilgi
birikiminin 1s18inda oositlerde spontan in vitro matiirasyonu saglayabilecek c¢esitli
mediumlar {iretilmistir. Kiiltiir ortaminin tiimiiniin pH degeri oositin ve daha sonra
gelisen embriyoner hiicrelerin internal pH’simi etkileyecegi i¢in Onemlidir. Ancak
invitro maturasyon siirecinde mayoz boliinmenin tamamlanmasi i¢in internal pH’in
artis1 s6z konusudur ve oosit toplama prosediiriindeki pH degisimleri oositlerin daha

sonraki gelisimleri iizerinde etkili olmaktadir (70, 169).
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c) Aminoasit ve Vitaminler

Kiiltiir ortaminda bulunan veya bulunmasi: ongoriilen bir bagska molekiil de
aminoasitlerdir. Aminoasitler hiicre i¢i tampon gorevi goriirler ve enerji kaynagidirlar.
Aminoasitler non-esansiyel aminoasitler ve esansiyel aminoasitler olmak iizere ikiye
ayrilir. non esansiyel aminoasitler; erken donem hiicresel aktiviteyi destekler, blastosel
formasyonunda etkilidir. Esansiyel aminoasitler; blastosist formasyonu, ICM’de

hiicresel artis, blastosist viabilitesinde artig gibi durumlar1 destekler (169, 172).

IVM amagl tretilen mediumlara eklenen vitaminlerin olas1 yarar1 ve etkileri
konusundaki bilgiler yetersizdir. Suda ¢oziinen vitaminlerin etkisini inceleyen bir
calismada, 1 hiicreli hamster embriyolarinin gelisiminde, tek veya birlesik halde protein
icermeyen HECM-6 Kkiiltiir mediumu tanimlanmustir. Blastosist gelisiminde thiamine
disinda diger tiim tek vitaminler ve vitamin olmayan kontrol karsilastirilarak
Pantothenate Onemli oranda stimiile edilir. Askorbik asit, biotin, choline, folik asit,
inositol, niacinamide, pyridoxal, riboflavin ve thiamine morula/ blastosist formasyonu
veya yariklanma sathasindaki gelisimin inhibisyonu veya stimiilasyonunu etkilemedigi
gosterilmistir. Vitaminlerin kombinasyonu test edilmis, embriyo gelisimi degismis yada
kontrol ile arasinda fark gozlenmistir. Ama esas olarak Pantothenate’in 3 pmol/l
konsantrasyonunda etkili oldugu gosterilmistir. Embriyo transferi sonrasinda, yasayan
fetislerin HECM-6 ilaveli pantothenateli bir hiicreli embriyo kiiltiirlinde yasam orani
ylizde 24 iken, yalnizca HECM-6’11 bir hiicreli embriyo kiiltiirlinde yasam orami yiizde
11 olarak verilmistir. Bu sonuglar, herhangi bir memeli tiirlerinde, preimplantasyon
embriyolarin in vitro gelisiminde vitamininin uyaricit etkisinin var oldugunu

gosterilmistir (173).
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d) Fetal Buzagi Serum (Fetal Calf Serum-FCS)

Oosit  matiirasyonunda FCS, icerdigi biiyiime faktorleri nedeniyle
kullanilmaktadir. %10 FCS ve gonadotropin iceren TCM-199 mediumu ile in vitro oosit
matiirasyon sonucu gebelik ve ilk canli dogum elde edilmistir. FCS nin bilinen en
Oonemli etkisi; oosit maturasyonu ve fertilizasyonunu desteklemesidir. Normalde
fertilizasyon sirasinda kortikal reaksiyon gerceklesmekte ve bu da zona pellusidanin
sertlesmesine neden olmaktadir. FCS ise igeriginde bulunan ve fetuin olarak
isimlendirilen protein sayesinde zona pellusidanin sertlesmesini inhibe ederek islev
gormektedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalarda rhesus maymunlarinda fertilizasyon orani
FCS’den yoksun mediumlarda %10 iken bu oran FCS ilavesiyle % 20 ye kadar
cikarilabilinmistir. Ancak ICSI nin kullanilmasiyla birlikte FCS nin rolii de sorgulanir
olmustur. ICSI sonrasi in vitro matiire edilen oositlerde fertilizasyon orani in vivo
matiire edilen oositlerde fertilizasyon orani in vivo matiire edilen oositlerdekine yakin
olmasindan dolay1r FCSnin sadece klasik IVF uygulamalarinda etkili olabildecegi kabul
edilmektedir (169).

e) Gonadotropinler

Giliniimiizde bir¢ok IVM protokoliinde mediuma FSH ve LH’1n ayr1 ayr1 veya
birlikte ilave edilmesine ragmen; gonadotropinlerin oosit matiirasyonu, fertilizasyon ve
erken embriyoner gelisimdeki Onemi ve etkisi halen tartisma konusudur.
Gonadotropinler, ovaryum folikiillerinin biiylimesi ve gelismesi i¢in gereklidir.
Preovulator gonadotropin artis1 bloke edilir veya hipofizektomi sonrasi serum
gonadotropinleri azalirsa, folikiiller atreziye maruz kalir (Sekil 40) (174, 175).

MAPK yolagi gonadotropinlerin etkisiyle mayozun tekrar ilerlemeye
baslamasinda, normal mayotik ig diizenlenmesinde, asimetrik sitokinezis
gerceklesmesinde, CSF artmasinda, ikinci polar cismin atilmasinda rol aldigi

bilinmektedir (60, 103).
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Sekil 41: Gonadotropinlerin (LH, FSH) oosit maturasyonu

diizenlemesindeki fonksiyonunu gosteren sema (176).

Infertilite tedavisinde 20. yiizyilm ilk yarisindan itibaren bilinmektedir.
Ovulasyon indiiksiyonu i¢in kullanilmaktadir. Spesifik monoklonal antikorlarin
kullanildig1 yeni teknolojilerin gelisimi ile liriner FSH ve yiiksek oranda saflastirilmis
FSH preparatlari, ve ardindanda rekombinant teknolojinin kullanilmasi ile rekombinant

FSH iiretilebilmistir (70).

Uriner hMG (idrar kaynakh insan menopozal gonadotropin); hMG'deki LH
aktivitesi esas olarak i¢indeki hCG komponentinden kaynaklanmaktadir. hMG ilk
olarak anovulatuar infertilite tanili hastalarda ovulasyon indiiksiyonu amaciyla
kullanilirken, 1980'lerin baginda, in vitro fertilizasyonun ilk zamanlarinda,
multifolikiiler ovariyan gelisimin stimiilasyonunda énemli rol oynamistir. Cook ve ark,
hMG preparatlarinin 5 farkli FSH izohormonu ve 9 LH tipi igerdigini gostermislerdir.
hMG'nin major aktif ajan1 olan folikiil stimiile edici hormon (FSH) {iriner gonadotropin
icerisindeki lokal protein igeriginin %>5'inden azim1 olusturur. Cesitli hMG
preparatlarinda bulunan farkli proteinler arasinda, timor nekroze edici faktor baglayici
protein I, transferrin, lirokinaz, Tamm-Horsfall glikoproteini, epidermal biiylime
faktorli ve immiinoglobulin iligkili proteinler yer alir. hMG preparatlar

nongonadotropin proteinlerle iligkili immiin reaksiyonlar sonucunda, agr1 ve allerjik
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reaksiyonlar gibi lokal yan etkiler goriilebilir. Herhangi bir zamanda o6lgiilen
dolasimdaki gonadotropin seviyeleri hipofizer salinim ve metabolik klirensi gosterir.
Intravendz enjeksiyon sonrasi iiriner FSH’mn yar1 omrii yaklasitk 2 saat olarak
Olciilmiistiir.intramuskuler enjeksiyonu sonrasinda iiriner FSH preparatlarinin yari

Omriiniin yaklagik 35 saat oldugu tahmin edilmektedir (70).

Urofolitropin (Uriner FSH), Yiiksek Piirifiye FSH ( uFSH-hp); Uriner
FSH'nin halen iiriner proteinler iceriyor olmasi, FSH'ya spesifik monoklonal
antikorlarin kullanilmasi ile tretilen yiiksek piirifiye (HP) iiriner FSH preparatlarini
giindeme getirdi. Piirifiye FSH elde edilmeye calisilmasinda ki asil amag, protein
acisindan daha saf bir iirlin elde edilmesinden ¢ok, artmis endojen serum LH
diizeylerine sahip hastalarda yapilan ovulasyon indiiksiyonunda, LH’mn eksojen
uygulamasindan  kag¢inilmast  esasina  dayanmaktadir. Tek basina FSH'min

folikiilogenezisi uyarabilmede yeterli oldugu da savunulmustur (70).

Rekombinant insan FSH (rFSH)(Follitropin alfa / Follitropin beta); Ayni
zamanda gonadotropin preparatlarindaki LH'nin artmis serum LH diizeyi olan
hastalardaki komplikasyonlardan sorumlu olabilecegi de ileri siiriilmiistiir. Uriner
FSH'nin FSH igeriginin aksine rekombinant FSH preparatlar1 biyolojik aktivitelerinden
cok protein igeriklerine (pg kiitle) gore degerlendirilirler. Hem folitropin alfa, hem de
folitropin beta'nin formulasyonu kiitlesine-gore-doldurulma (fill-by-mass) metoduna
dayanmaktadir. Rekombinant FSH iirlinlerinin uygulama sekilleri 6nceden hazirlanmis
ya da ayarlanan dozda uygulama yapan kalem seklinde araclardan olusur.r-hFSH,
bir¢ok klinik ¢alismada ve meta-analizde u-FSH ile karsilastirilmistir (70).

Sonuglarda toplanan oosit sayist agisindan r-hFSH'nin daha etkin oldugu ve
meta-analizlerden IVF sikluslarinda gebelik oranlarinin daha fazla oldugu gosterilmistir

(70).
Rekombinant Liiteinizan Hormon (rLH); Normal folikiil ve oosit gelisimi

icin gerekli LH diizeyi heniiz net olarak tanimlanmamistir. Ancak, folikiiler LH

reseptorlerinin %1 'inden az kisminin tutulmasi halinde dahi maksimal steroidojenik

87



cevap elde edilebilir. Bu durumda 1-10 IU/L diizeyindeki bazal LH seviyeleri teka
hiicrelerinde maksimal stimiilasyon saglamak i¢in yeterli olacaktir. Asirt LH maruziyeti
folikiillerde atrezi, kotii oosit-embriyo kalitesi, endometrial matiirasyonda bozulma,
progesteron sentezinde artig, aromataz aktivitesinin baskilanmasi ve hiicre gelisiminin
inhibe edilmesine yol agabilecegi ileri siiriilmiistiir. Diger yandan LH fazlasinin kétii
oosit kalitesi ve embriyo kalitesine neden oldugu ya da folikiiler atreziye yol actig1
eskiden kabul edilen bir goriis olup giiniimiizde bunu destekleyen yeterli kanit
bulunmamaktadir. Saf rekombinant insan LH (r-hLH) preparatinin kullanima girmesi
over stimiilasyonu protokollerinin yeniden gozden gecirilmesine neden oldu. LH'nin
steroid biosentezini etkileyen birtakim intraovariyan mekanizmalar {izerinden etki
ederek oosit matiirasyonunu sagladigi diisiiniilmektedir. LH, estradiol ya da diger bazi
intraovariyan faktorler aracilifiyla oosit sitoplazmasinda matiirasyonu mitokondrial
fonksiyonu arttirarak ve/veya DNA onarim enzimlerini up-regiile ederek sagliyor
olabilir. Normal fizyolojide graniiloza hiicreleri, FSH stimiilasyonu sonucunda folikiil

en az 11 mm ¢apa ulastiktan sonra LH reseptoriine ihtiyag gosterirler (70).

insan Koryonik Gonadotropic (hCG); Kontrollii over hiperstimiilasyonu
protokollerinde ovulasyonun en son tetiklenmesinde insan koryonik gonadotropini
(hCG) kullanim1 gilindeme gelmistir. Preovulatuvar folikiillerin varliinda hCG
uygulamasi; granuloza hiicrelerinde luteinizasyona, estradiolden progesterona gecise,
mayozun baslamasina, oosit maturasyonuna ve 36-40 saat sonra folikiil riiptiiriine neden
olur. Bu siiregler sadece folikiil uygun boyutta ise ve LH reseptdr durumuna gore
granuloza ve teka hiicre reseptivitesi uygun halde ise gergeklesir. hCG plazma
metabolik klirens orant LH'dan daha yavastir. hCG yari omrii daha uzundur.
Dolagimdaki yiiksek Ostradiol seviyeleri rélatif olarak yiiksek oranda implantasyon
basarisizliklar1 ve erken gebelik kayiplarina yol agabilir. hCG ile iliskili bir diger
tartismali konu oosit maturasyonunu tetiklemek icin gerekli minimal etkin hCG
dozunun ne olacagidir. 2000, 5000 ve 10000 IU iiriner hCG (uhCG) ile yapilan
caligmalarda toplanan oosit sayist agisindan 5000 ve 10000 IU uygulananlar arasinda
fark saptanmamistir. Ancak, 2000 IU uygulanan grupta diger iki gruba oranla daha az

sayida oosit toplanmistir. Rekombinant teknolojinin gelismesi ile uhCG kadar etkili
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b)

rekombinant hCG (r hCG) klinik kullanima girmistir.250 ug rhCG uygulamasinin 5000
IU uhCG kadar etkin oldugu gosterilmistir (70).

Sitokinler ve Biiyiime Faktorlerinin etkisi

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara karsi cevap olarak
0zel hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranisini etkilerler.
Sitokinlerin etkileri sistemik veya lokaldir. Bazilar1 klasik hormon gibi davranirlar.
Soyle ki; belli hiicreler tarafindan kana veya ¢esitli hiicresel sivilara salgilanip viicudun
diger bolgelerindeki hiicresel reseptorlerine baglanirlar. Diger sitokinler daha lokalize
olmus etkiler gosterirler. Bunlar otokrin ve parakrin etkilerdir. Sitokinler baslica 6 ana
gruplara ayrilmaktadir:

e Biiyiime faktorleri (Epidermal (EGF), Platelet orijjinli (PDGF), insiilin benzeri

(IGF-1) biiylime faktorleri v.b.)

e Lenfokinler

e Koloni sitimiile eden faktorler

e Transforme ediciler

e Tiimor nekroz faktorleri

e Interferonlar

Sitokinlerin en énemli etkilerinden biri hiicre boliinmesi ve farklilasmasi

tizerindedir. Hiicreler belli faktorler tarafindan gonderilen spesifik sinyaller sonucu
boliiniir. Bu faktorler biiylime faktorleri ve sitokinlerdir. Biiylime faktorleri hiicre
boliinmesi iizerinde pozitif etki gosterirken bazi sitokinlerin hiicre boliinmesini
engelleyici etkileri bilinmektedir. Belli bir hiicrenin ylizeyinde mevcut olan reseptorler,

bu hiicrenin hangi faktorlere cevap verecegini belirlerler (177).

i.  Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

Biiyime faktorlerinden Epidermal Biiylime Faktorii (EGF), fare, sigcan, insan
oositlerinde in vitro matiirasyonu stimiile ettigi gosterilmistir (44). EGF’in tek basina

veya gonadotropinlerle birlikte kumulus hiicrelerinin genislemesini sagladigi ve in vitro
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kiiltirde immatiir oositin niiklear ve sitoplazmik matlirasyonuna ve kumulus
genislemesine katkida bulundugu gosterilmistir (44).

Heniiz kanitlanamamis olsa da EGF, granuloza hiicrelerinden Steroid ve Folikiil
stvist kaynakli mayoz aktive edici sterol (FF-MAS) salgilatarak oositi etkilemektedir.
Ayrica EGF aracili sinyal mekanizmasi da mitojenle aktive edilmis protein kinaz
(MAPK) sistemini ¢aligtirarak gap junctionlarin yapitasi proteinleri yikabilmektedir.
EGF ile yapilmis pek ¢ok caligma literatiirlere gegmistir (44, 178, 179, 180).

Ovulasyon sirasinda ve in vivo oosit maturasyonunda (IVV) epidermal biiyiime
faktorii (EGF) benzeri peptid sinyalinin etkisi ve fonksiyonu giinlimiizde karakterize
edilmistir ama bu yolak iizerinde oosit invitro maturasyonun etkisi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. D. Richani ve arkaslarinin 2013’de yaptiklar1 bir ¢alismada, ti¢ EGF
benzeri peptidin (amphiregulin, epiregulin ve betacellulin) ve onlarin IVV ve IVM
karsilastirmasi sirasinda fare oosit kumulus hiicrelerinde yaygin reseptoriin gercek
fonksiyonunu ve ekspresyonunu test edilmistir (181). Kumulus oosit kompleksleri
(COCs) prepubertal farelerden ya 46 saat eCG sonrasi (IVM) ya da 46 saat eCG sonrast
artt 0,5-12 saat hCG sonrasi (IVV) toplanip, zamana dayali olarak yapilan bu
calismada, lic EGF benzeri peptitin mRNA ekspresyonunun ve IVM mediumu
icerisindeki amphiregulin proteinin, yiiksek derecede FSH destegi olan IVM nun IVV
ye oranla 6nemli derecede azaldigi gosterilmistir. IVM sirasinda EGF benzeri peptid
ekspresyon seviyelerinin iiriinii olan EGF’in destegi, [IVV ve amphiregulin/ epiregulin
destekli IVM ile karsilastirilabilir bulunmustur. Bununla birlikte, COC EGFR nin EGF
aktivasyonu, in vivo ya gore 3 ve 6 saatlik IVM 6nemli derecede azalmis oldugu
bulunmus ve FSH destekli IVM sirasinda bunlar benzer sekilde gozlemlenmistir. [IVM
sirasinda eksojen epiregulin eklenmesi blastosist orasini 6nemli derecede arttirdigi
bilinmektedir. Epiregulin ve amfiregulin FSH veya EGF ile karsilastirildiginda,
blastosist kalitesini arttirdi. Sonug olarak, yapilan bu ¢aligmadan elde edilen bulgular,
FSH ve EGF, gerekli olan EGF benzeri peptid sinyal kaskadinin yetersiz yayilimini
sagladigim1 IVM’a katkilarin1 gosterir. Bunun tersine, IVM sirasinda epiregulin ve /
veya amphiregulin kullaniminin osit gelisim yeterlili§inin artmasinda yol acti1 ve bu
yiizden FSH veya EGF’e gore epiregulin ve/ amphiregulinin IVM’a katkilar tercih
edildi (181).
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ii. Insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktérii-I (insulin like growth factor-I -

IGF-1)

IVM mediumuna eklenmesi diisiiniilen bir diger biiylime faktoriide; insiilin ve
inslilin benzeri biliylime faktorii-I (insulin like growth factor-I). IGF-I graniiloza
hiicrelerinde mitotik aktiviteyi ve insan oositinde niiklear matiirasyonu uyarir (180).

IGF-IGFBP ailesinin (IGF-I, IGF-II ve baglayici proteinleri) folikiiler gelisim
tizerinde rol aldiginin gosterilmesi, biiyiime hormonunun (GH) infertilitede
kullanilmasini  giindeme getirmistir. IGF-I, GH bagimhdir ve FSH etkisinin
giiclendirilmesinde rol alir. Yakin zamanda hGH reseptor mRNA'sinin insan
oositlerinde ve preimplantasyon embriyonik gelisimde yer aldigi gosterilmistir.
Folikiiler sivida diisik hGH konsantrasyonlar1 yariklanma defekti ve kotii embriyo
morfolojisi ile iligkiliyken, kiiltlir medyumuna hGH eklenmesinin immatiir insan
oositlerinin in vitro maturasyonunu iyilestirdigi gézlenmistir. Erken donemde yapilan
caligmalarin bulgulart hGH uygulanmasi ile folikiiler cevapta ve gebelik oranlarinda
olumlu gelismeler kaydedilecegi seklindeydi. Daha sonralart hGH kullaniminin sadece

hGH eksik kisilerde faydali olabilecegi gosterilmistir (7).

ili.  Koloni Stimiile Eden Faktor (Colony-stimulating factor-1)

Viicutta olduk¢a yaygin olarak bulunan makrofajlar {ireme sistemi dokulari
arasinda da yer alirlar. Koloni stimiile eden faktdr-1, ayn1 zamanda makrofaj koloni
stimiile eden faktor olarak da bilinir. Overlerdeki makrofajlarin {iretimini diizenleyen
major faktordiir. Farelerde, ratlarda ve insanlarda oositin gelismesi siirecinde
makrofajlar folikiiliin teka tabakasina dogru aktiflesirler. Bu yiizden ovulasyondan
hemen Once en yiiksek sayiya ulasirlar. Makrofajlar ayrica preovulatuvar folikiiliin
kortikal yiizeyine de lokalize olarak burada hem folikiil yirtilmasi islemine hem de over
duvarinin preliiteal onarimma yardimecir olurlar. Koloni stimiille eden faktor-1
eksikliginde overdeki gelisen folikiillerin hicbiri aktiflesmez ve buradaki makrofaj

sayisinda belirgin bir sekilde azalma gozlenir. Farelerde ve insanlarda koloni stimiile
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eden faktor-1 mRNA’s1 folikiil olgunlastikca graniiloza hiicrelerinde saptanabilinir,
insanlarda folikiiler sividaki koloni stimiile eden faktoér-1 konsantrasyonu serumdan
daha yiiksektir. Koloni Stimiile eden faktor-1 makrofajlar i¢in kemoatraktan (kimyasal
cekim giicii)’dir. Bu nedenle folikiilden sentezlenen koloni stimiile eden faktor-1’in
gelisen makrofajlar, folikiil gelismesiyle birlikte aktiflestirdigi goriilmektedir (70, 82,
83).
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1.12. AMAC

Embriyo olusumu disi ve erkek gametlerin fertilizasyonu ile baslar. Sperm ve
oosit hiicreleri embriyonik hayatta primordiyal germ hiicrelerinden koéken alirlar.
Primordiyal germ hiicreleri gelisimin 5.haftasinda vitelliis kesesinden farklilasarak testis
veya ovaryumun gelisecegi farklilasmamis gonadlara ulasirlar. Gog sirasinda ve
gonadlara ulastiklarinda mitoz béliinme gegirirler ve erkekte pubertede baglayan
spermatogenez, diside ise embriyonik hayatta baslayan, dogum ile duraklayan ve
puberte ile birlikte baglayan oogenezis ile gamet hiicrelerinin farklilagsmasi
tamamlanmis olur.

Oositler olgunlasmaya dogumdan Once baglarlar. Bu siirece oogenez ad1 verilir.
Primordiyal germ hiicreleri gonadlara ulastigi anda oogonyumlara farklanirlar. 3.aymn
sonunda gecirdikleri ardisik mitozlar ile hiicre kiimeleri olusturarak folikiiller meydana
gelir. Oogonyumlarin ¢ogu mitoz boliinmeye devam eder, bir kismi ise mayoz
boliinmenin profaz I evresine gelip orada bekler. Burada primer oositlere farklanirlar.
Gelisimin 5.ayinda oogonyum sayist maksimuma ulasir. Sonra ise hiicre 6liimii baslar
bircok oogonyum ve primer oosit atrezik hale gelir. Geride kalan primer oositlerin tiimii
mayoz bdoliinmenin profaz I evresine girerler ve primordiyal folikiiller olusur. Bu
asamadan sonra primer oositler diploten donemine girerler ve mayoz bdliinmelerini
tamamlamadan puberteye kadar bu sekilde dinlenmede kalirlar. Bu donem
olgunlasmay1 dnleyen OMI (oocyte maturation inhibitor) faktorii ile kontrol edilir.

Puberteye ulasildiginda her menstural siklusta degisen sayilarda primordiyal
folikiil 3 asamadan gegerek olgunlasir. ilk asama primer(preantral)evre olup bu evrenin
sonunda primer folikiiller olusur. Ikinci evre ise sekonder(antral) evredir ve sonucunda
sekonder folikiiller olusur. Sadece bir tane sekonder folikiil olgunlasir ve geri kalanlar
atreziye ugrar. Bu gelisen sekonder folikiil ise LH etkisi ile preovulator evreye yani
liclincli evreye girer. Bu asamada 1.mayoz boliinme tamamlanir ve boliinmenin
sonucunda olusan hiicrelerden biri 1.polar cisim digeri de sekonder oosittir. Sekonder
oosit hemen 2.mayoz béliinmeye girer ve ovulasyondan 3 saat oncesinde metafaz 11
evresinde duraklar. Bu bolinme de ancak dollenme oldugu takdirde tamamlanir.

Doéllenme olmaz ise ovulasyondan sonraki 24 saat i¢cinde dejenere olur.
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Endometrium ile embriyo arasindaki etkilesimin en yiliksek diizeyde oldugu
donemin embriyolarin 4, 5 ya da 6.giinii olmasi nedeniyle, hiicre kiiltiirii ortaminda
tiretilen embriyolarin transferinin bu donemlerde yapilmasi daha avantajli gibi
goriinmektedir. Bu siireyi uygun kiiltiir ortamlar1 ile saglayabilmek ve kiiltiir
ortamindaki embriyo canliligin1 koruyabilmek i¢in, in vivo sartlart miimkiin oldugunca
taklit edebilen Kkiiltlir sistemlerine ihtiya¢ vardir. Bu amaglara yonelik IVF kiiltiir
mediumlarina ek olarak ko-kiiltiir sistemleri de tercih edilebilmektedir.

Yardime1 Ureme Teknikleri uygulamalarinda en ¢ok ¢alisilan hiicre grubu insan
fallopian tiip hiicreleri, maymun bobrek epitel hiicreleri, bovine oviduktal epitel
hiicreleri, rahim i¢i hiicre grubu (endometrial hiicreler) ve oositlerin granulosa
hiicreleridir. Bu hiicre gruplarinin monolayer tiremesi ile elde edilen ko-kiiltiir sistemini
olusturan besleyici ve yardimci hiicreler mediumun i¢indeki toksik ve inhibitor etkisi
gosteren maddeleri basal mediumdan uzaklastirarak embriyo gelisimini stimule
ederken, bircok embriyotrofik faktorleri ortama saglarlar ve tiim bunlar embriyo
kalitesini artirir. Fakat bu hiicrelerin embriyo gelisimi {izerinde ayni1 zamanda birden
fazla etkiye sahip olmasindan dolayi, bu faktorlerin tanmimlanmasi giiglesmistir.
Halihazirda embriyo kiiltiirii i¢in kullanilan ortamlarin igerikleri standart olmayip, bu
konuda ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Yapilan bir¢cok ko-kiiltiir caligsmalarinda transfer
edilen embriyolarin gelismis bir inner cell mass (i¢ hiicre kitlesi) yapisina sahip
olduklari, yani sira, gebelik sonuglar1 ve gebeligin devam ettirilme oranlarinda anlamli
bir artis gézlenmistir. implantasyon basarisizlig1 olan oosit donasyon hastalarinda, ko-
kiltlir uygulamalari ile daha yiiksek implantasyon ve gebelik oranlar1 da elde edilmistir.

Infertilite sebeplerinin kadina ait nedenleri arasinda ovulasyon ve oosit kalitesine
ait faktorlerde 6n plandadir. Ovulasyon olmayan olgularda (anovulatuvar siklus) oosit
gelisimine ragmen ovulasyon olamamaktadir. Fakat ovulasyonun olmasina ragmen
oositin arreste kaldig1 ve/veya fertilizasyonun gerceklestigi baz1 vakalarda ise oositin
Metafaz 11 de arreste kalmasi gebelik olusumunu engellemektedir. Ozellikle infertilite
olgularinda ve oosit arrestine bagli gebeligin olusamadigi durumlarda oositin arreste
kalmasina neden olan etkenlerin belirlenmesi hem bu sebepten dolayr gebelik
olugsmayan vakalarin tedavisi gerceklesmis hem de infertilite sebebi icin harcanan

malzemelerin kullanim1 da azalacagindan iilke ekonomisine katki saglanabilir.
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Calismamizda; Metafaz I ve Metafaz II doneminde elde edilen fare oositlerinin
tubal s1v1 ile kiiltlir ortaminin standart kiiltlir ortaminda mayozu kontrol eden faktorler
acisindan degerlendirilmesi ve es zamanli olarak ovarian folikiiler dongiide aymi

faktorlerin dagilimi ve apoptoz ile iligkisinin incelenmesi amaglandi.
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2. GEREC VE YONTEM

Calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma
Merkezleri (TICAM) tarafindan 26.07.2012 tarihinde yapilmis toplant1 sonucunda 283
Sayil1 etik kurul onay1 ve 2012/096 numarali CBU BAP no proje ile desteklenenerek

gerceklestirilmistir.

2.1. Orneklerin Eldesi

2.1.1. Oosit Eldesi

Calismamizin amacina uygun olarak toplam 30 adet Bulb/C tipi disi fare calisma
gruplarina uygun olarak rastgele gruplandirildi. Fareler 6-8 haftalik olup, agirliklar1 25-
30 gr arasi idi. Fareler gruplara uygun ayr kafeslerde deneye baglamadan once 12 saat
karanlik 12 saat aydinlik dongiide tutularak oogenez siklik degisiklikleri kontrol altina
alindi. Denekler 1 haftalik siire¢ sonunda her bir gruptaki farelerin menstrual siklusu
vaginal smear ile tespit edildi. Smear fircasi ile vajinal sivi alinarak lama ince yayma
yapilan ornekler % 70’lik alkolde 15 dakika tespit edildi. Daha sonra drnekler %60 lik
alkolden 2’ser dakika gecirildikten sonra suda 5 dakika boyunca yikandi. Orneklere
Cekirdek ve sitoplazmay1 ayirt edebilmek icin, hematoksilen ve eozin boyamasi yapildi.
5 dakika hematoksilen ile boyama sonrasi tekrar 5 dakika boyunca suda yikandi.
Ardindan sitoplazmay1 boyamak i¢in Eosin ile 2 dakika boyandiktan sonra 5 dakika
suda yikandi. Ornekler direk 151k mikroskobu (Olympus BX 40) altinda incelendi.
Ormneklerde hiicreler tek tek ayrilmis biiyiimiis ve gekirdeksiz oldugu belirlenmesi
lizerine dstroz donemi olarak kabul edildi (Resim 2.1). Ostroz déneminde olmayanlarin

cekirdekleri ¢ok net olarak ayirt edilmekte idi.
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Resim 2.1: Vajinal smear HE boyamasi. Cekirdeksiz ve biiyiik hiicreler

menstruel siklusun 6stroz donemini gostermektedir. X400

Ostroz evresinde olan fareler grup Mayoz I grubu igin kullanildi. Fareler servikal
dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildikten sonra ovaryum dokular1 (Resim 2.2.A, B)
37°C de 1sitilmig steril fosfat tampon soliisyonu (Phosphate Buffered Saline-PBS) (02-
020-1A, Biological industries) icerisinde yikandiktan sonra (Resim 2.2. C) oosit kiiltiir
vasati (M2 medium,M7167, Sigma Aldrich) icerisine alind1 (Resim 2.2.D). Ovaryum
dokusu igerisinden foliikiiller steril insiilin enjektdrii ucu yardimi ile mekanik olarak
ayristirllmasi saglandi (Resim2.2.D) ve Mayoz I evresinde saptanan oositler agiz pipeti

yardimut ile toplandi (Resim2.2.E). Profaz sathasinda olan oositler deneye alinmadi.
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Resim 2.2: Oosit Eldesi. Servikal dislokasyonla sakrifiye edilen fare
ovaryumu intraperitoneal olarak bulunduktan sonra (A), tuba uterina ile birlikte
cikarildir (B, C). Ovaryum dokusu steril PBS icine alind1 (C). Yikanan oositler oosit
kiiltiir vasati icinde enkektor igne ucu yardimyla folikiillerin patlatilmasi
saglanarak (D) oositler agiz pipetiyle topland1 (E) ve oosit Kiiltiir vasatina alinarak

inkiibatorde kiiltiire edilmek iizere alindi (F).
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Mayoz Il evresinde oosit elde edilebilmesi amaci i¢in, vaginal smear ile test
sonrasinda Ostroz evresinde olan 5 adet disi fareye 5 IU FSH (9002-61-3, Sigma
Aldrich) intraperitoneal olarak uygulandi. FSH uygulamasindan 48 saat sonra denekler
servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildikten sonra ovaryum dokular1 37°C de
isitilmis steril PBS igerisinde yikandiktan sonra oosit kiiltiir vasati igerisine alindi.
Ovaryum dokusu igerisinden foliikiiller steril ppd enjektorii ucu yardimi ile mekanik
olarak ayristirtlmast saglandi. Folikiil hiicreleri oositlerin etrafindan ppd enjektorii ucu
ile temizlendikten sonra, oositler agiz pipeti yardimi ile toplandi. Oositlerin mayoz
evresi donemi inverted mikroskop altinda tespit edildikten sonra Metafaz II evresinde
olan oositler toplandi, metafaz I veya Profaz sathasinda olan oositler caligmaya

alinmada.

2.1.2. Ovaryum Dokusu Eldesi

Aynit glin 4 adet 25-30 gr agirhiginda 6-8 haftalik disi fareler servikal
dislokasyonla sakrifiye edildi. Ovaryumlar1 alinarak %10 luk formaldehit icerisinde en
az 12-48 saat tespit edildi. Tespit edilen ovaryum ornekleri, tespit soliisyonunun
uzaklastirilmast amaciyla 1 gece akar su altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon
amaciyla 30° ar dakika % 60’ dan % 80’ e artan etil alkol serilerinden gegirilecek. % 95
alkol icerisinde 1’ er saat iki degisim saglanarak tutulan 6rnekler 30 dakika 1:1 oraninda
ksilen-alkol karisimina ve seffaflastirma amaciyla 1’ er saat iki degisim ksilene tabi
tutuldu. 1:1 ksilen:parafin igerisinde 30 dakika 60° C’ lik etiivde tutulan 6rnekler birer
saat 2 degisim parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra blok kaplarina alinarak
parafin icerisinde goémiildii (Tablo 2.1). Mikrotom ile alman 5 pm’ lik kesitlere
histokimyasal inceleme i¢in hematoksilen-eozin ve immunohistokimyasal inceleme

i¢cin indirek immunohistokimya boyamasi yapildi.
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Tablo 2.1: Parafin Doku Takibi

Islem

Tespit

Dehidratasyon

Seffaflastirma

Emdirme 60° C etiivde

Gomme

2.2. Oosit Kiiltiirii

Madde

% 10 formalin
Akar su

% 60 etil alkol
% 70 etil alkol
% 80 etil alkol
% 95 etil alkol
% 95 etil alkol
Ksilen-Alkol
Ksilen

Ksilen
Ksilen-Parafin
Parafin
Parafin

Parafin

Siire

24- 48 saat
1 gece
30 dakika
30 dakika
30 dakika
1 saat

1 saat

30 dakika
1 saat

1 saat

30 dakika
1 saat

1 saat

Metafaz I ve Metafaz II evrelerinde toplanan oositler 2’ser gruba ayrildi. Her bir

gruptaki oositler kumulus hiicrelerinden mekanik olarak pipetleme ile temizlendikten

sonra kultir ortamina alindi.

Gruplar:

Grup 1: Metafaz I Oosit kiiltiirii

Grup 2: Metafaz I Oosit kiiltiirii + tubal siv1 ilaveli

Grup 1: Metafaz II Oosit kiiltiirti

Grup 2: Metafaz II Oosit kiiltiirii + tubal siv1 ilaveli
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Oosit kiiltiirii i¢in her bir oosit ayr1 ayr1 olarak 20 pL kiiltiir vasati i¢inde olacak
sekilde 25 cm lik kiiltiir kabinda kiiltiire edildi. Olusturulan damlalar tizerine 5 ml steril
mineral oil (BP2629-1, FISHER) ilave edildi. Tubal s1v1 i¢eren kiiltlir ortama igin ise,1:1
oraninda tubal sivi:oosit kiiltlir vasati olacak sekilde hazirlandi. Tiim grupta yer alan
oositler es zamanl olarak toplandi ve 37 °C de % 5 CO, ve hava ortaminda 8 saat
kiiltiire edildi. Kiiltiir sonunda tiim gruplardaki oositler toplanarak bir kismi whole
mount immunohistokimya bir kism1 ise TUNEL boyamasi i¢in kullanilmak iizere %4

paraformaldehit ile 30 dk tespit edildi.

2.3. Oositlerin Whole Mount immunohistokimyasi

Kiiltiiriin 48. saatinde oositler toplanarak %4 liikk paraformaldehit ile tespit
edildi. Toplam 4 grup oosit orneklerinde whole mount immunohistokimyasal analiz
yontemi ile anti-siklin B, anti-MPF, anti- Emi ve anti-MOS dagilimlari incelendi (Tablo
2.2).

Whole-mount immunohistokimya boyamasi i¢in Oncelikle zona uzaklagtirma
islemi uygulandi. Bunun i¢in hazirlanan Asit Tyroide’te 30 dk bekletildi. Zona
pellusidasindan ayrilmis oositler daha sonra %4’liikk paraformaldehit fiksatifi ile 30
dakika tespit edildi. Ardindan oositler PBS ile 3 defa 10’ar dakika yikandi.
Permeabilizasyon i¢in oositler hiicreler %0,1 Triton-X 100 (BP151-100, FISHER) ile
15 dk buz iistiinde inkiibe edilikten sonra, PBS ile 10 dk yikandi ve 1 gece bloklama
soliisyonu (DABS500, Millipore) ile inkiibe edildi. Oositler yikama yapilmadan ertesi
sabah anti-siklin B (PC133-100UL, Millipore) anti-MOS (ab99017, Abcam) anti- Emi
(ab-18341, Abcam) ve anti-MPF (ab134109, Abcam) birincil antikorlar ilavesi yapildi
ve 24 saat inkiibasyondan sonra 2 defa PBS ile yikandi. Ornekler Siklin B igin anti-
Mouse FITC ikincil antikoru ile, Emi, MOS ve MPF i¢in anti rabbit FITC ikincil
antikoru ile 1 gece +4°de karanlik ortamda inkiibe edildi. 2 defa PBS ile yikama
isleminden sonra 6rnekler kapatma mediumu (K002, DBS, California, USA kapatildi ve
flouresan mikroskobu (Olympus BX 40, Tokyo, Japan) ile incelendi ve fotograflari
cekildi.
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Tablo 2.2: Oositler icin Whole Immunohistokimya

Islem Madde Siire
Fikse etme Paraformaldehit 30 dakika
Yikama PBS 2x5
Zona eritme islemi Asit tyroide 30dakika
Yikama PBS 2x5

Permeabilizasyon islemi

Triton x-100

15 dk buz ustinde

Bloklama Normal serum goat 1 gece +4 °C
Antikor ile inkiibasyon Anti MOS, Anti Siklin B1, 6 saat

Anti MPF, Anti Emi
Sekonder Antikor ile | Anti Rabbit, Anti Mouse ' 1 gece, karanlik,
inkiibasyon FITC +4
Yikama PBS 2x5 dakika
Kapama Florasan mounting medium

+DAPI

2.4. Oositlerde TUNEL Boyamasi

Metafaz I ve Metafaz II evrelerinde toplanan 4 gruba ait oositler kiiltiiriin 48.
saatinde toplanarak %4 liikk paraformaldehit ile yarim saat oda sicakliginda tespit edildi,
iki kez PBS ile yikandi ve 10 dakika H202 (TA-015-HP, Lab vision, Fremont, CA)
soliisyonunda birakildi. PBS ile iki kez yikandiktan sonra 10 dakika 0.01% Triton X-
100 de permeabilize edildi. Permeabilize olmus oositler PBS de iki kez PBS ile yikandi.
Tamponlama i¢in 10 saniye equilibrium buffer (90416, Millipore) da tutuldu. Oositler
37 °C’de 1 saat TDT (90418, Millipore) enzim soliisyonuna transfer edildi ve cover slip
(90421, Millipore) ile kapatildi. 10 dakika boyunca oda sicakliginda stop wash
uyguland1 (90419, Millipore) oositler daha sonra 3 kez PBS de yikandi ve 30 dakika
boyunca Antidigoxigenin (90420, Millipore) ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda
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tutuldu. PBS ile 3 kez yikama isleminden sonra ornekler. 3-6 dakika boyunca DAB

(90423, Millipore) ile boyadi. Oositler daha sonra distile su ile 5dk yikandiktan sonra

lam {izerine transfer edildi ve mounting medium ile kapatildi. Boyanan oositler 1s1k

mikroskobunda (Olympus BX 40, Tokyo, Japonya) incelendi (Tablo 2.3).

Tablo 2.3: Oositlerde TUNEL Boyamasi

Islem
Fikse etmek

Yikama

Yikama
Permeabilizasyon
Yikama
Tamponlama

Primer antikor

Yikama

Yikama
Boyama
Yikama

Kapama

2.5. Ovaryumlarin Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Madde
Paraformaldehit
PBS

H202

PBS

Triton x-100

PBS

Equilibration buffer
TDT enzim soliisyonu
Stop wash

PBS
Antidigoxigenin
PBS

DAB

Distile su

Mounting medium

Siire

30 dakika

2x5

10 dakika

2x5

10 dakika

2x5

10 saniye

37 °C’de 1 saat

10 dk oda sicakligi
3x1 dakika

30 dk oda sicaklig1
3x1 dakika

3-6 dakika

5 dakika

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciligi ile alinan 5 um’ lik parafin kesitler

deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60° C’ lik etiivde birakildiktan sonra, 30° ar dakika

iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon iglemi i¢in % 95° den % 60’ a

azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika akar su altinda yikandi.
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Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile 30 dk.
boyandiktan sonra, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 5 dk. akar suda
yikandi. Diferansiyasyon i¢in asit alkole batirilip ¢ikarilan kesitler 5 dk. akar su altinda
yikandi. Daha sonra kesitler 2 dk. eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Aymi sekilde 5 dk. akar su altinda yikama
yapildiktan sonra sirasiyla % 80 ve % 95° lik alkol serilerinden gegirilip havada
kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan

sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 2.4).

Tablo 2.4 : Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen I 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 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 1 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
% 80 alkol 1 dakika
% 95 alkol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan
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2.6. Ovaryumlarin Indirekt Immiinoperoksidaz Yontemi

Alman ovaryum kesitleri immunohistokimyasal boyama i¢in bir gece 60° C’ lik
etlivde tutulduktan sonra, 30’ ar dakika iki degisim ksilen ile seffaflastirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan % 95 ten % 60’ a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dakika bekletildi. Immunohistokimya kalemi
(IM3580, Immunotech, Marseille, France) ile sinirlandirilan kesitler % 0,5’ lik tripsin
(EK001-10K, Biogenex, San Ramon, USA) soliisyonu i¢inde oda sicakliginda 15
dakika tutuldu. Doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk. % 3’ liikk H,O,
uygulandi. 3 defa 5’ er dakika PBS ile yikanan kesitler 10 dakika bloklama soliisyonu
(DAB500, Millipore) ile muamele edildi. Bloklama soliisyonu dokudan
uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar anti-siklin B (PC133-100UL, Millipore), anti-
EMI (ab-18341,Abcam), anti-MOS (ab99017,Abcam) ve anti-MPF (ab134109, Abcam)
ile bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin PBS ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse-rabbit
biotinlenmis ikincil antikor ve ardindanstreptavidin hidrojen peroksidaz ile (DABS500,
Millipore) ile 30’ ar dakika boyandi. Bu iki boyama arasinda ve son inkiibasyondan
sonra kesitler 3 defa 5 dk PBS ile yikandi. Immunohistokimyasal reaksiyonun
gorliniirliigiinii saptamak amaciyla kesitler diaminobenzidine (DAB, K007, DBS,
California, USA) ile 5 dk boyandi. Mayer’s hematoksilen (W01030707, DDK) ile
artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma

medyumu (K002, DBS, California, USA) ile kapatildi (Tablo 2.5).

105



Tablo 2.5: indirekt Immiinoperoksidaz Yontemi

Islem
Deparafinizasyon

Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama
Dokularin etrafini ¢cizme

Yikama

Yikama
Bloklama

Antikor ile inkiibasyon

Yikama

Yikama
Boyama
Yikama

Zit Boyama
Dehidratasyon
Seffaflastirma

Kapama

Madde

60°C etiivde
Ksilen

Ksilen

% 95 alkol

% 80 alkol

% 70 alkol

% 60 alkol
Distile su
Dakopen

PBS

%3’ ik hidrojen peroksit
PBS

Blok solusyonu

anti-siklin B, anti- Emi, anti-

MOS ve anti-MPF

PBS

Ikincil antikor
Avidin-biotin kompleksi
PBS

DAB

Distile su

Mayers hematoksilen
%80- %90°11ik alkol serileri
Ksilen

Entellan

Siire

1 gece
30 dakika
30 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika

10 dakika

3x5 dakika
5 dakika
3x5 dakika

1 saat

1 gece, +4°de

3x5 dakika
30 dakika
30 dakika
3x5 dakika
5 dakika
10 dakika
5 dakika

2 dakika
30 dakika
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2.7. immunohistokimya verilerin degerlendirilmesi

Ovaryum kesitlerinde, anti-Emi, anti-MOS, anti-Siklin B ve anti-MPF’nin
primer antikorlar: ile indirek immiinohistokimyasal yontemle degerlendirme yapildi ve
kesitlerdeki immiinoreaktivite siddetleri -/+ (minimal), + (hafif), ++ (orta), +++
(siddetli) ve cok siddetli (++++) olarak yari-kantitatif yontemle skorlandi. Elde edilen
yogunluklar GraphPad programi ile ANOVA istatistik yontemi ile degerlendirildi. Veriler
ortalamatstandart sapma (mean+SD) olarak verildi. P degeri > 0.05 istatistiksel olarak

anlamsiz olarak kabul edildi.

2.8. Ovaryum TUNEL Boyamasi

Bu teknik i¢in Dead-End Colorimetric TUNEL system kiti (S7101, ApopTag®
Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Kit from EMD 40 assays, Millipore) kullanildi.
Kesitler boyama igin bir gece 60°C’ lik etiivde tutulduktan sonra, 30’ ar dk iki degisim
ksilen ile seffaflagtira islemi gergeklestirildi. Ardindan azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak fosfat tampon soliisyonunda (PBS: Posphate buffer solution) 5
dk yikandi. Daha sonra oda sicakliginda 15 dk 20 pg/ml proteinaz K (217782, Promega)
ile inkiibe edilen kesitler 3 defa 5° er dk PBS ile yikandi. Endojen peroksidazini inhibe
etmek amaciyla 5 dakika %3’likk H,O, (TA-015-HP, Lab vision, Fremont, CA)
uygulanan kesitler PBS ile oda sicakliginda 10 dakika yikandi. Daha sonra PBS ile 3
defa 5’ er dk yikandi. Equlibration tampon solusyonu (90416, Millipore) ile oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilen kesitler, TdT enzimi (90418, Millipore) ile 37 °C de
1 saat bekletildi. Kontrol boyama kesitleri TdT enzimi konmayip, sadece reaksiyon
solusyonunda bekletildi. Daha sonra kesitler oda sicakliginda 10 dakika stop wash
yikama soliisyonu ile yikandi. Daha sonra 3 defa 5° er dk PBS ile yikanan kesitlere
Anti-digoxigenin konjugat soliisyonu (katalog no, firma) ile 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Kesitler 4 defa 5’er dakida PBS ile yikandi. TUNEL reaksiyonun
goriintirliigiinii saptamak amaci ile kesitler 5 dakika diaminobenzidine (DAB) ile
boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra Mayer's hematoksilen ile artalan boyamasi

saglanan kesitler %80 ve %95’lik alkollerde dehidratasyon ve 30 dk ksilen ile
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seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi. TUNEL pozitif hiicre sayimi iki

histolog tarafindan ayri1 zamanlarda her bir denkten alinan kesitlerde en az 5 farklh

alanda boyal1 ve boyanmayan hiicreler belirlenerek degerlendirme yapildi (Tablo 2.6).

Tablo 2.6: Ovaryum TUNEL Boyamasi

Islem
Deparafinizasyon

Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama

Dokularin etrafini ¢cizme
Yikama

Enzim

Yikama

Yikama

Yikama

Yikama
Boyama

Yikama

Madde

60°C etlivde
Ksilen
Ksilen

% 95 alkol

% 80 alkol

% 70 alkol
% 60 alkol
Distile su
Dakopen
PBS
Proteinaz K
Distile

H202

PBS
Equilibration buffer
TDT

Stop washing
PBS
Antidiogoxigenin conjugate
PBS

DAB

Distile su

Siire

1 gece
30 dakika
30 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika

10 dakika

3x5 dakika

15 dakika

2x2 dakika

5 dk oda sicaklig1
2x5 dakika

30 dakika

37°C 1 saat

10 dk oda sicaklig1
3x1 dakika

30 dk oda sicaklig1
4x2 dakika

3-6 dakika

3x1 dakika
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Boyama Mayer’s Hematoksilen 1 dakika
Alkol serileri 80-90 1 dakika

Ksilen 30 dakika
Kapama Entellan
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3. BULGULAR

3.1. Oosit Kiiltiir Sonugclar:

3.1.1. Makroskobik Bulgular

Metafaz I asamasinda oosit eldesi i¢in 0stroz donemindeki farelerden elde edilen
ovaryum dokular1 protokole uygun olarak kiiltiir ortamina alindiktan sonra diseksiyon
mikroskobu altinda incelendiginde, ovaryum dokusunda folikiiller kolaylikla
secilebiliyordu (Resim 3.1.A). Ovaryum dokusundan folikiiller elde edildiginde ise
mayoz I evresinde profaz I ve metafaz I evresinde oositler oldugu goriildii (Resim
3.1.B). Profaz I evresindeki oositler diseksiyon mikroskobu altinda incelendiginde genis
kumulus korona radiata kompleksi, belirgin bir zona tabakasi ve oositin merkezinde
ayirt edilebilen germinal vezikiil (GV) sahip olmasiyla ayirt edilir iken (Resim 3.1.B),
Metafaz 1 evresindeki oositler, 1sinsal tarzda kumulus tabakasi ve zonanin etrafinda
cevrelenmis korona radiata hiicreleri, belirgin bir zona pellusida tabakasi ile oositin
etrafini1 ¢evreleyen oolemma ayirt edildi. (Resim3.1.E, F). Bu grupta elde edilen profaz
I oositler degerlendirme dis1 tutuldu.

Metafaz II asamasindaki oosit eldesi igin Ostroz donemindeki farelere
intraperitoneal FSH uygulanmasindan 48 saat sonra deneklerden ovaryum dokulari
protokole uygun olarak kiiltiir ortamina alindiktan sonra diseksiyon mikroskobu altinda
incelendiginde, ovaryum dokusunda folikiillerin sayica ¢ok oldugu ve ovaryum
dokusunun folikiiller ile dolu oldugu goriildii. Ovaryum dokusundan folikiiller elde
edildiginde metafaz II donemine ait oositlerin daha fazla oldugu, bununla beraber sayica
daha az profaz I ve metafaz I donemine ait oositler se¢ilmekteydi. (Resim 3.3.A, B).
Metafaz II evresindeki oositin graniillii sitoplazmaya sahip oldugu, zona pellusidasinin
seffaf olarak kolaylikla ayirt edilebildigi, 1. Polar cisimcigin oolema ile zona tabakasi
arasindaki perivitellin araliga atmis oldugu izlendi (Resim 3.3.B). Bu grupta elde edilen

Metafaz I ve Profaz I evresindeki oositler degerlendirilmeye alinmadi.
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Resim 3.1: Mayoz I donemi icin oositler. Fareden direk alinan ovaryum
dokusu icinde folikiiller kiiltiir ortaminda goriilmekte (A), Profaz 1 ve Metafaz I
oositler (B), Profaz 1 oositte GV ayirt edilmekte (C), Profaz 1 oositler (D), Metafaz
I asamasinda oosit (E, F). X400
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Resim 3.2: Tubal siv1 ilave edilmis kiiltiir ortaminda Mtaz I oosit (A), 1.

Polar cisimcigi atmak iizere olan Metafaz I oosit (B). X400

Resim 3.3: Mayoz Il donemi icin oosit eldesi, kiiltiir ortaminda Mayoz II 1.
Polar cisimciginin atilim1 Metafaz I den Metafaz II ye gecis (A), Metafaz I1
oositler (B). X400

Resim 3.4: Tubal siv1 ilave edilmis kiiltiir ortaminda Metafaz II ve profaz

oositler (A, B). X400
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Metafaz I doneminde alinan oositlerin oosit kiiltiir vasati ile 48 saat inkiibasyon
sonrasinda, oositlerin gelisimlerine devam etmedikleri Metafaz I evresinde kaldiklar1 ve
az sayida Oli oositlerde secilmekteydi (Resim 3.5.A). Kiiltiir vasatina tubal sivi
ilavesinden sonraki 48 saatlik inkiibasyonda ise Mayoz I evresindeki oositlerin gogunun
Mayoz Il asamasina gectikleri gézlendi (Resim 3.2, Resim 3.5.B). Mayoz II asamasina
gecen oositlerin bazilarmin 1. Polar cisimcigin perivitellin aralikta goriilmesi ile
Metafaz II sathasinda olduklari, geri kalan oositlerin ise ig iplikciklerinin kutupsal
yerlesimi gerceklestigi ama bazi oositlerin 1. Polar cisimcigi attiklari, bazi oositlerin ise
1. Polar cisimcigi atmadiklar1 goriildi (Resim 3.5.B). Bu gruptaki oositlerin
sitoplazmasinin seffaf veya hafifce graniiler oldugu, perivitellin araligin dar ve zona
pellusidanin renksiz goriindiigii izlendi (Resim3.5.B). Tubal sivi kiiltiirii i¢inde

canliliklarii koruduklari saptandi (Resim 3.2 A, B).

Resim 3.5 : Kiiltiir mediumunda kiiltiire edilen Metafaz I evresinde oositler
(A), Tuba sivisi ilave edilmis kiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz 11

evresinde ve 1. polar cisimcik atilmis durumdaki oosit (B). X400

Metafaz II donemindeki oositlerin oosit kiiltiir vasati ile kiiltiirli sonrasinda oosit
sitoplazmasi graniiler ve zona pellusida renksiz gozlenirken gelisimin tubal sivi olan
kiiltiir vasatinda oositlerin canliliklarin1 koruduklari, Metafaz II evresinde kaldiklari,

sitoplazmalarinda graniillerin se¢ildigi gozlemlendi (Resim 3.4.A, B, 3.5.B).
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3.1.2. Whole Mount Immunohistokimya Bulgular1

Tim gruplara ait oositlerde immunoflorasan analizi sonrasinda Metafaz I
asamasinda olan oositlerin oosit kiiltiir vasati icinde kiiltiire edilen oositlerde Emi
(Resim 3.6), MOS (Resim 3.7), MPF (Resim 3.8) ve siklin-B (3.9) dagilimlarinda
negatif olduklar1 gozlendi (Tablo 3.1). Oosit kiiltiir vasatina tubal s1v1 ilavesi yapilan 48
saatlik inkiibasyon sonrasinda oositlerde Emi (Resim 3.10), MOS (Resim 3.11) ve MPF
(Resim 3.12) immunfleurosan boyamalar1 negatif iken, Siklin B (Resim 3.13)
immunofleurosan boyamasinin pozitif oldugu ve boyanmanin oosit sitoplazmasinda
oldugu gozlendi (Tablo 3.1).

Metafaz 11 asamasinda oositler immunofloresan analizi sonrasinda Emi (Resim
3.14), MOS (Resim 3.15) ve MPF (Resim 3.16) immunfleurosan boyamalar1 negatif
iken, Siklin B (Resim 3.17) immunofleurosan boyamasinin pozitif oldugu saptandi
(Tablo 3.1). Oosit kiiltiir vasatina tubal sivi ilavesi yapilan 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda immunofleoresan boyamalarinin tubal sivi ilavesi yapilmayan grup ile
benzer oldugu ve sadece siklin-B immunofloresan dagilimin bulundugu izlendi (Resim
3.9- Resim 3.13- Resim 3.17- Resim 3.21), (Tablo 3.1).

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda sadece siklin B nin metafaz I doneminde
negatif diger donemlerde pozitifligi istatistiksel olarakta anlamli bulunmustur (Tablo

3.2, Grafik 3.1).

Resim 3.6: Qosit kiiltiir mediumunda kiiltiire edilen Metafaz I oositler. DAPI

boyamasi (A), Emi dagilim (B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400
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Resim 3.7: Oosit Kiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz I oositler. DAPI

boyamasi (A), MOS dagilimi (B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400

4
Resim 3.8: Oeosit kiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz 1 oositler. DAPI

boyamasi (A), MPF dagilimi (B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400

-
-~ 5 j -

Resim 3.9: Oosit kiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz 1 oositler. DAPI

boyamasi (A), Siklin B dagilim (B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400

A , ’
-

Resim 3.10: Tubal s1vi ilave edilmis kiiltiir ortaminda Kkiiltiire edilen Metafaz 1

oositler. DAPI boyamasi (A), Emi dagilimi (B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400
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Resim 3.11: Tubal siv1 ilave edilmis kiiltiir ortaminda Kkiiltiire edilen Metafaz 1
oositler. DAPI boyamasi (A), MOS dagilimi (B), Faz kontrast goriiniimii (C).
X400

. )
A

Resim 3.12: Tubal s1vi ilave edilmis Kiiltiir ortaminda Kiiltiire edilen Metafaz I
oositler. DAPI boyamasi (A), MPF dagilimi (B), Faz kontrast goriiniim (C).
X400

Resim 3.13: Tubal siv1 ilave edilmis kiiltiir ortaminda Kkiiltiire edilen Metafaz I
oositler. DAPI boyamasi (A), Siklin B dagilim (B), Faz kontrast goriiniimii (C).
X400

Ll N

Resim 3.14: Oosit kiiltiir mediumunda kiiltiire edilen Metafaz I1 oositler. DAPI

boyamasi (A), Emi dagilimi (B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400
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Resim 3.15: Oosit kiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz II oositler. DAPI
boyamasi (A), MOS dagilim (B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400

Resim 3.16: Oosit Kiiltiir mediumunda Kkiiltiire edilen Metafaz 11 oositler. DAPI
boyamasi (A), MPF dagilim (B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400

Resim 3.17: Oosit kiiltiir mediumunda Kiiltiire edilen Metafaz I1I oositler. DAPI
boyamasi (A), Siklin B dagihimi (B), Faz kontrast goriiniimii (C). X400

Resim 3.18: Tubal siv1 ilave edilmis kiiltiir ortaminda Kkiiltiire edilen Metafaz I1
oositler. DAPI boyamasi (A), Emi dagilim (B), Faz kontrast goriiniimii

(€).X400
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Resim 3.19: Tubal siv1 ilave edilmis Kiiltiir ortaminda kiiltiire edilen Metafaz 11
oositler DAPI boyamasi1 (A), MOS dagilim (B), Faz kontrast goriiniimii(C).
X400

Resim 3.20: Tubal sivi ilave edilmis kiiltiir ortaminda Kiiltiire edilen Metafaz I1
oositler. DAPI boyamasi (A), MPF dagilimi (B), Faz kontrast goriiniimii (C).
X400

A
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Resim3.21: Tubal siv1 ilave edilmis kiiltiir ortaminda Kkiiltiire edilen Metafaz 11
oositler. DAPI boyamasi (A), Siklin B dagilimi (B), Faz kontrast goriiniimii (C).
X400,
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Tablo 3.1. Kiiltiir ortaminda metafaz 1 ve metafaz Il oositlerinin 48 saatlik kiiltiir
ortamlarindaki Kiiltiir sonras1 MOS, Siklin B, MPF ve Emi immonufloresan

yogunluklar ile TUNEL pozitifligi.

Gruplar Immunofloresan Boyama TUNEL
MOS | Siklin B | MPF | Emi

Grup 1 - - - - _

Grup 2 - + - - -

Grup 3 - + - - +/-

Grup 4 - 3 - - +

Tablo 3.2. Metafaz I ve Metafaz II donemlerinde oosit kiiltiir vasat1 ve/veya tubal
sivi ilave edilmis Kkiiltiir sonrasinda gruplardaki MOS, Siklin B, MPF ve Emi

immunofloresan yogunluklarinin istatistiksel oranlari. (mean£SD).

Gruplar Immunofloresan Boyama
MOS | Siklin B | MPF | Emi
Grup 1 0 0 0 0
Grup 2 0 0.9+0.31 0 0
Grup 3 0 0.9+0.31 0 0
Grup 4 0 1.0£0 0 0
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Grafik 3.1. Metafaz I ve Metafaz II donemlerinde oosit kiiltiir vasat1 ve/veya tubal
siv1 ilave edilmis kiiltiir sonrasinda MOS, Siklin B, MPF ve Emi immunofloresan
yogunluklarinin istatistiksel analizi. Degerler mean = SD olarak verilmistir.

Istatistiksel olarak anlamh Siklin B dagihmu * ile belirtilmistir.

* *
Mean and Standard Deviation
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3.1.3. TUNEL Bulgularn

TUNEL analizi sonrasinda, Metafaz I asamasinda elde edilen ve oosit kiiltiir
vasatinda kiiltiire edilen oositlerde graniiloza hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicreler
gozlenir iken, oositlerde pozitif boyanma gozlenmedi (Resim 3.22 A, B). Oosit kiiltiir
vasatina tubal siv1 ilavesi yapildiktan 48 saatlik inkiibasyon sonras1 Metafaz I oositlerde
sadece TUNEL pozitif hiicrelerin granuloza hiicrelerinde oldugu ve oositler TUNEL
negatif olduklar1 saptandi (Resim 3.22 C, D).

-
-

Resim 3.22 : Kiiltiir ortamindaki Metafaz I donemindeki oositlerde TUNEL
boyamasi. Oosit kiiltiir vasatinda kiiltiire edilen Metafaz I oositler (A, B). Kiiltiir

ortamina tubal siv1 ilavesi sonrasinda Kkiiltiire edilen Metafaz I oositler (C, D).
X400
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Metafaz II evresindeki oositlerde sadece granuloza hiicrelerinde yer yer TUNEL
pozitif hiicrelere saptanir iken (Resim 3.23 A, B), tubal sivi ile kiiltiirii sonrasinda
granuloza hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicrelere rastlanmadi (Resim 3.23 C, D).
TUNEL boyamalariin gruplardaki dagilimi toplu olarak Tablo 3.1 devredilmistir.

-
-

Resim 3.23: Kiiltiir ortaminda Metafaz II donemindeki oositlerde TUNEL

boyamasi. Oosit kiiltiir vasatinda kiiltiire edilen Metafaz I1 oositler (A, B). Kiiltiir
ortamina tubal siv1 ilavesi sonrasinda kiiltiire edilen Metafaz II oositler (C, D).
X400
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3.2. Ovaryum Bulgular:

3.2.1. Ovaryum Histokimyasal Bulgular

Ovaryan dokularinin histokimyasal analizi sonrasinda kortekste tek katli kiibik
germinal epitel altinda farkli folikiiller gelisim evrelerinde bulunan ovaryan folikiiller
gozlendi. (Resim 3.24 A, B)

Korteks tabakasinda gelismekte olan folikiillerden primordiyal folikiillerin tek
katl yass1 folikiiler hiicreler ile c¢evrelenmis oldugu ve kiimeler halinde bulundugu
izlendi (Resim 3.25 A). Primordiyal folikiiller cap olarak en kiigliik folikiiller
olmalariyla ayirt ediliyordu (Resim 3.23 A). Primer folikiiller ise etraflarinda tek kath
veya ¢ok katli kiibik folikiiller hiicrelerle ¢evrelenmis olduklar1 ve oosit ¢ekirdeginin
kromatin kondensasyonunun daginik sekilde organize oldugu izlendi (Resim 3.25 B, C).
Sekonder folikiillerin etrafindaki graniiloza hiicrelerinin ¢ok katli olduklar1 ve yer yer
hiicreler arasinda bosluklar olustugu saptandi (Resim 3.25 D, E). Bu donemdeki oosit
cekirdeginin kormatin kondesyonunun artmis oldugu goézlendi. Ovaryum dokusunda
sekonder folikiillerden daha biiylik olan graaf folikiilleri, igerisinde bulunan antrum
boslugunun biiytikliigii ile diger folikiillerden agikca ayirt edildi (Resim 3.25 F). Bu
donemdeki folikiilde teka interna ve teka eksterna hiicreleri folikiiliin disinda kolaylikla
secilmekteydi (Resim 3.25 F). Oosit folikiiliin periferine dogru kumulus ooforus ve

korona radiata ¢cevrelenmis olarak goriilmekteydi (Resim 3.25 F).

Resim 3.24: Ovaryum dokusunda ovaryan folikiiller A: X40, B: X200
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Resim 3.25: Ovaryum orneklerinde Hematoksilen-Eosin boyamasi. Ovaryum
epitelinin altinda primordiyal folikiiler ve primer folikiiller (A), primer folikiiller

(B), Multilaminar primer folikiil (C), Sekonder folikiil (D, E), Graaf folikiil (F).
X400
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3.2.2. Ovaryum indirekt Immunohistokimya bulgulari

Primordiyal folikiilerde MOS immiinoreaktivitesi, hem oositte hemde folikiiler
hiicrelerde negatif olarak saptandi (Resim 3.26 A). Primer, sekonder ve graaf
folikiillerde hem folikiil hiicrelerinde hemde oositte pozitif boyanma gozlenir iken,
graaf folikiillerdeki boyanmanin diger folikiillere oranla daha fazla oldugu goriildi
(Resim 3.26 B-F) (Tablo 3.3). Gelisen follikiillerdeki MOS immunoreaktivitesi
karsilastirildiginda sadece primer follikiillerdeki MOS immunoreaktivitesi sekonder
follikiilldeki MOS immunoreaktivitesi ile arasinda anlamli fark olmadigi, fakat diger
MOS immunoreaktivitelerinin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucunda aralarinda

anlaml fark oldugu saptand1 (Tablo 3.4, Grafik 3.2).

«

al

Resim 3.26: Ovaryum orneklerinde MOS dagilimi. Primordiyal folikiiller (A),

Primer Folikiil (B), Sekonder Folikiil (C), Graaf Folikiil (D). X400
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Siklin B immiinoreaktivitesi, gelisen ovaryan folikiillerin tiim safhalarinda
saptand1. Primordiyal folikiillerde, siklin B immiinoreaktivitesi folikiiler hiicrelerinde ve
oositte zayif veya negatif gdzlenirken (Resim 3.27 A), (Tablo 3.3) , primer folikiillerden
itibaren tim folikiillerde immiinoreaktivitenin oldugu Ozellikle sekonder folikiildeki
oositte en fazla oldugu izlendi (Resim 3.27 B-F), (Tablo 3.3). Gelisen follikiillerdeki
siklin B immunoreaktivitesi karsilastirildiginda sadece primer follikiillerdeki siklin B
immunoreaktivitesinin graff follikiilindeki siklin B immunoreaktivitesi ile arasinda
anlamli fark olmadigi, fakat diger siklin B immunoreaktivitelerinin birbirleri ile
karsilastirilmasi sonucunda aralarinda anlaml fark oldugu saptandi (Tablo 3.4), (Grafik

3.2).

Resim 3.27: Ovaryum orneklerinde Siklin B dagilimi. Primordiyal folikiiller

(A), Primer Folikiil (B), Sekonder Folikiil (C, D, E), Graaf Folikiil (F). X400
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Primordiyal ve primer folikiillerde, Emi’nin immiinoreaktivitesi oosit ve folikiil
hiicrelerinde negatif iken (Resim Resim 3.28 A, B), (Tablo 3.3) sekonder ve graaf
folikiillerinde oositte Emi immiinoreaktivitesinin sirasiyla zayif ve orta siddette oldugu
saptandi(Resim 3.28 C-F), (Tablo 3.3). Gelisen follikiillerdeki emi immunoreaktivitesi
karsilastirildiginda negatif olan primordiyal ve primer follikiillerdeki Emi
immunoreaktivitelerinin ~ karsilagtirmalarimin =~ anlamli  olmadigi, diger Emi
immunoreaktivitelerinin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucunda aralarinda anlamli fark

oldugu saptandi (Tablo 3.4, Grafik 3.2).

Resim 3.28: Ovaryum o6rneklerinde Emi dagilimi. Primordiyal folikiiller

(A), Primer Folikiil (B), Sekonder Folikiil (C, D), Graaf Folikiil (E, F). X400
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Primordiyal folikiilerde MPF immiinoreaktivitesi, hem oositte hemde folikiiler
hiicrelerde zayif olarak saptandi (Resim 3. 29 A), (Tablo 3.3). Primer, sekonder ve graaf
folikiillerde hem folikiil hiicrelerinde hemde oositte pozitif boyanma goézlenir iken,
graaf folikiillerdeki boyanmamanin diger folikiillere oranla daha fazla oldugu goriildii
(Resim 3.29 C-F), (Tablo 3.3). Gelisen follikiillerdeki MPF immunoreaktivitesi
karsilagtirildiginda sadece primer follikiillerdeki MPF immunoreaktivitesi ile sekonder
follikiilindeki MPF immunoreaktivitesi arasinda anlamli fark olmadigi, fakat diger
MPF immunoreaktivitelerinin birbirleri ile karsilastirilmasi sonucunda aralarinda

anlamli fark oldugu saptandi (Tablo 3.4, Grafik 3.2).

Resim 3.29: Ovaryum o6rneklerinde MPF dagilimi. Primordiyal folikiiller
(A), Primer Folikiil (B, C), Sekonder Folikiil (D), Graaf Folikiil (E, F). X400
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Tablo 3.3. Ovaryum orneklerinde MOS, Siklin B, MPF ve Emi immunoreaktivite

yogunluklari ile TUNEL pozitifligi.

OVARYUM Immunoreaktivite Yogunluklari TUNEL
MOS | Siklin B | MPF | EMI
Primordiyal _ +/- + - +/-
Follikiil
Primer ++ ++ ++ B +
Follikiil
Sekonder ++ +++ ++ + ++
Follikiil
Graaf +++ ++ 12 A +++
Follikiil

Tablo 3.4: Ovaryum o6rneklerinde MOS, Siklin B, MPF ve Emi immunoreaktivite

yogunluklarinin istatistiksel oranlari. (mean+SD).

OVARYUM Immunoreaktivite Yogunluklar
MOS | SiklinB | MPF EMI

Primordiyal 0 0.6+0.52 1.0+0 0

Follikiil

Primer 1.8£0.42 | 1.9+0.32 | 1.8+0.42 0

Follikiil

Sekonder 2.0+0 2.6+0.70 2.0+£0 1.0+£0

Follikiil

Graaf 2.8+0.42 2.0+£0 2.8+0.42 2.0+0

Follikiil




Grafik 3.2: Ovaryum dokusunda MOS, Siklin-B, MPF ve Emi immunoreaktivite
yogunluklarinin istatistiksel analizi. Degerler mean + SD olarak verilmistir. P>0.05

olanlar * ile belirtilmistir.
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3.2.3. Ovaryum TUNEL Bulgular

Ovaryum dokusunda TUNEL boyamasi analizi sonrasinda tim donemlere ait
folikiiler hiicrelerde TUNEL pozitif hiicrelere rastlanirken (Resim 3.30 A-F), en fazla
TUNEL pozitif hiicre graaf folikiiliindeki folikiiler hiicrelerde oldugu izlendi (Resim
3.30 F). Tiim evrelerdeki oositlerde TUNEL negatif idi (Resim 3.30 A-F), (Tablo 3.3)

Resim 3.30: Ovaryum orneklerinde yapilan TUNEL boyamalari.
Primordiyal folikiil (A), Primer Folikiil (B), Sekonder Folikiil (C, D), Graaf
Folikiil (E), Millipore kiti Pozitif kontrol boyamasi (F). X400
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4. TARTISMA

Oosit maturasyonu hem oogenez hemde oosit kiiltiirleri sirasinda kontrol
edilmesi gereken olaylardan biridir. Oosit her bir ovulatuar siklusta primordiyal germ
hiicrelerinden farklilasarak mayoz I asamasini tamamlamasi ve mayoz II asamasina
gecerek fertilizasyon igin olgunlagsmasini tamamlar (31). Folikiiler gelisim sirasinda
oositin kendisi tarafindan kontrol edilen mekanizmalar haricinde etrafindaki folikiiler
hiicrelerden gelen sinyaller ile bu siirecin sorunsuz bir sekilde tamamlanmasi saglanir
(37, 53, 60). Oosit ve folikiiler hiicreler arasindaki karsilikli bu iletisim, oositin
maturasyonunun duraksamadan gergeklesmesi ve ovulasyonla atilmasi saglanir (142).
Oositin maturasyonu bir ¢ok faktdr tarafindan kontrol edilir. Ozellikle siklin B ve MOS
salgis1 birlikte veya tek tek aktive olarak MPF aktivasyonunu saglarlar. MOS -/- yapilan
caligsmalarda siklin B aktivasyonu ile MOS yoklugunda dahi MPF aktivasyonu oldugu
gosterilmis ve maturasyon sorunsuzca gerceklestirilebilmistir(165). MPF  salgisi
ozellikle c¢ekirdegin dagilmasindan, kromozomlarin kondensasyonundan ve ig
iplik¢iklerin olusumu i¢in tiibiiler kompleksin organizasyonundan sorumludur (94, 95).
Ozellikle profaz ve metafaz 1 evrelerinde salgis1 giderek artar, 1. Polar cisimcigin
atilmasi sirasinda azalir ve metafaz Il arreste tekrar salgilanir. Fertilizasyonla birlikte
MPF salgisinin azaldigi bilinmektedir. MOS salgist MEK/ MAPK yolag: {izerinden
MISS (MAPK tarafindan aktive edilen igciklerin stabilizasyonunu saglayict protein-
MAP kinase interacting and spindle- stabilizing protein) aktive ederek igciklerin
stabilizasyonunu saglar. MOS esas olarak oositten salgilanir sentezlenir ve kalsiyuma
duyarli olup Mayoz I in tamamlanmasindan sorumludur. Mayoz II sirasinda ise MPF
aktivasyonunda artis gergeklesir. MOS MAPK yolag: sitotoksik faktorii arrestine yol
acar. CSF ise Metafaz II arrestinden sorumludur. Mos salgist hem Mayoz I hemde
Mayoz II de diizenli salinimi ile karakterizedir. Siklin B salgis1 immatiir oositte az
miktarda iken folikiiler gelisimle orantili olarak artar ve Metafaz I sonunda en ytiksektir.
Siklin B azalmas1 1. Polar cisimcigin atilas1 gereklidir (138,159). Siklin B aktivasyonu
MPF ile birlikte koreledir. Siklin B’nin aktive olmasiyla MPF aktivasyonu ger¢eklesir.
Folikiil hiicrelerinden salgilanarak oosit sitoplazmasinda biriken cAMP, MPF nin aksine

germinal vezikiil halinin korunmasindan sorumludur. cAMP azalmasiyla birlikte CDK 1
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in defosforilasyonu sonucunda MPF aktiflesir ve Mayoz 1 e tekrar giris saglanir. Emi
salgis1 ise, esas olarak Mayoz I sonunda artis1 baglar ve fertilizasyonla birlikte salgisi
azalir (95, 138).
Calismamizda, oosit kiiltiir vasati icerisinde kiiltiire edilen Metafaz [ ve Metafaz
IT oositlerin kiiltiirli sonrasinda her iki hiicrelerinde canliliklarini devam ettikleri fakat
kiiltiiriin ikinci glinlin sonunda yer yer Olii hiicrelerin olduklari gdzlendi. Bununla
beraber Metafaz [ evresindeki oositlerin oosit kiiltiir ortami igerisinde gelisim
gostermeden kaldiklar1 ve Metafaz 11 ye gegmedikleri goriildii. Buna karsin tubal
siviya aliarak yapilan kiiltiir sonrasinda Metafaz I oositlerin ¢ogunda 1. Polar
igciklerin kortekse dogru hareket ettikleri ve bazi oositlerde de 1. Polar cisimcigin
atilmig olmasinin goriilmesi iizerine tubal siv1 ilavesi sonrasinda metafaz I agamasinda
toplanan oositlerin maturasyonu i¢in uygun bir ortam sagladig1 diistiniildii. Metafaz II
oositlerin tubal sivi icerisindeki kiiltiirlerinde Olii oositlere rastlanmamasi1 kiiltiir
ortamimin Metafaz II oositleri iginde uygun bir mikrogevre saglamis olabilecegi
sonucuna varildi. Bu donemde elde edilen immiinoflorasan boyamalar sonucunda
ozellikle Siklin B’nin tubal sivi ilavesi ile kiiltiirii yapilmis Metafaz 1 oositlerde
gorlilmesi bu oositlerin ileri gelisimini sagladig: diislintildii. Tubal siv1 igerisindeki
faktorlerin Metafaz I oositlerde Siklin B aktivasyonunu saglamis olabileceklerini
diisiindiirdii. Bununla beraber Siklin B disindaki MOS, MPF ve Emi immunoflorasan
boyamalarinin negatif gériinmesi tizerine Tubal siv1 icerisindeki faktdrlerin heniiz bu
faktorlerin salgilanmasini destekleyemedigi goriildii. Fakat tubal sivi ile yapilan iki
giinltik kiiltiir sonrasinda Siklin B seviyesinin miktarinin 6l¢iilememesinden dolay1
ozellikle MPF aktivasyonu i¢in yeterli Siklin B aktivasyonu olup olmadigi test
edilemedi. Ayrica tubal siv1 ile kiiltiire edilmis Metafaz I oositlerde az sayida 1. Polar
cisimcigi atmig oositlerin goriilmesi ile Siklin B’nin her hiicrede aymi etkiyi
gosteremediginin goriinmesi lizerine belki de tubal sivi ile kiiltiiriin daha uzun siireli
yapilmas1 diger oosit maturasyonu kontrol edici faktorlerin aktivasyonunu
saglayabilirdi. Metafaz 1 ve Metafaz Il evresinde toplanan oositlerin oosit kiiltiir
vasati ile kiiltiirleri sonrasinda granuloza hiicrelerinde yer yer TUNEL pozitif
hiicrelere rastlanir iken oosit hiicrelerinde TUNEL pozitifligi saptanmamas1 kiiltiir

ortamimizin oosit canliliginin devam etmesi agisindan uygun oldugunu diistindiirdi.
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Bununla beraber tubal sivi ile kiiltiire edilen Metafaz 1 ve Metafaz 11 oositlerin
TUNEL boyamasinda oosit kiiltiir ortaminda kiiltiire edilen oositlerde oldugu gibi
sadece granuloza hiicrelerinde pozitif TUNEL hiicrelerinin olmasi ve aralarinda
farklilik saptanamamasindan dolay1 tubal sivi ile kiiltiirlin granuloza hiicrelerinin
canlilig1 acisindan bir fark olusturmadigini diisiindiirdii. Ayrica tubal sivi ile kiiltiir
sonrasinda da Metafaz 1 ve Metafaz II evresindeki oositlerde TUNEL pozitifligin
saptanmamasi ve canliliklarinin devam etmesi acisindan fark olmasada, tubal sivi1 ile
oositlerin  kiiltiire edilebilecegini ve canliliklarinda degisiklik olmayacagini
desteklemektedir.

Sentetik tuba uterina sivist (synthetic oviduct fluid, SOF) Tervit ve
arkadaslar1 tarafindan 1972’de iiretilmistir (182). Daha sonra Menezo’nun B2
mediumunda si1gir tuba uterina igerigi 6rnek alinmistir (183). Quinn tarafindan insan
tubal sekresyon igerigine uygun olarak gelistirilen HTF’nin (Human Tubal Fluid) (184)
ardindan Gardner ve Leese 1990 yilnda MTF (Mouse Tubal Fluid) (185)
formiilasyonunu gelistirmislerdir.

1980’lerin ortalarinda insan embriyo kiiltiir i¢cin gelistirilmis olan ilk ilki
embriyo kiiltiir mediumu piyasaya ¢ikmistir: Menezo ve arkadaslar1 (186) yaygin olarak
kullanilan dengeli tuz sollisyonlarinin yerine yeni bir medium freterek B2 adim
vermislerdir. Bu mediumda makromolekiil kaynagi olarak serum albiimin kullanilmakta
ve aminoasit bulunmaktadir. Bir yil sonra ise Quinn ve arkadaslari giiniimiize kadar ¢ok
yaygin olarka kullanilan formiillerini piyasaya c¢ikarmislardir.(184). HTF adi verilen bu
medium aslinda dengeli tuz soliisyonu tabaninda gelistirilmistir. Aminoasit icermez ve
potasyum seviyesi insan tubal sivisini taklit ederek ayarlanmigtir. HTF total serum veya
serum alblimini eklenerek insan embriyosunun erken preembriyoner evrede (2.veya
3.gline kadar) kiiltiire edilmesi amaciyla kullanildiginda basarili sonuglar vermistir.
Daha sonra yapilan arastirmalar dogrultusunda; HTF mediumu modifiye edilmis ve
glukoz ve inorganik fosfat icermeyen QBI1 mediumu gelistirilmistir (187). Bu
mediumda aminoasit igermez. Pool ve arkadaslar1t HTF mediumunda degisiklikler
yaparak P1 mediumunu gelistirmislerdir. P1 mediumunun igeriginde glukoz ve
inorganik fosfat bulunmamakla birlikte, aminoasit olarak taurin eklenmistir. Sayilan

mediumlarin  kullanimiyla 1990’1 yillarin ortalarina kadar bdliinme evresindeki
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embriyolarin  kiiltiirlerinde  bagsarili  sonuglar alimmis ve gebelik oranlan
yiikseltilebilmistir. Bu yillarda, blastosist evresine kadar kiiltiire edilen embriyolardaki
implantasyon potansiyelinin daha yiiksek oldguunun gdzlenmeesiyle, Gardner ve
arkadaglar1 ve G1 ve G2 mediumlarini {lireterek embriyoner gelisimin ileri evresindeki
avantajlarim1 gostermislerdir (188, 190). Bu mediumlarin formiilasyonlarmin farkl
olmas1 nedeniyle embriyolarin degisken gereksinimlerinin karsilanmasi amaciyla
ardigik olarak kullanilmasi dnerilmektedir. Barnes ve arkadaslari bu bilesimi kullanarak
embriyolar1 blastosist evresine kadar gelistirp tek embriyo transferi ile gebelik elde
etmisler ve boylece gelisen blastosistlerin implantasyon potansiyllerinin yiiksek olmasi
nedeniyle tek bir blastosist transferinn bile gebelik elde etmede yeterli olabilecegini
gostermislerdir (190). G serisi mediumlar yakin gegmiste kismen modifiye edilerek GIII
serisi piyasaya siriilmiistiir. Bu seri halen basariyla kullanilmaktadir. Stanford
Universitesinden Behr ve Arkadaslar1 G serisi mediumlarla ayn1 zamanlarda Ham’s F-
10 mediumundan modifiye ettikleri ve P-1 ismini verdikleri blastosist mediumunu
tiretmiglerdir(190). Gardner’in ardisik medium prensibine bagli olarak iiretilen farkl
mediumlar zamanla piyasada yer almisladir. Bunlar arasinda, ABD’den Quinn ve
Avrupa’dan MediCult medium serileri sayilabilir.

Son donemlerde medium iiretiminde dikkate alimmasi gereken iki farklh
goriis belirmeye baslanmistir. Bu goriislerden biri Garder ve Lane tarafindan 6ngoriilen
icerigi degisken ardisik medium goriisiidiir (185). Bu goriise gore; in- vivo ortamda tuba
uterina salgilarindaki igerik farkliligi nedeniyle ve gelisme donemi siiresince
embriyonun degisen metabolik aktivitesine bagli olarak, gelisimi optimize etmek
amaciyla, embriyo gereksinimlerine uygun ardisik medum kullanilmasi gereklidir. Bu
goriise bagli olanlar medium {iretiminde dogaya doniis felsefesinin uygulanmasi
gerektigini savunmaktadir.

Bu goriisiin karsisinda olan Sunners ve Biggers gibi arastirmailar ise
embriyonun mikrogevresindeki degisken sivi igeriginin embriyoyu direkt olarak
etkilemedigini ve embriyonun yalnizca ihtiyact olan kadarimi aldigin1 6ne siirerek basit
optimizasyon olarak adlandirildiklar1 goriisii 6ne siirmiislerdir (190). Bu goriisii savunan
arastirmacilar in vitro ortamdaki embriyolarin gelisimini optimize edecek

formiilasyonun tespit edilmesinin ardindan, ilk glinden baslayarak blastosist evresine
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kadar ayn1 formiilasyonun kullanilmasinin; embriyoyu daha az strese maruz
birakilacagint ve bununda embriyoner gelisimi olumlu ydnde etkileyecegini
savunmaktadir.

Yukarda kisaca aciklanan ve her iki goriise uygun olarak iiretilmis olan
mediumlar gliniimiizde pek ¢ok liremeye yardimci tedavi merkezi tarafindan basariyla
kullanilmaktadir (169). Ama hali hazirda oosit maturasyonu i¢in gerekli kiiltiir sartlar:
konusu hala tartisma konusudur. O nedenle ¢alismamizda, 6zellikle klinik ortamdada
kullanilabilecek olan tubal sivisinin secilmesi ovulasyonla atilan oositin fertilizasyon
asamasindan morula agamasina kadar tuba igerisinde canliliginin devam ettiginden
dolay1 secilmistir. Tubal s1v1 igerigi analizi sonrasinda oosit maturasyonunu destekleyici
faktorlerinde ilave edilmesiyle maturasyonun desteklenebilecegi de diistiniilmektedir.

Ovaryum dokusundaki folikiiller gelisim sirasinda korteks altinda bulunan
primordiyal germ hiicreleri profaz 1 doneminde arrestte beklerken FSH’in etkisi ile
folikiiler ~gelisim tetiklenmekte ve es zamanli olarak oosit maturasyonu
gerceklesmektedir (36).

Ovaryan folikiillerin ¢ok erken safhalarinda sadece Emi’nin sekresyonu
saptanmistir. Bunun aksine, MOS ve Siklin B ovaryan folikiillerin ileri gelisimi
sirasinda devam eder ve primer folikiillerde tetiklenmistir. Sonug olarak, MOS ve Siklin
B aktivasyonu fare ovaryum dokusunda folikiiler gelisimde 6nemlidir.

Primordiyal folikiillerde MOS ve Emi immiinreaktiveteleri negatif iken Siklin B
ve MPF immiinoreaktiviteleri pozitif olmasi primordiyal germ hiicrelerinde bu iki
faktoriin salgilandigin1 géstermektedir. Primer folikiillerde hem siklin B hem de MOS
un immiinoreaktivitelerin artis1 ile birlikte bu iki faktor MPF aktivasyonunu
saglamaktadir. Primer folikiillerde MPF’ ninde salgisinin artmis olmasi ile maturasyon
icin gerekli olan tetiklenmenin sonucunda oosit maturasyonu ile birlikte folikiiler
gelisimde goriilmesi olagandir. Sekonder folikiillerde ise Siklin B immunoreaktivitesi
hem MOS hemde Emi oranla daha fazla goriilmiistiir. Fakat hem Siklin B nin sekonder
folikiillerdeki salgist hemde MOS un graaf folikiillerdeki salgist ile MPF Graaf
folikiillerde daha fazla goriilmektedir. Bu da Graaf folikiillerinde oositlerin Metafaz 11
de arrestte kalmasini sagladigindan dolayi artis oldugu diisiiniilmiistiir. Emi nin salgis1

ozellikle Mayoz I sonu ve Mayoz II sonunda baglayip Mayoz II de devam ettiginden
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dolay1 calismamizda Primordiyal ve primer folikiillerde goriilmemesi olagandir.
Ozellikle sekonder folikiillerde baslayan immunoreaktivite graaf folikiillerde artarak
devam etmistir. Emi’nin bu salgist oosit maturasyonu i¢in gerekli donemde
gerceklesmistir. TUNEL pozitif hiicreler oositlerde sadece arrest olan oositlerde
goriiliir. Incelenen kesitlerde TUNEL pozitif hiicrelerin ovaryan dokusu igersinde
sadece folikiiller hiicrelerde olduklar1 en fazla ise graaf folikiillerinde goriilmesinin
sebebi ovulasyona hazirlik asamasinda olan graaf folikiillerdeki hiicrelerin ve hiicreler
aras1 baglanti komplekslerin azalmasi, hiicre canlilik sinyal yolaklarinin inhibisyonuna
sebep olmakta sadece zona pellusidaya bagli olan hiicrelere oosit tarafindan canli kalma
sinyalinin gelmesiyle apoptotik mekanizmalardan korunduklar: diistintilmiistiir.

Sonug olarak, tubal siv1 ile oosit kiiltiiriiniin oosit maturasyonunu destekledigi
ozellikle Siklin B salgisini tetikledigi, g6z oniine alinirsa insandan elde edilen Metafaz I
oositlerinin kiiltlirii icin Tubal siv1 ilavesi alternatif bir yontem olabilecegi sonucuna
varildi. Ozellikle tubal sivi kiiltiir ortamma oosit maturasyonunu tetikleyici farkli
maddelerin ilavesiyle yapilacak olan kiiltirlerde bu elde edilen sonuglarla
karsilastirilabilecegi ve yine alternatif yontemler gelistirilebilecegi i¢in bir 6nce calisma
olmustur. Farkli kisilerden alinan tubal sivi Orneklerinde farklt molekiillerin yer
alabilecegi gbz Oniine alinabilmelidir. Bundan sonraki ¢alismalarda 6zellikle insan tubal
stv1 Orneklerinin igerigini ortaya koyacak analizlerini ayrintili olarak yapilmasi, oosit
maturasyonunu tetikleyici faktorlerin eksikligi veya azligi var ise onlarin ilavesi
yapilarak oosit maturasyonu i¢in 6zel kiiltiir ortamlar1 olusturulabilir. Ozellikle bu
calisma sonrasinda elde edilecek veriler ile farkli evrelerde toplanan oositlerin farkl
kiiltiir ortamlarindaki gelisimlerinin eldesi ile IVF kliniklerinde de kullanilabilecek
yontemlere alternatif bir yontem olacagi disiiniilebilir. IVF kliniklerinde toplanan
oositlerin kiiltiir ortam1 farkliligindan dolay1r olusabilecek problemler (arrest,
matiirasyonun olugmamasi, oosit kalitesinin bozulmasi vb) de degerlendirilebilecek ve
sadece kiiltiir farkliligindan oosit kalitesinin bozulmasindan dolayi kaliteli embriyo elde
edilememesinden, basarisiz implantasyona kadar olan problemlerden kiiltlir ortaminin
etkisi unutulmamalidir. Sadece kiiltiir ortamindan dogan problemlerden dolay1 transfer
edilen embriyolarin implantasyon problemleri azaltilabileceginden ekonomik agidan

kazang saglanacaktir. Ilk deneme siirecinde kiiltiir ortamidan dogan problemler ortadan
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kalktigindan dolay1 eslerin tedavi siireleri azalacak ve bu agidan da ekonomik kazang
saglanabilecegi disiiniilebilir. Oosit maturasyonu i¢in kiiltiir sartlarinin gelistirilmesi
hem bireysel hemde toplumsal fayda saglayacagi géz oniline alindiginda ekonomik
katkilar1 dikkate alinmalidir. Bu amagla iiretilecek olan yeni kiiltiir ortamlarinin
gelistirilmesi ile hem AR-GE olanaklar1 hemde firmalarin katkisi artacagindan ekonomi
hizlanacaktir.
5. SONUC VE ONERILER

Yaptigmiz calismada tubal sivi ilavesi ile Metafaz 1 oositlerin Metafaz 1I’ye
donme potansiyellerinin ilave olmayan gruplara gore daha iyi olmasindan dolay1 tubal
sv1 ilavesinin oosit maturasyonu i¢in bir kiiltiir ortami1 olabilecegi diisiiniildii. Bundan
sonraki ¢aligmalar ile tubal sivi i¢eriginin analizinin yapilmasi ve ticari olarak oosit
maturasyonunda kullanilacak kiiltiir ortamlarina tubal sivida elde edilen faktorlerin
ilavesi yapilarak yeni kullanilabilir malzemeler iiretilebilir. Ticari olarak iiretilecek olan
yeni malzemelerin hem hayvan hemde insan oosit maturasyonunda ki yeri incelenerek
rutin kullanilma gegip gecmeyecegine karar verilmesi gerekmektedir. Ayrica farkl
tubal oranlarda tubal sivi ilave edilmis ortamlarinda oosit maturasyonundaki

degisikliklerin de incelenmesi rutin kullanim agisindan 6nemlidir.
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