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OZET

Tiip Bebek Merkezine Bagsvuran Hastalarin Oosit Mikrocevresinde Meydana
Gelen Histolojik ve Biyokimyasal Degisikliklerin Fertilizasyon Basarisi ile
Mliskisinin Arastirilmasi

Amac¢: Bu calismada infertilite hastalarinda oosit mikrogevresini olusturan,
folikiil sivisindaki biyokimyasal ve kumulus hiicrelerindeki histolojik degisimin, oosit
sayis1 ve gebelik lizerine etkisinin arastirilmasi amaclandi.

Materyal ve Metod: Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi Infertilite
Klinigi'ne bagvuran 18-35 yas aras1 infertilite tedavisi planlanan toplam 50 kadin hasta
calismaya dahil edilerek oosit sayisina gore; 5‘ten az oosit sayisi olan hastalar Grup 1, 5-
20 sayida oosite sahip olan hastalar Grup 2, 20’den fazla oosite sahip olan hastalar Grup
3 olmak tizere 3 gruba ayrildi. Oosit toplama islemi sirasinda folikiillerden, folikiiler siv1
aspire edildi ve kumulus hiicreleri toplandi. Elde edilen folikiiler sivi biyokimyasal
(MDA, TOS, TAS, SOD, GSH) analizlerde kullanilmak tizere -80 °C 'de saklandi.
Kumulus hiicrelerinden yayma preparatlar hazirlanarak kaspaz 3 ve mTOR
immiinoreaktivitesini 151k mikroskobik  diizeyde  incelenmek  amaciyla
immiinohistokimyasal boyama yapildi.

Bulgular: Folikiller sividaki MDA, TOS seviyeleri; diger iki grupla
karsilastiridiginda Grup 1 hastalarinda daha yiiksek bulunurken, SOD seviyesinde azalma
gozlendi (p<0,05). Grup 2 hastalarinda MDA, TOS seviyesi Grup 3’e kiyasla yiiksek
bulunurken SOD seviyesinde azalma gozlendi (p<0,05). TAS, GSH seviyelerinin oosit
sayisina bagli olarak degismedigi izlendi (p<0,05). Gebe hastalara ait folikiiler sivilarda
tespit edilen MDA seviyesi gebe olmayanlara kiyasla yiiksek bulunmasina ragmen farkin
istatistiksel diizeyde anlamli olmadig1 gézlendi (p>0.05). Yapilan immiinohistokimyasal
boyamalarda mTOR ve kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin Grup 1’de diger gruplara gore
daha yogun oldugu gozlendi.

Sonug: Sonug olarak MTOR ekspresyonundaki artisin kaspaz 3 yolagini aktive
edebilecegi ve bu aktivasyonun da oksidatif strese yol agabilecegi diistintildi. Elde
ettigimiz bulgular neticesinde mMTOR yolaginin oosit sayist ve gebelik olusumu {izerine
etkisi olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Folikiil sivisi, IVF, kaspaz 3, kumulus hiicresi, mTOR.



ABSTRACT

Investigation of the Relationship between Fertilization Success and Histological
and Biochemical Changes in Oocyte Microenvironment of Patients in the IVF
Center

Aim: To investigate the effect of the chemical changes in the follicular fluid and
histological changes in the cumulus cells of the oocyte microenvironment on oocyte
number and pregnancy in infertile patients.

Material and Method: A total of 50 female patients who were admitted to Atatiirk
University Research Hospital Infertility Clinic and planned for infertility treatment
between the ages of 18-35 were included in the study patients were divided into 3 groups
and according to the number of oocytes; Patients with oocytes less than 5 as Group 1,
patients with oocytes 5-20 as Group 2, patients with more than 20 oocytes as Group 3.
During oocyte collection process, the follicular fluid was aspirated from the follicles and
the cumulus cells were collected. The obtained follicular fluid was stored at -80 ° C for
use in biochemical (MDA, TOS, TAS, SOD, GSH) analyzes. Immunohistochemical
staining was performed to examine caspase 3 and mTOR immunoreactivity at light
microscopic level.

Results: MDA, TOS levels in follicular fluid were higher in Group 1 patients
when compared with the other two groups and a decrease in SOD was observed. (p
<0,05). In Group 2 patients, MDA, TOS level were found to be higher than Group 3,
while SOD level was decreased (p <0,05). TAS, GSH levels did not change depending
on oocyte number (p <0.05). Although the MDA level detected in the follicular fluid of
pregnant patients was higher than that of non-pregnant women, the difference was not
statistically significant (p>0.05). Immunohistochemical stainings showed that mTOR and
caspase 3 immunoreactivity were more intense in Group 1 than in the other groups.

Conclusion: As a result, it was thought that the increase in mTOR expression
could activate the Caspase 3 pathway and this activation could lead to oxidative stress.
As a result of the findings we have found that mTOR pathway may have effects on oocyte
number and pregnancy formation.

Key Words: Caspase 3, cumulus cell, folicular fluid, IVF, mTOR.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINI
ATP: Adenozin trifosfat
Ca: Kalsiyum
cAMP: Siklik adenozin monofosfat
CAT: Katalaz
COC: Kumulus ooforus kompleksi
DNA: Deoksiriboniikleik asit
FSH: Folikiil stimiile edici hormon
GnRH: Gonadotropin salgilatict hormon
GPx: Glutatyon peroksidaz
GR-az: Glutatyon rediiktaz
GSH: indirgenmis glutatyon
GSSG: Yiikseltgenmis glutatyon
GST: Glutatyon s- transferaz
H20:2: Hidrojen peroksit
HOCL.: Hipoklorik asit
HCG: Insan koryonik gonadotropin
HSG: Histerosalpingografi
ICSI: Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
IVF: In vitro fertilizasyon
IUI: Intra uterin inseminasyon
tPA: Doku plazminojen aktivatorii
LH: Luteinizan hormon
MDA: Malondialdehid

Mg: Magnezyum
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MPx: Miyeloperoksidaz

MTOR: Rapamisinin memeli hedefi
OH~: Hidroksil iyonu

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

SOD: Siiperoksit dismutaz

TAS: Total antioksidan seviyesi
TOS: Total oksidan seviyesi

USG: Ultrason
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1. GIRIS

Infertilite farkli toplumlarda ciftlerin yaklasik %15°ni ilgilendiren, psikolojik ve
sosyal sorunlara sebep olan, ciddi ve dnemli saglik sorunlarindan biridir.! Infertilite
oranlar1 kadinlarda %50 civarinda iken, erkeklerde bu oran %40’dir. Aciklanamayan
infertilite orani ise %10-15tir.? Son yillarda infertilite oraninin artmasi bu alanda birgok
degisiklikleri de yaninda getirmistir. Bu degisikliklerden birisi hastalarin sorunlarini
gidermesi i¢in yardimei iireme teknikleri alaninda olan gelismelerdir.® Infertil ¢iftlerin
sorunlarmin giderilmesi ve teshis konmasi i¢in basit ve ucuz tekniklere basvurulmasi
yaninda, bazi noktalarda daha kompleks metodlar da kullanilmaktadir.*

Biitiin biyolojik olaylarda oldugu gibi, folikiil sivisindaki kimyasal yapi da
fizyolojik karakteri belirler. Folikiil sivist ve kumulus hiicrelerinin, folikiil gelisimi ve
0osit maturasyonunda énemli rolleri vardir. Folikiil s1v1 igerigi, kan plazmasi, teka, oosit
ve kumulus hiicrelerinden salgilanan bilesenlerle doludur.® Folikiil duvarindaki
gecirgenlik ve kumulus hiicre salgi kapasitesi folikiil sivi ortamina biyokimyasal
degiskenlik kazandirir. Bu biyokimyasal degiskenlik steroid sentezi ve oosit gelisimini
yakindan ilgilendirir. iste bu kimyasal igerigi, sekerler, hormonlar, proteinler, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve antioksidanlar olusturur. Son zamanlarda bu igeriklerden ROS’
larin iireme ile iliskisi hakkinda yapilan ¢alismalar biiyiik 6nem kazanmustir.® Erkeklerde
ROS’lar ile ilgili yapilan ¢alismalar kadinlardakinden daha fazla bulunmaktadir. ROS un
kadin infertilitesi {izerine olan etkisi halen tartisma konusudur. Hiicrelerin normal
hayatin1 siirdiirebilmesi i¢in antioksidan ve oksidan arasinda denge olmalidir. Bu denge
bozuklugunun oosit, embriyo gelisimi, gebelik {izerine olan etkisi ve hangi mekanizma
ile etkiledigi hakkinda yeterince bilgi yoktur.”

Oosit ¢evresindeki diger onemli etmenlerden biri de ovulasyon asamasinda LH’1n

pik yapmasiyla diger graniiloza hiicrelerinden ayrilan kumulus ooforus (COC)



hiicreleridir. Bu hiicreler folikiilogenez siiresince boliinmede, oosit ¢ekirdek ve
sitoplazma maturasyonunda 6nemlidir.” Kumulus hiicreleri fiziki destegin yani sira,
oosite gerekli Adenozin trifosfat (ATP) igin de besin saglar.® Oositin maturasyonu
boyunca kumulus hiicrelerin ¢ogalmasi kumulus hiicre apopitozuna sebebiyet
vermektedir. Bu siirecin oosit maturasyonu, embriyo olusumu ve gebelige kadar bir¢ok
asamay! etkiledigine dair tartismalar vardir.®>'° Kumulus hiicre otofajisi apoptotik hiicre
Olimiinii etkileyerek folikiiler atreziye neden olur. Bu otofajinin regiilasyonunda
rapamisinin memeli hedefinin (mTOR) rolii belirsizligini korumaktadir.!!

mTOR, 290 kDA agirliginda serin treonin kinaz enzimidir.!? Bu enzim farkli
komplekslerle birlikte translasyon ve transkripsiyon diizenlenmesi, glukoz
metabolizmasi, aktin hiicre organizasyonu, ribozom biyogenezi, otofaji, stres, immiin
sistem hiicre etkinliginin diizenlenmesi gibi hiicre i¢in hayati bircok gérevde rol oynar.
Yapilan ¢aligmalarda mTOR’ un folikiil stimiile edici hormona (FSH) duyarli oldugu ve
graniiloza hiicre proliferasyonunu etkiledigi gosterilmistir. Bu yolak sitoplazmik olarak
ifade edildiginde, metafaz agamasindaki mitotik iplik¢iklerde ya da sitokinez esnasinda
bu bolgeye yakin olan kasilma halkasinda bulundugu gosterilmistir. Bu yerlesim boliinme
esnastnda mTOR” un énemini vurgular. >4

Bu calismadaki amacimiz, in Vitro Fertilizasyon (IVF) merkezlerine bagvuran
infertil kadin hastalardan alinan folikiil s1v1 i¢erigindeki oksidan-antioksidan degisiminin,
kumulus hiicrelerindeki apopitoz ve mTOR yolagi ile iliskisini arastirmak ve elde edilen

bulgular1 oosit sayis1 ve gebelik oranlari ile karsilastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. infertilite
infertilite diinya capinda ¢iftlerin yaklasik yiizde 15 ini etkileyen bir problemdirt®
ve 1 yil siiresince diizenli ve korunmasiz iliskiye ragmen gebe kalamama durumu olarak
tanimlanir. Bunun aksine saglikli ¢iftlerin yaklasik %85-90’1nda ilk alt1 ay i¢inde gebelik
gergeklesmektedir.'® Infertilite kendi igerisinde iki ayr1 baslikta degerlendirilir. Bu ayrim
daha 6nce gebelik olusmamissa primer infertilite, en az bir gebelik olusmus ise sekonder
infertilite olarak adlandirilir.}"®
Infertilite nedenleri Diinya Saglik Orgiitiiniin standart tanisal protokolleri
kullanarak olusturdugu verilere gore incelendiginde; ovulatuar disfonksiyon %15, tubal
ve peritoneal patolojiler %30— 40, erkege ait faktorler %3040 oraninda goriiliir. Uterusa
ait patolojiler nadirdir ve geri kalan olgular ise ¢ogunlukla agiklanamayan infertilite
olarak tanimlanir.®
2.1.1. Kadin Kaynakh Infertilite Nedenleri
Kadina bagli infertilitenin nedenleri agagidaki gibi siralanmaktadir.
e Qosit iiretimindeki anormallikler
e Tubal faktor
e Servikal faktor infertilitesi
e Endometriozis
e Uterin faktorler
e Immunolojik faktorler

e Aciklanamayan infertilite. 16:1%-30

2.2. Oksidatif Stres
Oksidatif denge hiicrede diizenli olarak serbest radikallerin meydana gelmesi ve

ortadan kaldirilmast halidir. Bu dengenin bozulmasi halinde, ROS’larin olusum ve



ortadan kaldirilmasi hizindaki degisim, patolojik sonuglar dogurmakta, bunun yaninda
bircok hastalikta kritik rol oynamaktadir. Bu dengenin bozulmasi ve hasarlarin olugsmasi
siireci oksidatif stres denen durumu ortaya koymaktadir.3!

2.2.1. Serbest Radikaller

Eslesmemis bir veya daha fazla elektronu bulunan molekiiller ve atomlara serbest
radikaller adi verilir. Elektronlarin eslesmemis hali serbest radikallerin reaktifligini
artirmaktadir. Metabolizmadaki serbest radikallerin biiyiik gogunlugu oksijen ihtiva eder
ve bunlar ROS olarak taninir. Bu sinifta bulunanlar; hidroksil radikali (OH"), siiperoksid,
peroksil radikali, hidroperoksil radikali, hidrojen peroksit (H202) ve lipid peroksidleridir.
Digerleri ise; nitrik oksit, azot dioksit, merkezi radikaller, tiyol radikalleri, peroksil
radikalleri, alkoksi radikalleri seklindedir.3%3! ROS’lar, endojen ve ekzojen olmak iizere
iki kaynaktan tiirer. EKzojen kaynaktan gelenler; radyasyon, ¢evresel durumlar, aromatik
aminler, organoklorinler, antinoplastik ajanlar, stres, bagimlilik yapan hallerdir. Endojen
kaynaktan tiireyenler ise; mitokondri, iskemi-reperfiizyon, endoplazmik retikulum,
sitokrom p450, inflamasyon, peroksizom, prostaglandinler seklinde siralanir.3>%7

2.2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROS’un zararli etkilerini ortadan kaldirmak i¢in organizmada savunma
mekanizmalar1 meydana gelmektedir. Bu olusan mekanizmaya antioksidan sistemleri ad1
verilir. Antioksidanlarin etkileri toplayici etki (scavenging), bastirict etki (quencher),
onarici etki (repair), zincir kirici etki (chain breaking) olarak siralanir.?°
2.2.2.1. Antioksidan Cesitleri
2.2.2.1.1. Endojen Antioksidanlar
Endojen kaynakl1 antioksidanlar asagidaki gibi siralanmaktadir.

e Katalaz (CAT)

e Siiperoksit Dismutaz (SOD)



e Glutatyon (GSH)

¢ Glutatyon Rediiktaz (GR-az)

e Glutatyon Peroksidaz (GPx)

e Glutatyon S- Transferaz (GST)

e Myeloperoksidaz (MPx). 20-38-40

2.2.2.1.2. Ekzojen Antioksidanlar

Askorbik asit, tokoferol, p—karoten, soya fasulyesi, demir redoks dongiisii,
sitokinler, ebselen, sodyum benzoat, rekombinant SOD, troloks c, biitillenmis
hidroksitoluen, propilgalat, notrofil adezyon inhibitérleri ekzojen antioksidanlari arasinda

yer almaktadir, 20374041

2.2.3. Kadin Infertilitesi ve Oksidatif Stres

Graniiloza hiicreleri, teka hiicreleri ve oosit folikiil sivisinda ROS olusumuna
neden olur. Oksidatif stres ve antioksidanlar, oosit maturasyonu, folikiilogenezis,
fertilizasyon, ovulasyon gibi fizyolojik olaylarda rol oynarlar. Graniiloza hiicrelerinden
olusan ROS’un fertilizasyon basarisii diisiirdiigiine dair ¢alismalar vardir.3” Graniiloza
hiicrelerinde bulunan antioksidanlarin ise oosit maturasyonunda 6nemli roli vardir.
Folikiil sivisi, oosit i¢cin mikrogevre olusturur. Mikrogevrenin karakterinin degigmesi
embriyo kalitesi, fertilizasyon ve gebelik olusumu ile alakalidir. Fakat mikrogevrede
meydana gelen degisikliklerin kadin infertilitesine hangi mekanizma ile etki ettigi a¢ik
degildir. Folikiiler sivida graniiloza hiicreleri tarafindan {iretilen Ostrojen hormonu
antioksidan savunma mekanizmasina katkida bulunur. Bu hormon lipit peroksidasyonunu
inhibe eden antioksidan gibi davranir.® Son yillarda yapilan bir calismada, embriyo
kiiltir ortamlarinda TAS dl¢timii yapilmis ve 6zellikle kotii kalitedeki embriyolarda TAS

seviyesinin daha diisiik oldugu saptanmistir.®



2.3. Apopitoz

Apopitoz programli bir sekilde hiicrenin 6liime gitmesi anlamina gelmektedir.
Apopitozda fonksiyonu bozulmus ve yaslanmis hiicreler, membran bitinligi
bozulmadan ortadan kaldirilir.? Bir hiicrenin 6miir siireci, boliinmesi ve fonksiyonundaki
diizen, hiicrenin etkilesimde bulundugu faktorlere baglidir. Bu faktorler i¢ ve dis faktorler
seklinde ayrilir.*®

Apopitoz siirecinde hiicre i¢inde morfolojik ve biyokimyasal olarak bazi
degisimler meydana gelir. Bu degisimler ilk olarak ¢ekirdekte DNA fragmantasyonu ile
baslar. Bu olay geri dontisiimsiizdiir. Kalsiyum (Ca) ve Magnezyum (Mg) bagimli olarak
gerceklesen bu olay niikleusun birkac parcaya boliinmesi ile sonuglanir. ikincil olarak da
hiicrenin hacminde azalma meydana gelir. Bu azalma sitoplazmanin biizligmesi ile olur.
Ribozomlar kiimelesir ve endoplazmik retikulum sarmal hali alir. Hiicredeki diger bir
degisim mitokondrial bozulmadir. Oncelikle mitokondirinin yapisinda degisimler
meydana gelir. Daha sonra elektron zincirinde yikilma gozlenir. Ardindan sitokrom c
sitoplazmaya salinarak yikici bazi enzimleri aktif hale getirir. Bu olay Bcl2 geni etkisi
altinda meydana gelir. Daha sonra hiicre membraninda degisimler gozlenir. Bu olusumun
sebebi membran aracilikli bazi molekiillerin yer degisiminden kaynaklidir. En son
basamakta ise apoptotik cisimler olugur ve bunlar hizlica fagosite olurlar. Bundan dolay:
inflamatuar yanit meydana getirmezler. 4

2.3.1. Apopitozun Diizenlenmesi ve indiiklenmesi

Apopitozun indiiklenmesinde i¢c ve dis faktdrler etkendir. I¢ faktdrler baslica
onkogenler, p53 geni ve beslenme bozuklugu seklinde siniflandirilabilir. Dig faktorler ise
hiicre igerisinde Ca miktarindaki artis, Fas/Fas ligand aktiflesmesi, ROS, ilaglar, biiylime
faktorleri (TNF, CSF, NGF), bazi antijenler seklinde siralanabilir. Apopitozun

diizenlenmesinde p53 geni, p21 geni, Bcl2/bax ailesi ve kaspazlar gorev alir.** Herhangi



bir hasar durumunda p53 geni aktiflesir ve dogrudan DNA’ya baglanir. Bu olayin
ardindan boliinmenin hazirlik evresinde hiicre G1 safhasinda durdurulur. Tamir i¢in
zaman kazandirir. Eger hasar fazla ise hiicre apopitoza gonderilir. Bu olaylar ayrica p21
geninin de kontrolii altinda gergeklesir.*® Ikinci bir diizenleyici olan Bcl2/bax ailesi
proapopitotik ve antiapopitotik diye ikiye ayrilir. Bcl2 mitokondrinin dis membranina
yerlesik bulunur ve iyon gecisini regiile eder. Bax ise sitoplazmada yerlesiktir. Bu
proteinler hasar halinde membrana gelerek porlar meydana getirirler.*” Baska bir
diizenleyici ise sistein proteazlar olarak bilinen kaspazlardir. Bunlar hiicrede inaktif halde
beklerler. Apopitozun son evresinde aktiflesir ve hiicresel yapilarin katlanmasinda rol
oynarlar.**° Apopitozun indiiklenmesine gelince FAS ve tiimdr nekroz faktor reseptorii
hiicre membraninda 6liim reseptdrii olarak gorev yaparlar. Bunlar 6liim domainlerine
baglanirlar. Domainler sitoplazma ile etkilesimdedir. Bu domainler kaspaz 8’1 aktiflestirir
ve ardindan kaspaz 3 aktivasyonu ile apopitozu baslatirlar. 464’

2.4. mTOR

2.4.1. mTOR Yapisi ve Aktivasyonu

Klinikte sirolimus olarakta bilinen Streptomyces Hygros Copicus bakterisinin
olusturdugu bir molekiildiir. mTOR; mTOR1 ve mTOR2 diye iki ayri kompleks
olusturma yetenegine sahiptir.>

MTOR, 290 kDA agirliginda serin/treonin kinaz olup, fosfodinilinozitol-3-kinaz
iliskili kinaz ailesine aittir. Bu ailenin tiyeleri hiicre siklusu, hiicre biiylimesi ve DNA
hasar1 kontrol noktalar1 gibi hiicrenin esas islevlerinde rol alirlar. mTOR molekiilii besin,
stres, enerji degisimi ve biiylime faktorlerindeki bazi dalgalanmalara gore cevap
olusturur. Bu molekiiliin aktivitesi azaldiginda hiicre hacmi kiiciiliir, proliferasyon azalir

ve bundan dolay1 mTOR inhibitorleri kanser tedavisinde kullanilirlar.!



2.4.2. mTOR Subseliiler Lokalizasyonu ve Diger Molekiillerle Tliskisi

Hiicre icinde c¢ekirdek, mitokondri, golgi aygiti, endoplazmik retikulum ve
sitoplazmada yerlesiktir. mTOR1 (mMTOR, raptor ve mLST8) negatif diizenleyicileri
(FKBP38, PRAS40) ve pozitif diizenleyicileri (RHEP, Rag) ile iliski kurmaktadir. ikinci
kompleks olan mTOR2 (mTOR, Rictor (MAVO3), Sinl, LST8) protorl/protor2 ile
baglant1 kurar.>*5!

2.4.3. mTOR’ un Rol Aldig1 Gorevler

Translasyon

Translasyon siirecinin baslangici ve devamini aktive eder. Kompleks 1, elF4E
baglayic1 proteinler ile cap-bagimli translasyonu baslatir. Fosforile olan 4E-BP1,
elF4E’yi serbest birakir. Sonrasi elF4E, elF4G ile iliski kurarak translasyonu indiikler.
Kompleks 1, S6K’y1 C ucundan fosforiller. Tamamen bir aktivasyon i¢in S6K’nin
mTORI tarafindan fosforilasyonu ve fosfoinozitid-bagimli kinaz tarafindan aktivasyonu
sarttir. Aktive olan S6K, elF4B’nin fosforilasyonu, programli hiicre 6liimii protein
(PDCD4) ve cEF2 kinaz ile translasyonu baslatir?

Ribozom Biyogenezi

MTORI, tRNA’larin taginimini ve ribozomlarin sentezini saglar. Rapamisin RNA
polimeraz I, II, ITl bagimli tRNA’larin gen transkripsiyonunu inhibe eder. mTOR ribozom
sentezini translasyon seviyesinde kontrol eder. mTOR Pol I ve transkripsiyonel faktor 1A
noktasini kontrol eder. Rapamisin ise TIT-1A nin aktivasyonunu azaltir ve komplekslerin
yapisini bozar.>2
Besin Tasmimi

mTOR c¢esitli besin tagiyicilarin1 kontrol eder ve bu yollar besinlerin alinimini

saglar. Memelilerde Akt IPKB- mTORI1 yolu, glukoz, aminoasit, demir, lipoprotein i¢in



spesifik tasiyicilarin hiicre ylizey ekspirasyonunu kontrol eder. mTOR hasar1 hiicre
fizyolojisinin bozukluguna ve fazla glukoz alimima sebep olur.32°
Otofaji
mTOR makrootofajinin inhibitoriidiir. Ag¢lik oldugunda katabolik siire¢ igin
vakuollerle dagitilir. Insan ve farede rapamisin makrootofajiyi indiikler. mTOR1, bir
otofaji inhibitorii gibi rol oynar.>
MTOR ve Kadin Ureme Sistemi
MTOR sinyal iletisinin ergenlik baslangici ve gonadotropin salgilanmasinda
onemli rolii vardir. mTOR proteinin inhibitorlerinden rapamisinin LH salinimini
azalttigiyla ilgili bilgiler mevcuttur. mTOR folikiil biiylimesinde, mitoz boliinmede aktif
rol oynar. mTOR’un aktif formu olan fosforile mMTOR mitoz, G2/M fazinda yiiksek
diizeyde bulunur. Bu durum graniiloza hiicre ¢ogalmasinda dnemini vurgular. mTOR ve
p-mTOR’un graniiloza hiicrelerinin biiylimesi ve proliferasyonunda rol oynadiklari
bilinmekle beraber protein ekspresyonunu saglayan tek yolak bu degildir.5*3
2.5. Preklinik Embriyoloji
2.5.1. Ovaryum Anatomisi
Ovaryum, uzunlugu 3 cm, genisligi 1,5-2 cm olan, 1cm kalinlikta ve pelvisin yan
tarafinda fossa ovarica ¢ukurunda yer alir. Ovaryumlarin 6n tarafinda, kan damarlarinin
ve sinirlerin girip ¢iktig1 hilus adi verilen bolge bulunur. Kan damarlarini ovaryumlara
ileten bir periton kivrimi olan mezovaryum, ovaryumu uterusun yan tarafindan uzanan
broad ligamentine baglar. Ovaryumun st tarafi suspansor ligamentle pelvik duvara, alt
tarafi ise ovarian ligament ile uterusa baglanir. Puberteden 6nce ovaryumun yiizeyi diiz

bir yapidadir. Ureme doneminde ise diizensiz bir hal alir. Postmenapozal dénemde,

ovaryum boyutlar1 iireme ¢agindakinden daha kiigiiktiir.>*



2.5.2. Ovaryum Fizyolojisi

Folikiil olusumu intrauterin hayatta meydana gelirken, steroidogenez puberte ile
baslar. Bu iki asamada puberteyle birlikte, birbiriyle iliski iginde devam eder. Kadin
hormonal sistemi, ii¢ ayr1 hormon grubundan olusur:

1. Gonodotropin Serbestlistirici Hormon (GnRH)

2. Hipofiz 6n lobu hormonlar1 olan FSH ve LH’dir.
Bu hormonlarin her ikiside hipotalamusta sentezlenen GnRH etkisiyle salgilanirlar.

3. Ovaryum hormonlari: Ostrojen ve progesteron. Hipofiz 6n lobundan salinan
FSH ve LH’nin etkisiyle ovaryumlar tarafindan salgilanirlar. 28 giinde bir bu hormonlarin

salimmlari degisiklik gosterir. Her evrede farkli hizlarda hormon salgilanir.?°

2.5.2.1. Ovaryal Dongiiniin Hormonal Diizenlenmesi

Pubertede doneminde baslayan oosit olusumu menapoz déneminde son bulur.
Insanda ovulasyon menstriiasyonun baslangicindan sonraki 13-14. giinlerde gergeklesir.
Her 28 giinde bir oosit atilir ve bu olaya ovaryal déngii denir. Bu déngii 3 fazdan olusur;*

o Folikiiler faz,
e Ovulasyon fazi,
e Luteal faz.

Folikiiler fazin ilk safhasinda FSH ve LH etkisiyle 10-20 adet primordial folikiil
gelismeye baslar. Dongiiniin 8-10. giinlerinde baslica etken hormon olan FSH folikiil
biiyiimesini etkiler. FSH, teka ve graniiloza hiicrelerine etki ederek folikiiler liimene
Ostrojen salmimmini saglar. FSH’in yiiksek seviyesi, sekonder folikiillerin graniiloza
hiicrelerinin boliinme, farklilasma ve canli kalabilmelerini saglar. Boylece bu folikiiller
LH’ya yanit olarak liiteinize olma &zelligi kazanirlar. Ileri sekonder folikiiler fazda,

LH’nin etkisiyle progesteron salgilamasi artmaya baslar ve folikiil liimeninde Ostrojen

toplanmaya baglar. Bununla beraber LH degeri yiikselmesiyle, folikiil her daim biiyiime
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ve gelisme icin FSH’dan bagimsiz hale gelir. Ostrojen seviyesi ile adeno hipofizden FSH
salimimi arasinda ters iligski olusmasiyla Gstrojen seviyesindeki artma FSH hormonunu
inhibe eder. Bu folikiiler dongii sonucunda sadece bir folikiil tam olarak olgun hale gelir
ve atilir. Ovulasyon asamasinda LH pik yaparken FSH minimal yiikselir. Ovulasyon
esnasinda LH steroidojenik fonksiyon i¢in menstriiel dongiiniin ortasinda salinir. LH
reseptorleri teka interna hiicrelerinde bulunur ve teka hiicreleri LH artmasiyla androjen
tretimini artirir. FSH reseptorii ise graniiloza hiicrelerinde bulunur ve bu hiicreler bu
hormona yanit olarak androjen-dstrojen déniisiimiinii artirir. Ostradiol seviyesinin
dolagimda artmasi, hipotalamik-hipofizer aks organlarinda doéngiiniin ortasindaki
gonadotropin salinimini saglayarak, olgun folikiiliin periovulatuar evreye gegisine neden
olur. Ovulasyonun dongiisii sonunda luteal faz baslar, bununla birlikte graniiloza ve teka
hiicreleri korpus luteumu olusturmak i¢in degisiklige ugrarlar. Korpus luteum 0strojen ve
progesteron hormonunu salgilar. Bu hormonlarin etkisiyle endometrium tabakasi
sekretuvar agsamaya girer. Bu asama embriyonun tutunmasi i¢in hazirlik fazidir. LH
menstriiel evre boyunca, korpus luteumun gelismesinden ve devamliligindan sorumludur.
Fertilizasyon basarisiz oldugunda, LH seviyesi diiser ve korpus luteum dejenere olur.
Fertilizasyon ve implantasyon basarili oldugu zaman ise, korpus luteum progesteron ve
Ostrojenleri salgilamayi siirdiiriir. LH’1in preovulatuvar donemdeki salinimindan 6nce
ovaryumda iiretilen baglica hormon ostrojendir. Graniiloza ve teka hiicrelerinin luteinize

olmas1 sonucunda bu hiicrelerden salgilanan baslica hormon progesterondur.>®>°

2.5.3. Ovaryumun Embriyolojik Gelisimi

Gonadlar gelisimin 7. haftasina kadar ki doneme kadar erkek veya disi olarak
morfolojik 6zelliklere sahip degildir. Bu donem farklanmamis donem olarak adlandirilir.
5. haftada baslayan gonadal gelisme, mezonefrozun mezotelde kalinlasmasi ile ilk olusur.

Gonadal kabariklik sdlom epitelin ¢ogalmasiyla ve mezesimin artmasiyla olusur. Bu
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epitel altindaki mezensimin artmasiyla mezenkimal blastem meydana gelir. Bunun
sonucunda mezonefroz ile dorsal mezenter ortasindaki ¢izginin iki kenarinda longitudinal
birer ¢ift kabarti meydana gelir ve buna da genital kabartilar adi1 verilir. Primordial
hiicreler gelisiminin 21. giiniinde, vitelliis kesesinin endodermal hiicrelerinden olusur. Bu
hiicreler 5. haftada bagirsagin dorsal mezenteri hizasinca gonadal kabartiya dogru goc
ederler. 6. haftada ise o alan1 tamamen istila ederler. Primordial hiicrelerin etkisiyle artan
gonadal kabarti, s6lom epiteli mezengimi i¢ine dogru bu hiicrelerin kordonlarinit meydana
getirir ve kordonlarin igine dogru yerlesir. Sonugta gonadda korteks ve medulla olusur.
Déllenmeyi izleyen 21. giiniin sonunda primordial hiicreler vitellus kesesinin allantoise
yakin duvarinda endodermal hiicrelerin ortasinda goriiniir. Bu germ hiicreleri 5.haftada
gruplar halinde veya teker teker arka mezenterde ve somatik hiicrelerle siki iligki
icerisinde bulunurlar.>®’

Bu evreden sonra cinsiyet kordonlart olusur. Primitif kordonlar ovaryumun
medulla yiizeyinde diizensiz gruplara boliinmesiyle rete ovariyi meydana getirir. 7-8.
haftada meydana gelen kortikal kordonlar, altindaki mezensim dokusunun igerisine dogru
girer. Buraya yerlesen primordial germ hiicrelerindeki artisa karsilik, gonadal biiyiikligi
arttirmak i¢in somatik igerikte de hiperplazi olur. 7. haftada cinsiyet farklanmasinin
olugmasiyla korteks ilerlerlerken, medulla geriler. Bu donemde, kortikal kordonlarin
boylariin artmasiyla primordial hiicreler i¢lerine girer. 16. hafta da bu hiicreler zamanla
oogonyumlara doniisiirken, germ hiicrelerini ¢evreleyen epitel hiicrelerinden de folikiil
hiicreleri olusur. 9. haftadan sonra farklilasma olusmaya baslar. 12-13. haftada oositler
olusur. Bu olusumla birlikte mayoz boliinme de baslar ve g¢ekirdek degisimleri olur.
Cekirdek etrafinda organeller yogunlasir ve mitokondri sayisi artar, sentriyollerin etrafini

golgi aparat1 sarar.’%°
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2.5.4. Folikiilogenez

Tek kathi kiibik epitel ile kapli olan over epiteli altinda bulunan bag dokusuna
tunika albuginea denir. Alt tarafta ise korteks ve medulla tabakalar1 olusur. Overin
korteksinde primordial folikiiller bulunur ve gelisimini ayn1 yerde devam ettirir.
Gebeligin 6-8 haftalarinda germ hiicrelerindeki mitoz boliinme artar. 16-20 haftada
oogoniumlarin sayisi 5-7 milyona ¢ikar. Bundan sonra ise atrezi ile sayilar1 diismeye
baslar. Kalan oogoniumlar ise mayoza girer ve profaz 1 diploten safthasinda puberteye
kadar beklerler. Bu asamadaki folikiiller, oosit ve onciil graniiloza hiicrelerinden olusan
primordial folikiillerdir. Bu folikiillerin sayis1 puberteye girince 40 bine diiserler. Bu
donemde her siklusta 5-15 kadar folikiil gelisir. Folikil hiicreleri, puberte donemi ile
birlikte gonadotropinlerin etkisi sonucu, once tek katli ardindan ¢ok katli kiibik hiicrelere
dontiserek primer folikiilleri meydana getirir. Daha sonraki evrede oosit ve graniiloza
hiicreleri glikoprotein salgilayarak graniiloza hiicreleri ile aralarina zona pellusida denen
kilif olustururlar. Graniiloza hiicreleri arasinda bosluklar olusur ve bu bosluklar birlesip
tek bir bosluk olan antrumu olusturur. Folikiil ad1 artik sekonder ya da antral folikiil adin1
alir. Bazal lamina ganiiloza hiicreleri disinda yer alir. Bazal laminanin yiizeyindeki
stromal hiicrelerden de teka eksterna ve teka interna tabakalari gelisir. Ileri seviyeki
folikiiller graaf folikiilii adin1 alir ve i¢inde genis antrum vardir.%®

Gelisme doneminde bir¢ok folikiil gelisir, fakat bunlardan bir tanesi dominanttir.
Bu dominant folikiil ovulasyon agsamasina kadar gelisir. Ovulasyondan hemen 6nce oosit
birinci mayoz boliinmeyi tamamlar. Sonugta zona ile oosit arasina 1. polar cismi atar. Bu
evrede artik sekonder oosit olusur. Ovulasyon gergeklestikten sonra kalan folikiil
hiicrelerinden gegici olarak korpus luteum olusur. Ovulasyon agamasina gelemeyen
folikiiller dejenere olur ve korpus atretikum meydana getirir. Korpus luteumdaki gratiloza

hiicreleri LH ve FSH reseptorii kazanirlar. Daha sonra antral bosluk kanla dolar, ardindan
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yerini bag doku alir.  Ayrica graniiloza hiicreleri graniiloza lutein hiicrelerine ve bu
hiicreler androstenedion ve oOstrojen salgilar. Do6llenme gergeklesmezse bu hiicreler
androstenedion ve Ostrojen salgilanmasi 14 giin siirer. Oldugu taktirde ise gebeligin 9-10.
haftasina kadar salgiya devam eder. Teka internada bulunan hiicreler ise teka luteini
meydana getirir. Gebelik olusmadigi takdirde korpus luteum geriler ardindan korpus
albikans geligir.>3

Kumulus Hiicreleri

Antrumun igerisinde, primer oosit, primer oosit etrafindaki zona pellusida ve
graniiloza hiicrelerinden olusan ¢ikinti seklinde bir yapi bulunur. Bu yapiya kumulus
ooforus kompleksi denir. LH 1n pik yapmasiyla graniiloza hiicreleri ayrilmaya baglar.
Oositi cevreleyen ve onu folikiil duvarina sabitleyen graniiloza hiicrelerine kumulus
ooforus ad verilir.*®%® Graniiloza hiicrelerinin en i¢ tabakasima ise korona radiata denir.
Antral boslugu kaplayan graniiloza hiicreleri ise mural graniiloza hiicreleri adi alir.
Graniiloza ve kumulus hiicreleri oosit gelisimini tamamlamasi i¢in bir¢ok goreve sahiptir.
Kumulus hiicreleri ve oosit arasindaki baglantiyr gap junctionlar yapar. Oolemma
mikrovilluslar1 ve korona hiicreleri sitoplazmalar1 arasinda molekiiller, karsilikli gegis
yapar. Oositin biiylimesi ve metobolik siirecinin ilerlemesi i¢in graniiloza hiicreleri sarttir.
Buna ek olarak bu hiicreler oositin mayoz béliinmesini tamamlamasinda da rol oynar.>3°*

Kumulus hiicrelerinin bagka bir fonksiyonu sperm kapasitasyonunu etkilemesidir.
Ayrica bu hiicreler oositi, apopitoz ve oksidatif stres gibi ¢esitli etkenlerden korur.
Graniiloza membran1 disinda ise teka interna ve eksterna bulunur. Graniiloza ve teka
hiicreleri ortasinda bazal lamina yer alir.

Ovaryum igerisinde gelisen oositlerin biiylime ve olgunlasmasinda sadece kendi

salgilar1 degil etrafindaki somatik hiicrelerinde etkisi vardir. Antral folikiil evresinde

graniiloza hiicreleri hem konumlari hem gorevleri itibari ile farklilasmaya baglarlar. Bu

14



faklilasma LH’ i pik yapmasi ile meydana gelir. LH’1n pik yapmasi mayozun kaldigi
yerden devamini saglar. Boliinmenin devami ile birlikte graniiloza hiicrelerinde de
salgisal degisimler baslar. Bu degisimler antral kaviteyi ¢eviren hiicrelerde genelde
etkendir. Ayrica stereoid hormon iiretiminin yani sira oosit ile yakin iliskili hiicrelerdir.
Kumulus hiicreleri ise LH reseptorii ¢ok az bulunduran veya bulundurmayan ve LH
pikinden etkilenmeyen hiicrelerdir. Ayrica uzantilari ile oosit ooplazmasi ile yakin iliski
icindedirler. Bu hiicreler hem endokrin hem de parakrin salgi yaparlar.*’

Kumulus hiicreleri hakkinda mayotik maturasyon ve kumulus hiicre genislemesi
ile ilgili caligmalar ¢oktur. Kumulus hiicre apopitoz artisi ile oosit gelisimine katkilar
vardir. Kumulus hiicreleri gap junction baglantilar ile hem kendi aralarinda hemde oositle
aralarinda baglanti kurarlar. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda kumulus hiicrelerinin oosit
maturasyonunda, fertilizasyon ve embriyo gelisimi hakkinda 06ngorii olusturacak
sonuclara varilmistir. Ayrica bu hiicrelerin metabolik diizenlemede, sperm
kapasitasyonunda, mayotik maturasyon i¢in sinyalizasyonda dnemli etkileri vardir. Oositi
gelisimi i¢in kumulus hiicre ¢ogalmasi ve genislemesi ve apopitozu gerekir. Kumulus
hiicre genislemesi hyaluronik asit tarafindan desteklenir.*”¢%%

2.5.5. Folikiiler Gelisimi Etkileyen Faktorler

Folikiil gelisiminde birgok faktor ve hormon rol alir (GnRH, FSH, LH, AMH,
GDF9, BMP6, BMP7, BMP15, EGF, bFGF, c-Kit vs) . Bu faktorler graniiloza, oosit veya
teka kaynakli olabilir. Antimiillerian hormon dominant folikiil se¢ilmesinde katkida
bulunur, diger folikiilleri atreziye siiriikler.®® Primordiyal folikiilden primer folikiil
gelismesi gonadotropinlere bagli degildir. i1k etkin faktorler kit ligand ve bazik fibroblast
biiylime faktorleridir. Primer folikiill sonucunda folikiillerin sonraki gelisiminde
gonadotropinler ile biiyiime faktorleri etkindir. Tiim bu faktorler denge ve uyum iginde

calisir.® Graniiloza hiicrelerinden salgilanan &strojen, menstriiel siklus sonunda LH
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tizerindeki negatif geri bildirim etkisine zit olarak, dnce pozitif geri bildirim sonucu LH
salgisin1 uyarir. LH ovulasyon ve progesteron saliniminda rol oynar. LH artis1 ile oosit
maturasyonu baslar ve LH pik yapinca ovulasyon gerceklesir. Progesteron, LH
hormonlari proteolitik enzimleri ve prostaglandinleri aktiflestirerek folikiil duvarindaki
kollajen tabakasinin yikilmasini, kumulus hiicre genislemesini, sonunda ovulasyonu
meydana getirir. LH graniiloza hiicresindeki adenilat siklaz1 aktive eder ve bununla
birlikte cAMP’yi artirir. Artan CAMP mitojen aktive edici protein kinazi aktive eder ve
bununla birlikte mayoz boliinme ilerler. Artan cAMP graniiloza hiicrelerinde steroid
sentez ve salinimimi artirir. Zamanla oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda gap
junctionlarda azalma baslar ve sonugta cAMP’nin oosit igerisine girisi azalir. Boylece
CAMP mayozu durdurur. cAMP doku plazminojen aktivatoriiniin (tPA) sentezlenmesini
saglar. tPA, plazminojeni plazmine doniistiirtir. Folikiil duvarindaki, kollajeni, laminini,
fibrini, fibronektin yikilmasini plazmin kolaylastirir. Bu asamada atilan oosit metafaz 11
asamasinda bulunur. Atilan oosit eger ddllenir ise mayoz tamamlanir. Déllenmez ise de
atilan oosit dejenere olur.5%

2.5.6. Oositin Gelisimi ve Olgunlasmasi

Ooosit, pubertenin baslangic1 ile FSH ve LH hormonlarinin etkisi sonucu
gelismeye baslar. Oositin olgunlagsmas1 ve gelismesi etrafindaki graniiloza hiicrelerinin
kontrolii altindadir. Ovulasyondan yaklasik 2 giin 6nce oosit etrafindaki zona pellusida
polispermiyi dnlemek i¢in baz1 degisimler gegirir. Oosit hiicresinin déllenebilmesi i¢in
matiir olmasi sarttir (Oosit dollenmesi gergeklesince metafaz Il tamamlanir). Primer
oositin baglarda oolemmasi diizgiin iken daha matiir oositte ondiileli hal alir ve yiizeyinde
mikrovilluslar goriilmeye baglar. Bu mikrovilluslar oositin, graniiloza hiicrelerinin

sitoplazmasi ile iliski kurmaya yardimer olur.%?
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Oositteki germinal vezikiil belli biiyiikliige gelince mayoz 1 tamamlanir. Ardindan
primer oositte, endoplazmik retikulum organeli tarafindan kortikal graniiller olusturulur
ve golgi aygitinda sekillenir. Fertilizasyon gergeklestikten sonra zonanin hemen altinda
bulunan bu graniiller degraniile olur ve polisperminin engellenmesinde gérev alir. Zona
pellusida oosit olgunlastik¢a kalinlasir. Zona pellusida tabakasi ii¢ tane glikoproteinden
olusur. Bunlardan zona pellusida 3, spermin akrozomal reaksiyonunu baslatir. Zona
pellusida 2, kalsiyum aracilikli kortikal graniillerin salinimin1 saglar. Ugiinciisii ise zona
pellusida 1 ad1 verilen glikoproteindir.®354

Oosit gelisimindeki diger bir evrede oositin maturasyonudur. Maturasyon 6nce
germinal vezikiilin membranin yikilmasi ile baslar. Ardinda kromozomlar oolemma
altina dogru mitoz mekigini olustururlar. Oositin boliinmesini profaz 1°de durduran faktor
0o0sit maturasyon inhibitoriidiir. Tam tersi boliinmeyi aktive eden baska bir faktor ise
maturasyon baslatic1 faktér adi verilen ve germinal vezikiil yikilmasinda etken olan

molekiildiir.5267

Graniiloza Hiicrelerinde Apopitoz

Ovaryumdaki apopitoz hem fetal donemde hem yetiskin donemde meydana gelir.
Graniiloza hiicre apopitozu protein sentezine bagimli bir olaydir. Apopitozun en ¢ok
uyarildigt donem interfaz sathasindaki G1 ve S arasi gecis siirecidir. Graniiloza
hiicrelerindeki apopitoz genelde iki yolakla meydana gelir. Bunlardan ilki p53 proteininin
uyardig1 mekanizmadir. Bu yolak Bcl2-Bax proteinlerinde meydana gelen degisimlerle
olusur.®® Diger mekanizma ise Granzim B’nin diizenlenmesi veya kaspaz (3, 6, 7)
aktivasyonu ile uyarilmasi sonucu meydana gelir. Fakat bu mekanizmalarin hangi
durumlarda meydana geldigi heniiz a¢iklanamamistir. Graniiloza hiicrelerinde TNFa’ nin
uyarimi sonucunda, BID’in aktivasyonu ve sitokrom c’nin serbest kalmasini saglar.

Glukokortikoidler, FGF, ve leptin gibi uyaricilar hiicreyi yikima kars1 korumak igin Bel2
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ve MDM2’y1 diizenleyerek p53 tarafindan uyarilan apopitoza karsi korur. Bir bagka
molekiil de CAMP yolagidir. Bu molekiil Granzim B’yi aktive ederek perforin yardimu ile
saliir ve direkt 6liim substratlarin1 uyarir. Gonadotropinler ise Mitogen-Aktive Edici

Protein Kinaz (MAPK)’1 aktive ederek apoptotik sinyali ortadan kaldirir.*>4’

Graniiloza Hiicreleri Apopitozunda Rol Oynayan Kaspazlar

Proteaz enzim ailesinden olan kaspazlar ovaryum apopitozunda primer rol oynar.
Graniiloza hiicre yiizey reseptorleri ve Bcl-2 ailesi lizerinden aktive olurlar. Proteaz
enzimlerinden kaspaz 3 atretik kumulus hiicrelerinde ve luteal hiicrelerde goriiliir.
Kaspazlarin aktiflesmesinde en 6nemli rolii gonadotropinler istlenir. Kaspazlarin en
onemli etkisi DNA fragmantasyonuna sebep olan enzimleri aktive etmesidir. Graniiloza
hiicrelerinde apopitoz Proteaz apoptosis activating factor-1 (Apaf-1) ve sitoplazmaya
salian sitokrom c, kaspaz 9 ile indiiklenir ve kaspaz 3 ile baslatir.*’

2.5.7. Fertilizasyon, Béliinme ve implantasyon

2.5.7.1. Fertilizasyon

Fertilizasyon erkek ve disi gametlerin birlesmesiyle gerceklesir. Sperm hiicresi
disi genital kanalinda 24 saat canliligini siirdiirebilir. Spermler genital sisteme girdiginde
dollenme yetenegine sahip olmadigi i¢in kapasitasyon kazanir. Disi genital yollarinda
kapasitasyon 6-7 saatte gerceklesir. Bu esnada spermlerin akrozom etrafindaki
glikoprotein kilifi proteinleri ve seminal plazma proteinleri uzaklasir. Kapasitasyon
sonrast akrozom degisimleri meydana gelir. Akrozom degisimleri sirasinda tripsin ve
hyaluronidaz enzimi salgilanir.%®

Disi genital kanalina birakilan yaklasik 200-300 milyon spermden sadece 300—
500 tanesi yumurtaya ulasabilir. Fakat bunlardan bir tanesi sadece ovumu doller. Oosit

etrafindaki zona pellusida, akrozom tarafindan salgilanan enzimler sayesinde delinir.

Sperm zona ile etkilesime girdiginde zonada bir takim degismeler olur. Bu degisim,
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ovum hiicresinden lizozomal enzimlerin salinmasini saglar ve zona pellusiday1 degisime
ugratir. Bu olaya ‘zona reaksiyonu’ denir. Bu sayede birgok spermden sadece bir tanesi
penetre olur. Penetre olan sperm bas ve kuyrukla igeri girer. Ardindan mayoz 2
tamamlanir. Girisle birlikte oosit sitoplazmasinda kortikal degisimler olur ve mayoz 2
tamamlandiktan sonra bir 00sit ve bir tane polar cisimcik atilir. D6llenme sonucu erkek
ve disi proniikleuslar1 olusur ve daha sonra kaynasir, niikleuslarda DNA iki katina ¢ikar
ve 46 kromozomlu hiicre olusur.5%

2.5.7.2. Boliinme

Déllenme sonrasi olusan zigot mitoz gecirir ve hiicrenin hacmi boliinme devam
ettikce kiictiliir. Bu hiicrelere blastomer adi verilir. Birka¢ boliinme sonrasi blastomer
sayisi artar, 8 hiicreli evrede iken kompaksiyon gergeklesir ve zigot 16 hiicreli evreye
ulagir ve buna morula denir. Bu evrede merkezi yerlesimli hiicrelere i¢ hiicre kitlesi
denirken, disardakine de dis hiicre kitlesi denir. Bu hiicre kitleleri daha sonra embriyo
dokulari olusturacaktir.®®

2.5.7.3. Blastosit Olusumu

Embriyo uterusa girdiginde igeriye s1v1 girmeye baslar ve hiicreler arasinda bosluk
olusur bu bosluga blastosdl ad1 verilir. I¢ hiicre kitlesine de embriyoblast denir. Daha
sonra zona ortadan kalkar ve embriyo uterusa tutunmaya baslar.%®

2.5.7.4. implantasyon

Embriyo doéllendikten sonraki 6. giinde trofoblast hiicreleri endometriuma tutunur
ve oradaki hiicrelere penetre olur. Penetrasyon trofoblast hiicreleri tarafindan salgilanan
proteolitik enzimler sayesinde saglanir. Boylece 7. giinde mukoza tabakasina gomiilmeye

baslar.58
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2.6. Klinik Embriyoloji

2.6.1. Yardimelr Ureme Teknikleri

2.6.1.1.0vulasyon Indiiksiyonu

Her mestriial siklusta bir tek dominant folikiil gelisir. Indiiksiyon da ise birden
fazla folikiil gelistirilerek gebelik sans1 artirilir. Indiiksiyon i¢in birgok protokol vardir.
Fakat genel itibariyla kullanilan ilaglar hemen hemen aynidir. Burada kullanilan ilaglar
‘human menapousal gonodotropin, klomifen sitrat, rekombinant follicle stimulating
hormone’ ve analoglaridir. Burada LH piki ile erken ovulasyonu 6nlemek igin GnRH
kullanilir. GnRH ve analoglar1 gonodotropin salgisini artirir ve siirekli uygulanmasi
sonucu FSH ve LH azalir. Fakat son donemlerde GnRH antogonistlerinin kullanilmasinin
LH yiikselmesini 6nledigi ve bu sayede daha etkili oldugu goriilmiistiir. Yumurta gelisimi
her giin ¢ap1 Olgiilerek degerlendirilir ve serum 0strodioline bakilarak takip edilir.
Yumurtalar yeterli say1 ve biiyiikliige geldiginde ve ayrica endometriyum uygun kalinliga
geldiginde Human Chorionic Gonadotropin (HCG) enjeksiyonu uygulanir.®’

2.6.1.2. intra Uterin Inseminasyon (IUT)

Yardimer iireme tekniklerinden bir taneside inseminasyondur. IUI yapilmasi igin
kadinin tiipleri a¢ik olmalidir ve erkek sperm sayisi da yeterli say1 ve kalitede olmalidir.
Bu yontemde, sperm secebilirlik ve spermi uterusa birakmak avantajli bir durumdur. Bu
islem Oncesi kadin hastadan oosit olusmasi i¢in bir takim hormon tedavisi alir. Ve folikiil
yeteri biiyiikliige gelince HCG uygulanir. Erkegin verdigi ejakiilat laboratuvar ortaminda
yikanarak, say1 ve hareketliligi tespit edildikten sonra servikse verilir. Rahime birakilan
spermler tuba uterinalardan gegerek atilan yumurta ile fallop tiipiinde birlesir. Eger

fertilizasyon olursa embriyo gelip uterusa tutunur.”
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2.6.1.3. In Vitro Fertilizasyon (I\VF)

IVF yéntemi, 1978 yilinda Ingiltere’de ilk uygulanmis ve olusan ilk bebek bircok
infertil ¢ifte umut olmustur. Fizyolojik olarak gelisen tek oosite ragmen, IVF sayesinde
daha fazla sayida oosit olusturulur. IVF tekniginde yumurtalar toplanir enzim ile
etrafindaki COC’dan kurtarilir. Ardindan erkekten alinarak yikanan sperm yumurtalar ile
ayni ortama konur. Ama¢ spermlerin yumurta hiicresine penetre olmasidir. Bu teknikte
sperm say1 ve kalitesi, yumurta sayisi, hasta yasi, infertilite nedenleri, kaginci denemesi
oldugu arastirilir.®

2.6.1.4. Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Sperm hiicresini oosit hiicresi igerisine enjekte edilmesi islemine ICSI denir. Kadin
hastalara bu teknikten 6nce yumurta gelistirmek icin ila¢ ve hormon tedavisi uygulanir.
Bundan sonra yumurta toplama islemi yapilir ve kiiltiir ortaminda saklanir. Takiben
yumurtalar kumulus hiicrelerinden enzim sayesinde soyularak kurtarilir.®

Ayni zamanda normal ejakiilasyon veya Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu,
Perkiitan Epididimal Sperm Aspirasyonu ve Mikro-Epididimal Sperm Aspirasyonu gibi
cerrahi yollarla elde edilen spermler laboratuvar ortaminda, belli islemlerden gegerek
hazir hale getirilir. Daha sonra mikromanipiilator adli cihaz yardimiyla segilen spermler
metafaz Il fazindaki yumurtalara enjekte edilir. Enjekte edildikten sonrada inkiibator
igerisinde saklanir. Bu yontem klasik IVF yontemine gore fertilizasyon yoniinden daha
basarilidir. Ciinkli sperm direkt yumurta i¢ine verilir. Bu islemden yaklagik 16-18 saat
sonra yumurtada iki tane proniikleus gozlenmesi dollendigini gosterir. Bu
proniikleuslarin biri anneden biri babadan gelir.3%8
2.6.1.5. Embriyo Transferi
Klasik IVF ve ICSI sonrasindaki agsama embriyo transferidir. Embriyolardan 1yi

olan bir veya iki tanesi anne rahmine transfer edilir. Transfer giinii embriyolarin kalitesi,
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sayisi, deneme sayisina, annenin yasi ve endometriyum kalinligina gore ka¢ embriyo
transfer edilecegine karar verilir. Bu islem USG altinda, idrara sikisik olarak agrisiz
anestezi gerektirmeyen basit bir siiregtir. USG altinda yapilan transferde kateter izlenerek
nereye birakilacagi gozlenir. Ayni zamanda embriyoloji laboratuvarinda verilecek
embriyo segilir ve enjektore bagl katetere ¢ekilerek hazirlanir. Embriyolog tarafindan
gotiirlilen kateter klinisyene verilir ve hastanin serviksinden gecilerek uterus bosluguna
embriyo birakilir. Transfer sonrasi hasta iki saat kadar dinlenir ve gebelik tahlili i¢in 12

giin beklenir.”
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamiza Atatiik Universitesi Arastirma Hastanesi Tiip Bebek Merkezine
2014 yil1 Ocak-Aralik aylarinda miiracat eden ve IVF/ICSI tedavi programina alinan, 18-
35 yas aras1 50 kadm hasta dahil edildi. Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan gerekli izin alindi (15.08.2017\7). Hastalara g¢alisma
hakkinda bilgi verilerek aydinlatildi, onam formu okutuldu ve onaylar1 alindi. Hastalarin
etiyolojisine bakilarak kadin kaynakli infertilite hastalar ¢alismaya dahil edildi. Ayrica
hastalar Tablo 3.1°de goriildiigii gibi oosit sayilarina gére 5°ten az oosite sahip olan
hastalar Grup 1 (n=12), 5-20 sayida ooosite sahip olan hastalar Grup 2 (n=24), 20’den
fazla oositi olan hastalar ise Grup 3 (n=14), olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Hastalar ile
tedavi Oncesi goriisme yapilarak anamnezleri alindi. Tedavi 6ncesinde mensturasyonun
3. giinii, bazal degerlendirme i¢cin HSG, kan sayimi, USG, serolojik testler, servikovajinal
smear, kan grubu, servikal kiiltiir, gibi tetkikler yapildi.

Tablo 3.1. Oosit sayisina gore hasta gruplari

Oosit sayisina gore gruplandirma

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(n=12) (n=24) (n=14)
Oosit sayist <5 Oosit sayist 5-20 arasinda Oosit sayis1 >20

3.1. Folikiil Aspirasyonu ve Oosit Seleksiyonu

Folikiil aspirasyon islemi jinekolog tarafindan 10 ml’lik plastik enjektorler ucuna
18 G’lik igneler ile gerceklestirildi. Folikiil stvilari santrifiij tiiplerine alindi. Daha sonra
bu tiiplerdeki sivilar petri kabina konularak oositler stereo mikroskop altinda segilerek

alind1. Oositlerin segme islemi Brackett ve Zuelke’nin belirttigi sekilde gerceklestirildi.”
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3.2. Folikiil Sivis1 ve Kumulus Hiicresi Toplanmasi ve Saklanmasi

Her islem sonrasi aspire edilen folikiil sivisindan oositler ayrildi. Elde kalan folikiil
stvilari lizerine hasta isimleri yazildi ve numuneler 4000 g’de 10 dakika santriifiij edildi,
ardindan siipernatanlar alinarak eppendorf tiiplerine (Isolab, Almanya) dokildi ve
ornekler -80°C’de saklandi. Daha sonra hasta oositleri, mekanik pargalama sonucu
kumulus hiicrelerinden ayirildi. Toplanan kumulus hiicreleri MOPS (Vitrolife, Kolorado,
ABD) tamponlu medyumda -80°C’de depoland:.®’

3.3. Oosit Toplanmasi ve Kiiltiirii

Folikiil sivilarindan ayrilan oositlerin iizerine hyase (Vitrolife, Kolorado, ABD)
enzimi eklendi ve etrafindaki kumulus hiicrelerinden 135-175 mm’lik pipet yardimu ile
ayristirildi. Ardindan mikroenjeksiyon islemine kadar %5-6 CO2 ve 37°C’de fertilizasyon
medyumunda metafaz Il asamasina gelene kadar bekletildi. Daha sonra oositler
dollenmek iizere mikroenjeksiyon islemine tabi tutuldu.®’

3.4. Embriyo Simiflandirmasi

Oositlere mikroenjeksiyon islemi yapildiktan yaklasik 16-18 saat sonras1 dollenme
olup olmadigma bakildi. Dollenmenin gergeklestigi embriyolar erken ve ge¢ donem
cleavege version 5 (Vitrolife, Kolorado, ABD) medyumlarinda %5-6 CO2 ve 37°C’de
inkiibatorde bekletildi. Bundan sonrada embriyolar ikinci ve {liglincli gilinlerde 151k
mikroskopu altinda incelenerek boliinmesine ve fragmante derecesine gore kaliteleri
siniflandirilde. ¥

3.4.1. Ugiincii Giin Embriyo Degerlendirmesi

3. glin embriyo degerlendirme sebebi embriyo durumuna gore tutunma ihtimali
yiiksek olanmi belirlemektir. Bu giinlerde yapilan degerlendirmede goz Oniine alinan
parametreler; boliinen blastomerlerin esit olmasi ve sitoplazmadaki fragmantasyon

derecesine gére puanlama yapilir. Ugiincii giinde embriyolarin en az yedi hiicreli ve
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boyutlarinin esit olmasi istenilen bir durumdur. Bu giinlerde yapilan degerlendirmede
fragmantasyon derecesi ¢ok 6nemlidir. Fragman, embriyo igerisinde bulunan fakat hiicre
olmayan yapilardir. Skorlamada fragmantasyon orani embriyo hacmine gore yiizde olarak
verilir ve puanlamaya katilir. Puanlama yapilirken asagida verilen parametrelere bakilir
ve embriyolar degerlendirilir.”
3.4.1.1. Blastomerlerin Yapisal Ozellikleri
Blastomerlerde birden fazla c¢ekirdek goriilmesi (multinukleasyon) hali
istenmeyen bir durumdur. Bdyle embriyolar transfer icin uygun degillerdir.
Multiniikleasyon goriilen embriyolar isleme tabi tutulmadi.
3.4.1.2. Perivitellin Alan ve Zona Pellusida Ozellikleri
Embriyo seciminde perivitellin araligin genisligi ve bu alanda bulunan
birikintilere bakildi, ayrica zona pellusida kalinligi degerlendirildi. Degerlendirme
Baczkowski’nin puanlamasi baz almarak gerceklestirildi.”® Bu puanlama siteminde
embriyolar asagidaki kriterlere gore invert mikroskop (Zeiss, Jena, Almanya) altinda
degerlendirildi:
-Ilk isaret embriyodaki blastomer sayisini gdsterir.
-Ikinci isaret olan harf (A,a) blastomer biiyiikliigiinii ifade eder.
-Uciincii isaret ise fragmantasyon miktari ile ilgilidir.
Fragmantasyon degerlendirilmesi ise asagidaki gibi yapildi:
e Fragmantasyon yok; 1
e % 20’den az fragmantasyon; 2
e % 20-50 fragmantasyon; 3
e 9% 50’nin tizerinde fragmantasyon; 4
Degerlendirilen embriyolarin fotograflari ¢ekildi. (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil

3.4) Embriyolar yukaridaki kriterlere gore degerlendirildiginde, 3. giinde en iyi kalitede
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embriyoyu 8Al gosterir. Degerlendirme bittikten sonra en iyi embriyonun transferi
kateter (Kitazato, Japonya) kullanilarak USG esliginde jinekolog tarafindan
gergeklestirildi. Transferden 11-12 giin sonra hastalarin kaninda B-hCG degeri 6lgiilerek,

sonug pozitif ise fetal kalp atimlarina bakildi.”

Sekil 3.1. Ugiincii giin 8A1 embriyo drnegi
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Sekil 3.2. Ugiincii giin 8A2 embriyo érnegi
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Sekil 3.3. Ugiincii giin 8a3 embriyo drnegi
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Sekil 3.4. Ugiincii giin 8A4 embriyo drnegi
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3.5. Biyokimya Degerlerinin Olciimii

Folikiil stvis1 oksidatif stres belirtecleri dlciimii, Atatiirk Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Ependorf
tiiplerinde -80 derecede saklanan folikiil sivilart MDA, Total Oksidan Seviyesi (TOS),
oksidanlar1 ile SOD, GSH, Total Antioksidan Seviyesi (TAS) diizeyleri, literatiire uygun
metodlar kullanilmak suretiyle 6l¢iildii. Tiim 6l¢iimler oda sicakliginda gergeklestirildi.

3.5.1. LPO Miktarr’nin Belirlenmesi

Oncelikle deney tiiplerine 1000 pl homojenat kondu. Ardindan 150 ul saf su, 100
ul % 8 sodyum dodesil siilfat, 750 ul % 0.08 TBA, 750 pl % 20 asetik asit kondu ve
ardindan  vortekslendi. Homejanat 100 °C’de 60 dakika siireyle inkiibasyon igin
birakilmanin ardindan karisima 2,5 ml n-biitanol eklendi ve spektrofotometrik olarak
Olciim yapildi. Reaksiyon sonucunda olusan kirmizi renk miktarlari 535 nm’de 3 ml’lik
kiivetlerden yararlanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 baz alinarak daha once
hazirlanan MDA stok karistmi kullanilarak meydana getirilen standart grafikten
faydalanilarak drneklerin MDA miktar dl¢iimii yapildi. Orneklerin LPO miktarlari, pL
olarak tarif edildi. Her bir numunenin 6l¢iimii 3 kez tekrarlanarak verildi.’*"®

3.5.2. TOS Ol¢iimii

TOS seviyesi Olgiimii xylenol orang ile birlikte Ferrik Tiyosiyanat metodu
kullanilarak spektrofotometre Ol¢limiine dayanir. Demir iyonlar1 oksidatif ajanlardan
yararlanarak asidik ortamda ferrik iyonlarina okside olur. Bu iyonlar peroksit igerigi
sayesinde dolayl 6l¢iim saglayan xylenol orange ile tespit edildi.”"’

3.5.3. TAS Ol¢iimii

Folikiil sivisindaki TAS, Total Antioxidant Status Assay spektrofotometre ile
Ol¢time dayanir. Tiiplere 3 ml standart/ serum/ folikiil sivi 6rnekleri kondu. 500 ml

tampon ¢ozelti eklendi. (Reagent 1) Ilk 6l¢iim 660 nm’de yapildiktan sonra iizerine 75 ml
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ABST radikal soliisyon (Reagent 2) eklenerek boyandi. 10 dakika kadar inkiibe edildikten
sonra 2. 6l¢iim yine 660 nm abzorbansta 6l¢iildii.®®

3.5.4. SOD Aktivitesi’nin Belirlenmesi

Oncelikle folikiil sivilar1 santrifiij edildi. Spektrofotometre kiiveti icine, 0,4 M
Sodyum Karbonat (Na2COs), 0,3 mM Xanthine, 150 uyM NBT, 0,6 mM EDTA, 1,2g/L
BSA karisiminda 2450 ul konuldu. Uzerine 500 pl folikiil s1vis1 ve 50 pl ksantin oksidaz
numunesi ilave edildi ve ardindan yaklasik 20 dakika kadar etiive birakildi. Ardindan
1000 pl CuCl: inhibitor ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon bitirildi. Reaksiyon ortaminda
olusan formazon miktarlar1 440-460 nm’de 3 ml’lik kuvartz kiivetler kullanilarak
okundu. SOD aktivitesi, mmol/dakika/mg siv1 olarak tarif edildi. Her bir numunenin
dlciimii 3 kez yapilarak belirlendi.”*"

3.5.5. GSH Miktarr’nin Belirlenmesi

Ornekler, 3000 g’de 10 dakika santrifiije edildi ve ardindan siipernatantlarda GSH
seviyesi Ol¢iildii. Deney tiiplerine oncelikle 1500 pl 6l¢iim soliisyonu (0,2 mM EDTA,
200 mM Tris-HCI, pH=8),ardindan 500 pl siipernatant, 100 pl 5,5'-Dithio-bis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) ve 7900 pl metanol eklendi ve oOrnek pipetlenerek
vortekslendi. 37°C sicaklikta 30 dakika siireyle inkiibasyon icin bekletildi ve sonra
spektrofotometre ile Olg¢iimler yapildi. Reaksiyon sonrast meydana gelen sari renk
miktarlar1 412 nm’de 3 ml’lik kuartz kiivetler araciligi ile okundu ve seyreltme katsayilar
baz alinarak daha once yapilan GSH stok karisimi kullanilarak meydana getirilen

standart grafikten yararlanilarak 6rneklerin GSH miktar1 6l¢iildii. Numunelerin GSH

miktarlari, umol/L olarak tarif edildi. Her bir numunenin 6l¢timii 3 tekrar yapilarak elde

edildi.”"
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3.6.

Immiinohistokimyasal Yontem

Kumulus hiicrelerinde kaspaz 3 ve mTOR proteinlerini 1sik mikroskobik diizeyde

incelemek

boyandi.”®

Bu amacla;

1.

10.

11.

12.

amaciyla yayma preparatlar indirekt immiinohistokimya yontemi ile

Once kumulus hiicreleri pozitif sarjli lam (Thermo Scientific, Almanya)
iizerine yayilarak yayma preparat hazirlandi.

Hazirlanan preparatlar — 20°’de aseton ve absolu alkol karisiminda 30 dakika
bekletilerek tespit edildi.

Omekler Phosphate Buffered Saline (PBS) ile 3 kez beser dakika yikandi.
Ardindan Triton X ile 10 dakika muamele edildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi

Yaymalarin tizerine % 3’liik H2O2 (Abcam, ab102500) damlatildi ve 20 dakika
bekletildi.

Lamlar PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Daha sonra yaymalar {izerine sirasiyla primer antikor [anti-kaspaz 3 (Amcam,
ab2302), anti-mTOR (Amcam, ab2732)] damlatildi ve istii kapali olacak
sekilde 1 saat bekletildi. Primer antikorlar sirasiyla 1/100 ve 1/100 oraninda
dilte edildi.

Lamlar PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Takiben preparatlara biotinli sekonder antikor (Abcam, ab1227) damlatilarak
yine Ustii kapali bir sekilde oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Ardindan DAB soliisyonu ( Abcam, ab64238) damlatilarak yaklasik 5 dakika

bekletildi.
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13. Kahverengi renk olusunca lamlar akan su altinda yikandi ve DAB akitildu.

14. Haris hematoksilende 45 saniye tutularak zit boyama yapildi.

15. Ardindan distile suda 5 dakika yikandi.

16. Alkol ve ksilol serilerinden gegirildi.

17. Son olarak entellan yardimi ile lamlarin iistii lamel ile kapatildi.

Negatif kontrol olarak kullanilacak preparatlara primer antikor damlatilmadi,
primer antikor icermeyen antibody diliient damlatild1 ve daha sonra diger slaytlarla ayn1
sekilde boyandi. Boyanmuis slaytlar 1sik mikroskobu (Leica DM6200-Almanya) altinda
incelenerek Olympus DP20 fotograf makinesi ile fotograflar cekildi.’

Hiicre immiinoreaktivitesi agisindan her gruptan rastgele seg¢ilmis ti¢ slayttan
¢ekilen fotograflarda, birbiri ile cakismayan 3 alan degerlendirildi. Semi-kantitatif olarak
yapilan degerlendirmede immiinreaktivite, pozitif hiicre dagilimi ve pozitif hiicrelerin
yogunlugunu gésteren skor Tablo 3.2°de verildi. Immiinoreaktif hiicrelere ait dagilim ve
yogunluk skorlar1 birbiri ile toplandi ve toplam skor elde edildi. Minimum skor 0
maksimum skor ise 8 puandi. Sonuglar asagidaki gibi degerlendirildi:

e (-2 puan; boyanma negatif,
e 3-8 puan; boyanma pozitif .

Tablo 3.2. Iimmiinoreaktif hiicre dagilimi ve yogunlugu

Pozitif boyanan hiicrelerin Puan Pozitif boyanan Puan
dagilimi (orani) hiicrelerin
yogunlugu
Pozitif hiicre yok 0 Boyanma yok 0
< 1/100 1 Zay1f boyanma +1
1/100-1/10 arasinda 2 Orta derecede +2
boyanma
1/10- 1/3 arasinda 3 Giiglii boyanma +3
1/3- 2/3 arasinda 4
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3.7. istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima sahip olup olmadigi Shapiro Wilk testi ile
degerlendirildi. Folikiil sivisindaki oksidatif stres parametreleri ile yumurta sayisi
arasidaki iliskinin degerlendirilmesinde normal dagilim gosteren veriler Anova testi ile
normal dagilim gostermeyenler ise Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi. Oksidatif stres
ve gebelik arasindaki iliskinin saptanmasinda normal dagilan verilerde bagimsiz t testi ile

dagilmayanlar ise Mann-Whitney-U testi ile analiz edildi. Verilerin istatistiksel analizi

IBM SPSS 20.0 programi kullanilarak yapildi. Veriler ortalama (ort), standart sapma (ss),
medyan (ortanca), minimum (min) ve maksimum (mak) olarak ifade edildi. Tim

incelemelerde istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismaya, Atatiirk Universitesi, Arastirma Hastanesi, Tiip Bebek Merkezi’ ne
infertilite sikayeti ile bagvuran 18-35 yaslar1 aras1 50 kadim hasta dahil edildi. Istatiksel
degerlendirme yumurta verimliligine ve gebelige gore yapildi.

4.1. Biyokimyasal Sonuclar

Folikiil stvisinda bakilan biyokimyasal belirteglerden biri olan MDA ve TOS’a ait
sonuglar Tablo 4.1 ve Sekil 4.1° de verilmistir. Sekil ve tablo 4.1°de goriildigii gibi MDA
ve TOS degerlerinin, Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 gruplarinda farkli seviyelerde oldugu
gozlendi. Grup 1 hasta sonuglar1 diger iki gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek idi (p<0,05). Grup 3 hasta grubu ile karsilastirildiginda Grup 2
hastalarda da MDA ve TOS seviyesi istatistiksel olarak artmis bulundu (p<0,05).

TAS seviyesi karsilastirildiginda Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 gruplari arasindaki
fark anlamli degildi (p>0,05). Antioksidan parametrelerimizden SOD enzimi seviyesi
gruplar arasinda farkliliklar gostermekteydi (p<0,05) (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1). Grup 1
grubunda SOD aktivitesi diger iki gruba kiyasla oldukca diisiik seviyede iken Grup 2
grubunda ise Grup 3’e gore anlamli bir diisiis goriildii (p<0,05). Diger belirte¢lerimizden
olan GSH seviyesi agisindan Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 gruplar karsilastirildiginda
aralarindaki farkin anlamli olmadig goriildii (p>0,05).

Gebelik yoniinden yapilan istatistiksel sonuglara bakildiginda ise gebe olanlar ve
olmayanlar arasinda MDA, TOS, TAS, SOD, GSH (Tablo 4.2 ve Sekil 4.2) yoniinden
anlaml bir farklilik gézlenmedi (p>0,05). MDA seviyesindeki degisimler istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 halde gebe olanlarda grafikte goriildiigii iizere minimal artis

gorildi.
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Tablo 4.1. Tim gruplara ait folikiil s1vis1 biyokimyasal analiz sonuglari

grup 1 grup 2 grup 3
Medyan Medyan Medyan post-
ortss i ort + sS i ort£ss i p
(min-mak) (min-mak) (min-mak) hoc
1-2,
MDA 10,35+1,97 9,63 (7,83-13,67) 7,45+1,56 7 (5,53-11,6) 524+132 5,295 (3,33-6,83) 23,891 ,000 1-3,
2-3
1-2,
TOS  5455+0,25 5,36 (5,13-5,83) 4,49+0,72 4,4(3,1-5,64) 423+1,03 4,04 (3,1-5,64) 7,184 002 13
TAS 0,811+0,23 0,86 (0,24-1,02) 0,79+0,22 0,86 (0,24-1,09) 0,76+0,24 0,86 (0,24-0,96) ,104 ,901
1-2,
SOD  0,056+0,02 0,05 (0,02-0,1) 0,14+0,06 0,15 (0,04-0,26) 0,21+0,04 0,22(0,15-0,27) 19,867 ,000 1-3,
2-3
GSH  0,616+0,05 0,6 (0,53-0,68) 0,62+0,05 0,63 (0,55-0,74) 0,61+0,04 0,62 (056-0,69) ,225 ,799

Grupl: oosit sayist <5, Grup 2: oosit sayis1 5-20 arasinda, Grup 3: oosit sayis1 20>
ort: Ortalama, ss: Standart Sapma
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OOSIT SAYISI

mgrupl mgrup2 mgrup3

Sekil 4.1. Tim gruplara ait folikiil s1vis1 biyokimyasal analiz sonuglarini gosteren

grafik.

Grupl: oosit sayist <5, Grup 2: oosit sayis1 5-20 arasinda, Grup 3: oosit sayis1 20>

Tablo 4.2. Gebelik sonuglar1 pozitif ve negatif olan hastalara ait folikiil sivisi

biyokimyasal degerleri ve istatistiksel analizleri

Gebelik
Pozitif Negatif
Medyan Medyan
OreEss (min-mak) OreEss (min-mak) b i
MDA 8,14+1,7  7,83(553-10,9) 7,61+1,55 7,17 (5,6-11,6) 779 442
TOS 4,89+0,65 5,06 (3,91-5,83) 4,46+0,7 4,34 (3,1-5,64) 1,460 ,155
TAS 0,62+0,33 0,83 (0,24-0,96) 0,86+0,13 0,87 (0,37-1,09) 1,325* 185
SOD 0,16+0,06 0,15(0,1-0,25)  0,15+0,06 0,16 (0,04-0,28)  ,446 659
GSH 0,64+0,05 0,64 (0,56-0,74) 0,61+0,05 0,62 (0,52-0,71) 1,077 ,291

t: bagimsiz t Test, z; Man Whitney U Test, ort: ortalama, ss: standart sapma
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GEBELIK

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00 |

W gebelik pozitif -

M gebelik negatif-

W gebelik pozitif ~ mgebelik negatif

Sekil 4.2. Gebelik sonuglarina gore folikiil sivist biyokimyasal analiz

sonuglarint gosteren grafik

4.2. Immiinohistokimyasal Sonuclar

Apopitozun son basamaklarindan biri olan kaspaz 3’iin, kumulus hiicrelerinde
immiinohistokimyasal boyama sonucu test edildi. Negatif boyanan kontrol grubu sekil
4.3’te verildi. Aktif kaspaz 3 reaktivitesi gozlenen hiicreler, DAB kromojeni ile
kahverengi boyandi. Bu uygulama sonucunda Grup 1 hastalarinda diger gruplara gore
daha ¢ok sayida immiin hiicre reaktivitesi gozlendi (Tablo 4.3, Sekil 4.4). Grup 2 ve Grup
3 arasinda ¢ok az farklilik goriildii. (Tablo 4.3, Sekil 4.5, Sekil 4.6)

Ayn1 sekilde mTOR negatif boyanan kontrol grubu sekil 4.7°de verildi. mTOR

immiinoreaktivitesinde de gruplar arasinda farkliliklar mevcuttu. Grup 1 hastalarinda
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immiin pozitiflik daha yogun gozlendi. (Tablo 4.3, Sekil 4.8). Grup 2 ve Grup 3 arasinda
cok az farklilik goriildii (Tablo 4.3, Sekil 4.9, Sekil 4.10).
Gebe olan ve olmayan hastalar karsilagtirildiginda ise kaspaz 3 ve mTOR

immiinpozitifligi arasinda skor agisindan sayisal bir fark gozlenmedi (Sekil 4.11, Sekil

4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14).

Tablo 4.3. Kumulus hiicrelerinde kaspaz 3 ve mTOR immiinoreaktif dagilimi ve

yogunlugu
Antikor Grup 1 Grup 2 Grup 3
Kaspaz 3 +++ ++ +
mTOR +++ ++ +

+: Az yogun boyanma, ++: Yogun boyanma, +++: ¢ok yogun boyanma
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Sekil 4.3. Kaspaz 3 immiinoreaktivitesi i¢in negatif kontrol olarak

hazirlanan kumulus hiicre yayma preparati
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Sekil 4.4. Grup 1’deki hastalara ait yayma preparatta kumulus hiicrelerinde

goriilen kaspaz 3 immiinoreaktivitesi
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Sekil 4.5. Grup 2’ deki hastalara ait yayma preparatta kumulus

hiicrelerinde goriilen kaspaz 3 immiinoreaktivitesi
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Sekil 4.6. Grup 3’deki hastalara ait yayma preparatta kumulus hiicrelerinde

goriilen kaspaz 3 immiinoreaktivitesi
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Sekil 4.7. mTOR immiinoreaktivitesi i¢in negatif kontrol olarak hazirlanan

kumulus hiicre yayma preparati
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Sekil 4.8. Grup 1’deki hastalara ait yayma preparatta kumulus hiicrelerinde

goriilen mTOR immiinoreaktivitesi
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Sekil 4.9. Grup 2’deki hastalara ait yayma preparatta kumulus hiicrelerinde

goriilen mTOR immiinoreaktivitesi
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Sekil 4.10. Grup 3’deki hastalara ait yayma preparatta kumulus

hiicrelerinde goriilen mTOR immiinoreaktivitesi
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Sekil 4.11. Gebe olan hastalara ait yayma preparatta kumulus hiicrelerinde

goriilen kaspaz 3 immiinoreaktivitesi
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Sekil 4.12. Gebe olmayan hastalara ait yayma preparatta kumulus

.

I -

hiicrelerinde goriilen kaspaz 3 immiinoreaktivitesi
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Sekil 4.13. Gebe olan hastalara ait yayma preparatta kumulus hiicrelerinde

goriilen mMTOR immiinoreaktivitesi
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20 ym

Sekil 4.14. Gebe olmayan hastalara ait yayma preparatta kumulus hiicrelerinde

goriilen mMTOR immiinoreaktivitesi
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5. TARTISMA

Infertilite problemi ile karsilasan ¢iftlerin sayismin giin gectikce artmasi, bu
ciftlerin IVF tedavisi i¢cin merkezlere bagvurusunu da artirmistir. Bu durum, iireme
konusuna olan meraki artirmustir.”® IVF merkezlerindeki temel amag; bazi biyomarkerleri
degerlendirerek, elde edilen sonuglar esliginde iireme potansiyelini artirmaktir. IVF
basarisint Onceden tahmin etmek igin folikiil sivisi igerisindeki biyomolekiillerin
arastirilmasi son yillarda dikkat ¢cekmistir. Aslinda folikiil sivisindaki biyomolekiilleri
tanimak ve bunlarin fonksiyonlari arasindaki korelasyonu bilmek sadece embriyo ve oosit
kalitesini degistirmeye degil, bununla birlikte yeni metodlarin bulunmasinda ve tireme
basarisini tahmin etmede biiyilik kolaylik saglar. Daha genis bir vizyon ile bakildiginda
yapilan tedavilerde, IVF sonucu basarisiz olgularin folikiil sivisi iginde bulunan
molekiillerin, spesifik miktarin1 degistirerek olumlu sonuglar alinabilir. Bdoyle
uygulamalar oosit gelisimini, sayisini, miyotik maturasyonu, fertilizasyonu, embriyo
kalitesini ve gebeligi etkileyebilir.3082

Folikiil sivis1 igeriginin biyokimyasal bilesimini, proteinler, sekerler, ROS,
antioksidanlar ve hormonlar olusturur. Bu bilesimlerden ROS ve antioksidanlarin
infertilite ile baglantis1 son zamanlarda biiyiik ilgi uyandirmistir.3® Oksidatif stresin
embriyo gelisiminde, mitokondrial degisikliklerde, artmis MDA ile blastomer sayisinin
azaldigma dair calismalar yapilmistir.3* Son zamanlarda oksidan-antioksidan
parametrelerden MDA, TOS, SOD, GSH, TAS gibi belirteglerin IVF sonuglart ile iligkisi
biiyiik ilgi uyandirmistir,8384
Yaptigimiz bu ¢alismada IVF tedavisi alan hastalarin folikiil sivilarinda, oksidan-

antioksidan seviyeleri biyokimyasal olarak degerlendirildi ve bu degerlendirmeler

dahilinde immiinohistokimyasal olarak kumulus hiicrelerindeki Kaspaz 3 ve mTOR
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yolagi ile iliskileri arastirildi. Daha 6nceki ¢calismalardan farkli olarak, bu sonuglarin 35
yas alt1 hastalardaki oosit sayisi ile iliskisi degerlendirildi.

Oksidatif stres belirteglerinden en énemlilerinden birisi lipid peroksidasyonudur.
Lipid peroksidasyonunun belirteci olan MDA hiicrenin biitiinliigiine zarar verebilir.
MDA, peroksidasyon diizeyini 6l¢gmek i¢in hem kolay tayin edilebilen hemde en ¢ok
kullanilan parametredir.®®

Daha once yapilan galismalarda endometriozisli hastalarda serum ve folikiiler
stvida MDA diizeylerinin erkek infertilite faktorlii hastalara gore anlaml derecede yiiksek
oldugu goriilmiistiir.3*8 Bir baska calismada ise folikiiler stvida MDA seviyesi ile gebelik
oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin olmadig1 gosterilmistir.®’
Yalgikaya ve ark.”” yaptigi calismada MDA, fertilizasyon ve Grade A embriyolar
arasinda pozitif korelasyon bulmustur. Yine bir baska calismada endometriozisli
hastalarin MDA seviyesi agiklanamayan infertilite hastalarindan yiiksek bulunmustur.3!
Pasqualotto ve ark.® yaptiklar1 ¢alismada MDA seviyesi ile embriyo kalitesi ve gebelik
arasinda bir korelasyon bulamamuslardir. Karakaya ve ark.®® yaptiklari bir ¢alismada 35
yas Ustil hastalarda 00sit sayisi1 5°in altinda olan hasta grubunda, normal (5-20 arasinda)
ve yliksek (>20) olan gruplara kiyasla MDA seviyesini daha yiiksek bulduklarini ifade
etmislerdir. Agarwal ve ark.3 gebelik oranlar1 ile MDA seviyesi arasinda pozitif
korelasyon bulmustur. Calismamizda gebe olan hastalarimizin MDA seviyeleri ile
gebe olmayanlar arasinda istatistiksel bir anlamlik olmasa da gebe olanlarda sayisal bir
artis gozlendi (p>0,05). Oosit verimliligine gore yaptigimiz karsilagtirmada ise over
rezervi zayif olan Grup 1 hastalarinin Grup 2 ve Grup 3 gruplarina gore MDA seviyesi
yiiksek bulundu (p<0,05). Grup 2 hastalarina baktigimizda MDA seviyesi Grup 3
grubundaki hastalardan anlamli derecede yiiksek idi (p<0,05). Ozetle, sonuglarimiz

folikiil sivisindaki yiiksek lipid peroksidasyonunun IVF parametrelerinden oosit sayisi ile
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bir etkisi olabilecegini gostermektedir. Hiicrede ROS artis1 mitokondrilerin ATP
ihtiyacinin artmasma dayanir ve buna bagli olarak bu artisin MDA’y1 artirdigi
diistintilebilir. ROS dengesizligi folikiilogenezin fizyolojik isleyisi degil de, azalmis
folikiilogenezin sonucu olabilir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak ¢alismamizdaki azalmis
oosit sayisi ile bu hastalarin MDA seviyesinin yiiksek bulunmasini benzer mantikla
aciklayabiliriz.

TOS ve TAS olgiimleri tam olarak bilinmeyen oksidan ve antioksidan tiirlerini
icerebilir. Bu iki parametreyi 6lgmek, bireysel olarak antioksidan ve oksidan enzimlerini
dlgmekten daha ¢ok avantaj saglayabilir. Ozellikle TOS’un TAS’a oran1 oksidatif stresi
belirlemede rol oynayabilir.® Total antioksidan kapasitesi, hiicresel komponentlerin
korunmasinda rol oynar. Kandamisy ve ark.®! yaptig1 calismada kadin kaynakli infertilite
hastalarinda TAS seviyesini erkek kaynakli hastalara goére daha diisiik bulmustur. Bagka
bir ¢alismada ise agiklanamayan infertilite ve tubal faktorlii hastalarda TAS seviyesinin
endometriozisle iligkili bulundugu belirtilmistir.®> Oyawoye ve ark.*® yaptiklar1 bir
caligmada, TAS miktarmin embriyo gelisimi ve diisiik fertilizasyonlu hastalarda
azaldigini fakat istatiksel olarak anlamli olmadigini gosterdiler. Bu yiizden; diisiik total
antioksidan kapasitesinin disiik fertilizasyon potansiyelinin bir belirteci oldugu sonucuna
vardilar.

Bizim g¢alismamizdaki sonuglarimiza gore folikiil sivisinda dlgiilen TAS ile hem
oosit sayist ve hem de gebelik arasinda istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi (p>0,05).
TOS seviyesinde de gebe olan ve olmayan hastalar arasinda istatistiksel bir farklilik
gbzlenmedi (p>0,05). TOS seviyesi oosit sayisina gore karsilastirildiginda Grup 1’de
artmis olarak izlendi (p<0,05). Diger iki grup arasinda istatistiksel bir anlamlilik
goriilmedi (p>0,05). Bu sonug¢ TOS seviyesindeki yiiksekligin artmig ROS seviyesinden

kaynaklanabilecegini diislindiirdii.
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Ovaryum yaslanmasiin artmis oksidatif stres sebepli oldugu diisiiniilmektedir.
Folikiil sivisinda oosit ve embriyoyu oksidatif stresten korumak igin reaktif oksijenleri
siipiiren antioksidanlar mevcuttur.®*% Bu antioksidanlardan SOD’ un H20; yi bastirmas1
sayesinde hiicreyi koruma rolii vardir. SOD enzimi germinal vezikiil ve metefaz 2
asamasinda olmasi oosit maturasyonunda onemli oldugunu gosterir. Yapilan hayvan
caligmalarinda SOD artisinin HCG ile uyarilmis ovulasyonu inhibe edebilecegi ve asiri
ekspresyonun folikiiler atrezide etkili olabilecegi ortaya konmustur.?®-% A¢iklanamayan
infertiliteli hastalarin SOD seviyesi erkek kaynakli infertilite hastalardan yiiksek
cikmistir. Ayni sekilde Polikistik Over Sendromlu (PCOS) ve endometriozisli hastalarin
SOD seviyesi kontrolden yiiksek ¢ikmistir.®® Sabatini ve ark.®® yaptiklar1 calismalarin
SOD aktivitesi ve oosit dollenme kapasitesi arasinda pozitif korelasyon oldugunu
bildirmislerdir. Carbone ve ark.* yaptiklar1 ¢calismada yasli kadinlarda SOD seviyesinin
yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir. Karakaya ve ark.®® over rezervi diisiik olan
hastalarda SOD seviyesini normalden diisiik bulmuslardir. Pekel ve ark.*® yaptiklari
calismada kadin kaynakli infertilite hastalarinda SOD seviyesi kontrolden yiiksek
bulmuslardir. Yasl hastalarda yapilan baska bir ¢alismada GSH’da azalma SOD da artis
gdzlenmistir.%® Literatiir® ile paralellik arz eden bizim ¢alismamizda da Grup 1°e ait SOD
aktivitesi sonuglart diger iki gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik
bulunmustur (p<0,05). Grup 2’deki SOD degeri de Grup 3’e kiyasla anlamli derecede
distiktii (p<0,05). Bu durumun artan lipid peroksidasyonuna karst SOD siipiiriiciisiiniin
titkenmesi sonucu oldugu kanisina varildi.

Folikiil sivisindaki oksidanlar1 dengede tutmak ve bu yolla oositi korumak i¢in, bu
oksidanlar1 yakaliyicilar vardir. Bu yakalayicilardan GSH endojen kaynakhi
antioksidandir. GSH antioksidani, embriyoda proniikleuslarin lokalizasyonu sirasinda

disiilfit baglariin ¢oziilmesinde, oosit ve embriyo i¢in olusturulan kiiltiir ortamlarinda
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embriyo gelisimine katkida bulunan ve 00sit sitoplazmik maturasyonda gorev alan 6nemli
bir siipiiriiciidiir.'® GSH ve IVF sonuglari ile ilgili literatiirde ¢ok az calismaya yer

k 101

verilmistir. Daha 6nce Ebisch ve ar yaptiklar1 ¢alismada GSH ile folikiil biiyiikligii

arasinda bir oranti bulamamislardir. Bagka bir ¢alismada ise gebe ve gebe olmayanlar

® Yapilan diger bir ¢alismada oositlerin

arasinda da fark bulanamamuistir.
olgunlasmasinda GSH uygulanmasinin olumlu etkileri oldugu ortaya koyulmustur.'%2
Yalc¢inkaya ve ark.”” yaptiklar ¢alismada GSH seviyesinin gebe olanlar ve olmayanlar
arasinda fark bulamamaislardir.

Bizim galismamizin sonuglarinda ise; folikiiler sividaki GSH seviyeleri ile 00sit
sayisi arasinda anlamli bir iliskiye rastlanmadi. Gebe kalan kadinlarla kalmayanlar
arasinda GSH seviyeleri karsilastirildiginda; literatiirle’” uyumlu olarak iki grup arasinda
anlamli bir fark goériilmedi. Bu sonug¢ bizde, hiicre i¢i diizeylere kiyasla folikiiler sivida
nispeten diisiik GSH diizeylerinin oldugunu diistindiirdi.

Folikiil s1vis1 yaninda, oositle iki yonlii parakrin tip neksus baglantilariyla iligki
kuran kumulus hiicreleri de, oosit gelisiminde biiyiik éneme sahiptir.1®® Bu kompleks
oosit gelisiminde radikal rol oynar. Kumulus hiicreleri, oosit hiicresine ATP {iretimi i¢in
besin saglar. Bu nedenle kumulus hiicreleri mitokondrial degisiklikler i¢in 6nemli bir
olgudur. Oksidatif stres kumulus hiicre apopitozuna da katkida bulunur. Bu nedenle,
kumulus hiicrelerini oksidatif stresle indiiklenen apopitoza karsi koruma, iireme
yaslanmasimin tedavisinde biiyiik iyilestirici etkiye sahip olabilir.!® Oosit kalitesini
degerlendirmek i¢in heniiz kabul goren daha detayli bir yontem bulunamamigtir. Genelde
degerlendirmeler morfolojik olarak  yapilmistir.  Ancak sadece morfolojinin
degerlendirildigi ¢alismalarin yeterli olmadigi sonucuna varilarak, otorlerce kumulus
hiicre apopitoz oranlarmin IVF basarisinin belirlenmesinde potansiyel bir belirteg

olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bundan dolay1 infertil kisilerin kumulus hiicrelerinin sadece
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morfolojik degerlendirilmesinin IVF basarisin1 belirlemede eksik kaldigr kanisina
vartlmistir. Ayrica kumulus hiicrelerinin apopitoz ve boliinme hizinin 0osit Kalitesi, sayisi
ve gebelik oranlarmi tahmin etmede 6nemli olabilecegi ileri siiriilmiistiir, 1010

Apopitoz memelilerde folikiiler atrezi ve ovulasyon sonrasi regresyondaki temel
mekanizmalardan biridir. Apopitoz fragmante embriyoya neden olur ve potansiyel
implantasyonu smnirlar. Bu durum kétii fertilizasyon sonuglarma neden olur.07:108
Kumulus hiicrelerindeki apopitoz miktarinin IVF sonuglarini etkileyebilecegini bildiren
calismalar meveuttur.1%! Dogan ve ark.! yaptiklar1 calismada metafaz 2 asamasindaki
oositin kumulus hiicresindeki apopitoz oraninin olgun olmayan oosite gore diisiik
oldugunu gozlemlemislerdir. Ayrica fertilize olan hastalarin kumulus hiicrelerindeki
apopitoz oraninin fertilize olamayanlardan daha diisiikk oldugu goriilmiistiir. Embriyo
kalitesi ve zona pellusida kalinlig1 ile kumulus hiicrelerinin apopitozu arasinda higbir
baglant1 gézlenmemistir.}'* Ayrica fertilize olan metafaz Il oositleri ile fertilize olmayan
metafaz Il oositlerin apopitoz orani incelendiginde fertilize olmayan ooositlerde bu oran
daha yiiksek bulunmustur ®! Yas karsilastirmal1 bir ¢alismada ise 35 yas iistii hastalarda
apopitoz hiicre yogunlugunda 35 yas altindakilere gére artis gdzlenmistir.*'* Lee ve ark.'
graniiloza hiicrelerindeki apopitozun, over rezervinin anlasilmasinda yardimer oldugunu
belirtmislerdir. Yine bu ¢alismada 40 yas ve lizeri hastalarda apopitoz oraninin arttigi
gdzlenmistir.1°

Calismamizda indirekt immunohistokimya metodu kullanilarak kumulus
hiicrelerindeki kaspaz 3 yogunlugu arastirildi. Grup 1°de apopitotik immiinoreaktivitenin
diger gruplara gore daha fazla oldugu goriildii. Grup 2 ve Grup 3’ e ait yaymalarda ise

benzer bir boyanma gozlendi. Bu sonuglarla, Grup 1°de apopitozun sebebinin artmis

MDA olabilecegi diistiniildii. Bununla birlikte, bu sorunu aydinlatmak amaciyla daha ileri
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calismalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varildi. Gebe olan ve olmayan hastalarimiza
ait yayma preparatlarda kaspaz 3 immiinoreaktivitesi benzerdi.

Kumulus hiicre apopitozunda mTOR un rolii belirsizligini korumaktadir. mTOR,
oosit gelisimi, mitoz ve mayoz boliinmede, enerji dengesinde etkili bir molekiildiir.'*?
MTOR kumulus hiicrelerinin ¢ogalmasinda etken rol oynayarak oosit gelisimini etkiler.
Kumulus hiicrelerindeki mTOR, oosit gelisim yeterliligini korumak i¢in gereklidir.
Yapilan ¢alismalarda mTOR’un kumulus hiicrelerinin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi ve
kumulus hiicrelerinin  transkripsiyon  biitlinliiglinli korumada gorev  yaptigi
vurgulanmaktadir.** Ayrica kumulus hiicreleri kolesterol biyogenezine katkida bulunur.
Boylece implantasyon sirasinda yetersiz olan kolesterole katkida bulunarak tutunmayi
kolaylastirir.**!* Daha énce PCOS'lu farelerde yapilan bir calismada mTOR graniiloza
hiicrelerinde immiinohistokimyasal olarak gosterilmis ve PCOS’lu hastalarda pozitif
reaksiyon veren hiicre yogunlugunun daha fazla oldugu bulunmustur. Bu durum,
mTOR un artan graniiloza hiicrelerinden sorumlu oldugunu diisiindiirmiistiir.*® Bir baska
caligmada rapamisin muamele edilen hastalarda apopitoz ve ROS diisiik olarak tespit
edilmistir.*® Rapamisinin blastokistin diizelmesine katkida bulundugu ve ayn1 zamanda
MTOR ve ROS’un yaglanma igin gerekli oldugu ortaya konmustur. Rapamisin tedavisi
mTOR’un protein sentezini azaltmaktadir. Rapamisin reaktif oksijeni azaltarak mTOR‘u
modiile eder ve apopitozu diisiiriir.116-118

Bizim ¢alismamizda ise Grup 1 hastalarina ait yayma preparatlarda mTOR
immiinoreaktivitesi daha yogun olarak izlendi. Diger iki grupta da mTOR
immiinoreaktivitesi agisindan fark oldugu izlendi. Grup 2’deki yaymalarda orta derecede
bir boyanma varken 20°nin {izerinde oosite sahip Grup 3’de hafif bir immiinoreaktivite
tespit edildi. Gebe olanlarlar ile olmayanlar arasinda ise mMTOR immiinoreaktivitesi

acisindan fark gozlenmedi.
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Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular 1s18inda, kumulus hiicrelerinde goriilen

apopitoz ve mTOR ekspresyonunun birbirleri ile iliskili olabilecegi sonucuna varildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Oksidatif stres infertilitede Onemli rol oynar. Folikiil sivisindaki oksidan-
antioksidan degisimi, oosit sayisi ve ICSI basarisini etkiler. Bu parametrelerin degisimi
IVF basarisini artirabilecegi gibi kotii sonuglar da dogurabilir.

Bizim ¢alismamizda folikiil sivisinda tespit edilen MDA ve antioksidan miktari
ile gebelik sonucu ag¢isindan her iki durumda da 6nemli bir fark saptanmadi. Fakat MDA
ve antioksidan miktarinin oosit sayisini etkiledigi sonucuna varidi.

Calismamizda kumulus hiicrelerindeki apopitoz ve mTOR pozitif hiicre
yogunlugu arasinda paralel bir iliski oldugu gézlendi. Kumulus hiicre apopitozunun ve
MTOR reaksiyonunun artmasinin oosit sayisini Olumsuz yonde etkileyebilecegi
diigiiniildi. Ayrica oksidatif strese, mTOR "un kaspaz 3 yolu etkinliginde artisa yol agarak
katkida bulunabilecegi sonucuna varildi

Sonuglarimizin IVF merkezlerinde tedavi sonuglarii tahmin etmek i¢in belirteg
olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. IVF dongiilerinde oosit say1 ve kalitesinde ne
tek basima kumulus hiicrelerinin apopitoz orani ne de tek basina oksidatif stres etkendir.
Bu kriterlerin iligkisini degerlendirmek i¢in homojen ve daha fazla hasta gruplarinda,
giivenilirligi kanitlanmis baska calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica ¢galismamizin
ozellikle antioksidanlar ve mTOR inhibitérlerinin tedavide kullanilmasi konusunda

yapilacak caligsmalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.
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