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OZET

Infertilite, diinya genelinde ¢iftlerin %10-15"ini etkileyen énemli bir saglik sorunudur. Bu
tez caligmasinda, farkli infertilite tanilarina sahip kadinlardan elde edilen kumulus
hiicrelerinde Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF), Biiyiime Farklilasma Faktorii-9 (GDF-9)
ve Kemik Morfogenetik Protein-15 (BMP-15) seviyelerinin immiinohistokimyasal olarak
boyanip klinik veriler ile birlikte incelenmesi amaglanmistir. Ayrica ayni1 hiicre gruplarinda
apoptoz seviyeleri "dUTP nick end" etiketleme (TUNEL) yontemi ile analiz edilmistir.
Arastirmaya erkek faktor infertilitesi, Polikistik Over Sendromu (PCOS), endometriozis,
diisiik over rezervi (DOR), agiklanamayan infertilite ve ileri kadin yas1 tanis1 almig toplam
60 infertil birey dahil edilmistir. Her bir gruptan 10 kadin yer almistir. Kumulus hiicreleri, in
vitro fertilizasyon (IVF) tedavisi sirasinda elde edilmistir. Elde edilen bulgular, siklus
parametreleri ile istatistiksel olarak degerlendirilmis ve karsilastirilmistir. Calismanin
sonuglari, farkli etiyolojik nedenlere sahip infertil bireylerde kumulus hiicre verilerinin ve
siklus parametrelerinin farkliliklarin1 ortaya koymustur. PCOS ve ileri kadin yasi
gruplarinda EGF seviyelerinin belirgin sekilde yiliksek oldugu gozlemlenmistir.
Endometriozis ve DOR gruplarinda EGF seviyeleri daha diisiik bulunmustur. GDF-9
seviyeleri PCOS grubunda artis gosterirken, DOR grubunda belirgin bir azalma
gozlemlenmistir. BMP-15 seviyeleri endometriozis grubunda yiiksek bulunurken,
aciklanamayan infertilite grubunda daha diisiik seviyelerde tespit edilmistir. TUNEL analizi
sonuglarina gore, DOR ve ileri kadin yas1 gruplarinda apoptoz oranlarinin yiiksek oldugu
saptanmistir. PCOS ve endometriozis gruplarinda apoptoz oranlarinin daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Bu c¢alisma, infertilite tedavilerinde kullanilan kumulus hiicrelerinin
biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerinin, farkli infertilite tanilarina sahip kadinlar arasinda
degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur. Bu bulgular, 6zellikle IVF tedavilerinde daha
basarili sonuclar elde edebilmek i¢in kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin Oonemini
vurgulamaktadir.
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ABSTRACT

Infertility is a serious health issue affecting 10-15% of couples worldwide that are in ned of
Assisted Reproductive Technologies (ART) to be able to reproduce. One of the critical steps
in ART is controlled ovarian hyperstimulation (COH) to achieve numerous competent
oocytes to obtain embryos. However, although there are various non-invasive tests to assess
the competence of oocytes, to-date their clinical utilization has been limited. One of those
approaches is to investigate the cumulus cells to assess oocyte competence. This thesis aims
to investigate the levels of Epidermal Growth Factor (EGF), Growth Differentiation Factor-
9 (GDF-9), and Bone Morphogenetic Protein-15 (BMP-15) in cumulus cells obtained from
women with different infertility diagnoses. Additionally, the levels of apoptosis in these cells
were analysed using the "dUTP nick end" labelling (TUNEL) method. Total of 60 women
with different diagnoses were included in the study to examine the levels of EGF, GDF-9,
BMP-15, and apoptosis of cumulus cells and those outcomes were correlated with clinical
outcomes. ART cycles involving male factor infertility, Polycystic Ovary Syndrome (PCOS),
endometriosis, diminished ovarian reserve (DOR), unexplained infertility, and advanced
maternal age were investigated in this thesis. Ten women from each group were included,
and cumulus cells were collected during IVF treatment for analysis. EGF levels were found
to be high in women with PCOS and advanced age. EGF levels were lower in women with
endometriosis and DOR. GDF-9 levels increased in the PCOS group, while they decreased
in the DOR group. BMP-15 levels were high in the endometriosis group and low in the
unexplained infertility group. According to TUNEL analysis, the apoptosis rates were high
in women with DOR and advanced age. Apoptosis rates were lower in the PCOS and
endometriosis groups. This study demonstrates that the biochemical and molecular
characteristics of cumulus cells used in infertility treatments vary significantly among
women with different diagnoses. These findings underscore the importance of personalized
treatment strategies to achieve more successful outcomes in IVF treatments.
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1. GIRIS

Infertilite, 1 yillik diizenli korunmasiz cinsel iliskiden sonra klinik bir gebelik elde
edilememesi olarak tanimlanan bir hastaliktir [1]. Global olarak infertilite insidansi
incelendiginde metodolojik farklar ile yaklasik 48,5 ile 72,4 milyon c¢iftin infertilite ile
miicadele ettigi diisiiniilmektedir [2, 3]. Infertilite prevalansi ise iireme ¢agindaki ¢iftlere
gore %12,6-17,5 araliginda degismektedir [4]. Bu sorunu yasayan ciftler farkli tedavi
modaliteleriyle infertilite sorunlarma ¢6ziim bulabilmektedir. Ulkemiz incelendiginde bu
oran evli ciftlerde yaklasik olarak 9%10-20 araliginda oldugu ifade edilmektedir [5].
Hacettepe tiniversitesi tarafindan yiiriitiilen ¢caligmalara gore Tiirkiye dogurganlik katsayisi
yillar igerisinde diisiis gostermektedir [6]. TNSA verilerine gore 1993 yilinda Tiirkiye geneli
dogurganlik kat sayisi 2.7 iken 2018 yil1 verilerine gore bu oran 2.3 seviyesi diismiis
bulunmaktadir [6]. Dogurganlik katsayisindaki bu diisiis sadece kisirlik sebepleri ile
aciklanamayacak olup sosyoekonomik parametrelerin de bu tablodaki paymin biiyiik
olabilecegi unutulmamalidir. Gelecekte ise, mevut literatiir 1s18inda Ozellikle bati
cografyasinda kisirlik insidansinin artacagi ve Yardimli Ureme Teknolojileri (YUT) ne olan

ihtiyacin artacagi tahmin edilmektedir [7].

YUT kapsaminda infertilite etiyolojisine gore degisiklik gdsteren inseminasyon metotlari
bulunmaktadir. Bunlar, i) Intrauterin inseminasyon (IUI), ii) In-vitro Fertilizasyon (IVF) ve
iii) Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) olarak smiflandirilabilir. TUI tedavi
biciminde fallop tiiplerin acik olmas1 ve erkek faktor infertilite sebeplerinin bulunmamasi
onemlidir. IVF tedavi big¢imi ise tubal faktor infertilitede kullanilmasi gereken bir tedavi
bi¢imi olmakla birlikte eger erkek faktorii bulunuyorsa ICSI tedavisi tercih edilmelidir. [IVF
ve ICSI inseminasyon tedavilerindeki temel felsefe ise belirli asamaya gelmis follikiillerden
aspire edilen oositlerin laboratuvar ortaminda gerek IVF gerekse ICSI metotlariyla
dollendikten sonra, in vitro kiiltlir sartlarinda gelistirilip embriyo haline geldikten sonra
intrauterin kaviteye transferidir. YUT islemleri, maliyetli olmasmin yani sira, genellikle
zaman alici, fiziksel ve duygusal olarak zorlayici ve klinik basar1 agisindan da belirsizdir [8-
10]. Gegmisten giiniimiize incelendiginde, YUT tedavilerinin basari sanslar1 diger tip dallar:
ile kiyaslandiginda gerek jinekolojik gerekse klinik embriyolojik tiim teknolojik gelismelere
ragmen diisiik kalmaktadir [7]. YUT kapsaminda uygulanan taze embriyo transferi (TET) ve
dondurulmus embriyo transferi (DET) islemlerini 1997-2019 yillar1 arasinda Avrupa’da

inceleyen c¢alismada yillar igerisinde basar1 oranlarinda bir artis saglandig1 gosterilmistir [7].
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Klinik basaridaki bu artisin belirli sebepleri bulunmaktadir. Bunlar, YUT kapsaminda
kullanilan gonadotropin ve diger “controlled ovarian hyperstimulation (KOH)” amaclh
ilaglardaki gelismeler, in vitro gamet ve embriyo Kkiiltiiri i¢in kullanilan kiiltir
ortamlarindaki gelismeler ve uzatilmis in vitro kiiltiir kullanimi olarak 6zetlenebilir. Fakat,
ozellikle son 10 y1l incelendiginde TET ve DET islemlerinde basar1 sanslarinda plato grafigi
izlenmektedir [7]. Dolayis1 ile, mevcut teknolojik gelismeler 1s18inda klinik basariy1
arttirabilmek icin izlenebilecek stratejiler arasinda daha kompetan oosit elde edilmesi ve
daha kompetan embriyonun segilebilmesi bulunmaktadir. Ozellikle kadmn iireme
sistemindeki patolojiler varliginda bu ihtiya¢ daha da 6nem kazanmaktadir. Polikistik over
sendromu (PCOS), disik over rezervi (DOR) ve endometriozis gibi hormonel
dengesizliklerle karakterize durumlarda bahsi gecen KOH ve gamet/embriyo secimi

girigsimleri daha da 6nemli olmaktadir.

Ureme ¢agindaki kadinlarda en yaygin endokrin sistem rahatsizliklarindan biri PCOS veya
hiperandrojenik anovulasyon (HA) veya Stein-Leventhal sendromu olarak da bilinen bu
kronik ve heterojen bozukluk, adet diizensizligi, kisirlik, hirsutizm, akne ve obezite gibi
komplikasyonlarin varlig1 ile karakterize bir sendromdur [11, 12]. PCOS, en az bir
yumurtaligin hacimsel olarak 10 ml’den biiylik ve en az bir yumurtaligin tahmini on adet
kii¢iik kisti oldugu durumlarda teshis edilir [13]. Genellikle yasam kalitesini 6nemli 6l¢iide
azaltan komplikasyonlar gelistik¢e teshis edilir (6rnegin, alopesi, akne ve kisirlikla ilgili
sorunlar, [14]). Diinya ¢apinda, iireme ¢agindaki kadinlarin %4-10'unun PCOS'yla yasadigi
tahmin edilmektedir [11]. WHO tarafindan 2012 yilindan yayimlanan rapora gére PCOS'un
diinya genelinde 116 milyon kadini (%3,4) etkiledigini tahmin etmektedir [15]. Bu yliksek
prevalans, oviilasyon ve menstriiasyon diizensizlikleri, kisirlik, sa¢ dokiilmesi ve metabolik
sorunlarla iliskili olmasi, PCOS'un 6nemli finansal yiikiinii vurgular [12, 14]. PKOS her
yasta, menarsla itibariyle gortilebilir, ancak vakalarin ¢ogu 20-30 yaslar1 arasinda tani alir
[16]. Son arastirmalar, PCOS'un geleneksel olarak sadece yetiskin kadinlar1 etkileyen bir
bozukluk oldugunu gostermekle birlikte, intraiiterin yasam sirasinda ortaya ¢ikan ve omiir
boyu siiren bir sendrom oldugunu ortaya koymaktadir [17]. Bu ¢ok faktorli bozuklugun tam
nedeni bilinmemekle birlikte, kalitsal ve g¢evresel faktorlerin kombinasyonunun 6nemli
roller oynadig1 diisiiniilmektedir. PCOS'un patofizyolojisi, hormonal dengesizlik, kronik
diisiik dereceli inflamasyon, insiilin direnci ve hiperandrojenizmle ilgilidir ve sonug olarak
follikiilogenez siiregleri bozulmakla birlikte endometriyal kanser ve tip II diyabet gibi iliskili

eslik eden hastaliklarin riskini artirir [18]. Uluslararasi onerilere gore, PKOS tanisi i¢in



kullanilan {i¢ ana faktér hiperandrojenizm, over morfolojisi ve anovulasyondur [18].
Cografya, diyet, sosyoekonomik durum ve gevresel kirleticiler de dahil olmak {izere ¢esitli
cevresel faktorler, PCOS'un gelisimine, ortaya ¢ikmasina ve ilerlemesine katkida bulunabilir
[19]. PCOS'ta, bozulmus follikiilogenez, hiperandrojenik durumla baglar [20]. Asir1 serbest

M

testosteron, hipotalamustan “gonadotropin releasing hormone (GnRH)'nin yiiksek darbe
frekansli salinimini artirirken, hipofizden gonadotropin hormonunun salinimini artirir.
Ayrica, luteinize edici hormon, yumurtalik teka hiicrelerinde androjen iiretimini tesvik
ederken, folikiiler uyarict1 hormon, androjenleri dstrojenlere doniistiirmek i¢in yumurtalik
graniiloza hiicrelerinde etki gosterir. Bu hipotalamik-hipofizer-yumurtalik ekseninin
dengesizligi, PCOS'lu kadinlarda asir1 bir orana yol agar [21]. Sonug olarak, yumurtalik
islevi bozulur ve gelismekte olan follikiiller erken bir asamada durur, bu da kiiciik,
olgunlagmamis folikiillerin bolluguna yol acar. Kiigiik folikiillerin asir1 iiretimi, FSH
indiiklemeli aromataz aktivitesini inhibe eder ve folikiiler gelisimi engeller, bu da yumurtalik
hasarina yol agar [20]. Bu gelismemis folikiiller, PCOS adinin temelidir. Biiyiiyen
folikiillerin morfolojisi, say1, boyut ve olgunluk acisindan heterojendir. Ancak bu fazla
folikdiller, tam olarak gelismemis ve yetkin bir yumurta olma potansiyeline ulasmadiklar
icin 1iyi kalitede folikiilleri temsil etmezler. Dolayisiyla, bu durumda follikiiler arrest’i
arttirirlar [20, 21]. Bu sebeple, graniiloza (kumulus) hiicrelerinin molekiiler belirtegleri,

yumurta kalitesini degerlendirmek i¢in potansiyel olarak giivenilir bir aragtir [22].

DOR genel saglik iizerine etkileri ve tedavisi hakkinda yeterince bilgi mevcut degildir.
Bununla birlikte, DOR'un yaslanma, genetik ve cevresel faktorlerden -etkilendigini
bilinmektedir [23, 24]. Ayrica, DOR'un geri doniissiiz oldugunu ve YUT kapsaminda KOH
stimiilasyonun DOR'u olan kadinlar igin yeterince etkili olmadig1 bilinmektedir. DOR,
oositlerin kalitesini ve sayisim azalmasiyla birlikte sonug¢ olarak YUT igin kotii bir
prognostik faktor teskil eder [25]. Yas, stres, yasam tarzi vb. gibi bazi faktdrler DOR'a neden
olur. Bu faktorlerden, yas DOR'a en yaygin neden olan faktordiir [25]. Anormal over
vaskiilarizasyonun, serbest radikal dengesinin sebep actiit REDOX dengesinin bozulmast,
toksik maddelere maruziyet ve genetik degisimler yumurta kalitesi ve sayisini etkileyip
anormal sub-optimal klinik parametrelerin goriilmesine sebep olabilmektedir. Buna benzer
sebeplerle, IVF sikluslarinda artan siklus iptali oranlar1 ve diisiik gebelik oranlar1 DOR ile
iliskilendirilmistir [26]. DOR, oositlerin miktar ve kalitesinde bir azalma ile karakterizedir
[27]. Diizenli olarak adet goren, primer olarak ovulatuar dongiilere sahip olan ilireme

cagindaki kadinlari, yasitlarina gore daha diisiik dogurganlik veya uyarim yanitlar1 olan



kadinlar1 tanimlamak i¢in kullanilabilir [28]. Erken over yetmezliginden veya menopozdan
farklidir. Bir kadinin kronolojik yasinin disindaki diger faktorler, over rezervindeki oosit
sayisin1 etkiler. Son arastirmalar, DOR'un nedeni ile YUT basaris1 arasinda bir iliski
oldugunu gostermektedir [28]. KOH sonucunda normal over rezervine sahip kadinlarla
kiyaslandiginda daha az yumurta alinmasina neden olan anormal derecede diisiik follikiiler
yanitla sonuglanabilir [26]. Bu, zayif over yamit1 (POR) olarak bilinir. Avrupa insan Ureme
ve Embriyoloji Dernegi (ESHRE) tarafindan, POR'u tanimlamak i¢in Bologna kriterleri
yayimlanmistir [29].

Endometriozis, lireme ¢agindaki kadinlarda kronik agridan kisirliga kadar ¢esitli sorunlara
yol agan ve yasam kalitesini diisliren bir durumdur. Bu durum, oncelikle pelvik bolgede,
ancak yalnizca burada sinirh kalmamak kaydiyla, dstrojen bagimli stroma ve endometrial
bezlerin varlig: ile karakterizedir [30]. Kesin bir tan1 i¢in cerrahi gorsellestirmenin gerekli
olmasi nedeniyle, hastaligin prevalansini ve insidansini kesin olarak degerlendirmek zordur
[31]. Endometriozis prevalansi %5 olarak tahmin edilmekte olup, 25-35 yas araliginda en
yiiksek seviyeye ulagsmaktadir [32]. 15-49 yaslar1 arasindaki kadinlar arasinda yillik insidans
%0.1 olarak tahmin edilmektedir [33], bu da dénemli saglik harcamalarina yol agmaktadir
(kadin basina yillik ortalama maliyet €9579 olarak tahmin edilmistir, [34]). Endometriozis
ve kisirlik arasindaki iliskinin kesin bir neden-sonu¢ baglantisi olarak hala tartismali
olmasina ragmen, klinik olarak tanm1 ve tedavileri tip literatiirlinde kapsamli bir sekilde
desteklenmektedir [35]. Gilinlimiizde endometriozisle iligkili kisirlik, yalnizca fallop
tiplerini ve buna bagli olarak embriyo transportunu degil, ayn1 zamanda normal
endometriumu da etkileyen degismis immiinite ve genetikle ilgili sorunlarla kars1 karsiya
olan ¢ok faktdrlii bir sorun olarak goriilmektedir [36]. Bugline kadar, endometriozisin neden
oldugu kisirhigin tedavisi, ektopik endometrial lezyonlarin eksizyonu veya azaltilmasi ve
normal pelvik anatomisinin tibbi, cerrahi veya YUT araciligiyla yeniden saglanmasina
odaklanmustir [37]. Tibbi yaklasim, gnRH agonistleri ve oral kontraseptifler gibi cesitli
ilaglarla over fonksiyonunu engellemeyi hedefler [38]. Tibbi veya cerrahi girisimlerin
istenen sonucu vermemesi durumunda, YUT devreye girer [39]. IVF, 6zellikle tubal
fonksiyon bozuklugu, anormal peritoneal anatomi veya diger tedavi ydntemlerinin
basarisizlig1r durumunda, endometriozisle iligkili kisirlik yasayan hastalar i¢in ana tedavi
seceneklerinden biri oldugunu géstermistir [40]. Ozellikle endometrial dokunun ektopik
olarak overlerde lokalize oldugu endometrioma olgularindaki cerrahi girisimlerde, over

rezervi etkilenecegi icin YUT sonrasi gebelige ulasma siireleri onem kazanmaktadir. Bu



sebeple kompetan oositlerin ayirt edilmesi ve/veya kompetan embriyo secilmesi 6zellikle bu

hastalar agisindan onceliklidir [41].

Ileri maternal yas1 (AMA) kritik bir sosyal ve klinik sorundur. Giiniimiizde, ¢ocuk sahibi
olmay1 hayatlarinin ge¢ 30°lu-40’1l1 yaslarina kadar erteleyen kadinlarin orani, 6zellikle Bati
toplumlarinda, biiyiik dl¢lide artmistir [42, 43]. Bu durumun nedenleri arasinda artan egitim
ve kadin istihdamui, kariyer hedefleri, dogum kontrol yontemleri ve ebeveynligi destekleyen
sosyal tesviklerin azlig1. Tiim bunlara ek olarak, tiip bebek tedavisinin “yasla birlikte dogal
dogurganlik diisiisiinii telafi edebilecegi” seklinde yaygin ve yaniltici bir fikir yer almaktadir
[42]. Tip bebek tedavisinin kesin ¢Oziim saglayacagina dair yanlhis algi hem bilgi
eksikliginden hem de bu yontemin giderek artan popiilaritesinden kaynaklandigi
diisiiniilebilir. Bu egilim, 35 yasindan biiylik kadinlarin hamilelik arayisinda olmasiyla kars1
karsiya kalan ve bu yast AMA hastas1 kabul etmek icin bir sinir olarak belirleyen dogurganlik
uzmanlari i¢in zorlu bir durum yaratmaktadir [44]. Bu esik esas olarak genetik bir temele
dayanmaktadir: 35 yasindan biiyiik kadinlarda, embriyo andploidi orant menopoz Oncesi
40’11 yaslarin sonlarina kadar %30'luk temel iiretimden %90’a kadar dramatik bir artis
gostermektedir [45]. Ozellikle, 43 yasindan biiyiik kadinlarda kromozomal olarak normal bir
blastokist liretme sans1 %5 ten bile diisiik olabilir [46, 47]. Bu durum, bir yandan kronolojik
yasa bagli olarak over rezervinin kademeli olarak tiikenmesine, diger yandan ise canli dogum
iretebilme yetenegi olarak tanimlanan oosit/embriyo yetkinliginin kademeli olarak
azalmasina baglanabilir [48-50]. Bu genetik senaryonun nedenleri arasinda fonksiyonel
olmayan kohezinler [51], mayotik ig ipligi kontrol noktasinin azalmis hassashigt [52, 53],
telomer kisalmasi [54, 55] ve bozulmus mitokondriyal metabolik aktivite [56] gibi bir¢cok
stire¢ Onerilmektedir. Bu siireglerin tiimii dogrudan veya dolayli olarak dogru kromozom
segregasyonunda rol oynar ve dolayisiyla embriyo yetkinliginin modiile edilmesinde

etkilidir [50].

Yukarida bahsi gecen farkli etiyolojik infertilite nedenleri gerek tekil gerekse kombinasyon
olarak infertilite nedenlerinin yaklasik olarak %70’ini tanimlamaktadir. Geriye kalan
%30’luk hasta grubunda ise infertilite nedeni herhangi bir patolojiye veya anomaliye bagl
olmaksizin bulunabilmektedir. Kisirlik hastalig1 agisindan herhangi bir tan1 almamis bu hasta
grubuna aciklanamayan infertilite tanis1 getirilmistir [57, 58]. Bu tartismali tani, kadin ve
erkek iireme sistemlerinde herhangi bir anormallik tespit edilmediginde konulur.

Aciklanamayan infertilite, diger 'standart' arastirmalarin ardindan, diglama yoluyla konulan



bir teshistir. Ancak, tanisal incelemenin ortak bir standardizasyonu hala eksiktir. Uluslararast
Yardimer Ureme Teknolojilerini izleme Komitesi (ICMART), aciklanamayan infertiliteyi,
“goriniiste normal yumurtalik fonksiyonu, fallop tiipleri, rahim, serviks ve pelvis ile yeterli
cinsel iliski siklig1 olan giftlerde ve goriliniiste normal testis fonksiyonu, genito-iiriner

anatomi ve normal ejakiilat olan ¢iftlerde kisirlik” olarak tanimlamistir.

Planlanan bu tez ¢alismasinda IVF tedavisi amagli klinige basvuran erkek faktor infertilitesi
(10), PCOS (10), endometriozis (10), DOR (10), acgiklanamayan infertilite (10), ileri
maternal yas (10) tanis1 almis toplam 60 bireyden elde edilmis kumulus hiicre 6rneklerinde
EGF, GDF-9 ve BMP-15 degerleri immiinohistokimyasal olarak incelenmistir. Ayni hiicre
grubunda apoptoz seviyeleri “dUTP nick end” etiketleme (TUNEL) yontemi ile analiz
edilmistir. Elde edilen veriler siklus parametreleri ile istatistiki olarak degerlendirilmis ve
karsilastirilmistir. Farkli etiyolojiye sahip infertil bireylerde kumulus hiicre verileri ve siklus
parametrelerindeki farkliliklarin ortaya c¢ikarilmasi hedeflenmistir. Bu sayede farkl
etiyolojilerin patogenez siireclerindeki iliskiler ve farkliliklarin aydinlatilmas: ve siklus

¢iktilarinin incelenmesi planlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Primordial Germ Hiicrelerinin Gogii

Insanoglunun gelisimi ve soyunun devamlilif1 igin gerekli gametlerin (sperm ve oosit)
olusumu PGH olusumu ve farklilagsmasi asamalar1 ile olusmaktadir. Erken embriyonik
gelisimin yaklagik 2. haftasinda epiblast icerisinde gelisen PGH primitif ¢izgi boyunca
goclerine devam eder. Embriyonik gelisimin 3. haftasinda yolk kesesinin allantoise
duvarinda duraksar ve endoderm tabakasi hiicrelerinin arasina yerlesirler. Gelisimin 4.
haftasindan itibaren bagirsak mezenterinin dorsal tarafin boyunca pseudopodia yardimiyla
hareket edip 5. haftay:1 takiben primitif gonadlara lokalize olurlar. PGH ile gonadlarin
gelisimi arasinda “positive feedback” iliskisi bulunmaktadir. PGH’leri eger herhangi bir
sebeple genital sirtlara lokalize olmazlar ise primer ve sekonder gonadlar gelismezler.
Sayilar1 mitoz boliinme ile artan PGH hiicreleri prolifere olmaya devam ederler gametogenez
asamasina ilerlerler. Y kromozomu iizerinde bulunan SRY bdlgesi varliginda PGH hiicreleri
ilerde sperm hiicrelerinin koken aldigi spermatogonia hiicrelerine bagkalagirlar. Y
kromozomunun yoklugunda ise PGH hiicreleri proliferasyona devam edip oosit hiicrelerinin
koken aldig1 oogonia hiicrelerine baskalasirlar. Proliferasyon ve mayoz yolagina giris katsal
olarak devam etmekte oldugundan her iki overde gelisen 7x10° germ hiicresi olusur. Bu
sayinin pik noktasi prenatal gelisimin yaklasik 5. ayinda gerceklesir. Gelisimin 5. ayindan
sonra bu sayida bir diislis gozlemlenir ve 7. Aydan itibaren over ylizeyine yakin bulunmayan

oogoniumlarin biiyiik bir kism1 dejenerasyona ugrar [59-63].

2.2. Gametlerin Olgunlasmasi Sirasindaki Morfolojik Degisimler

Oosit Oncii hiicreleri olan oogonia hiicrelerinden olgun oosit hiicresine ulagincaya kadar olan
gelisim asamalari oogenez olarak adlandirilir. Gonadlara yerlesip oogonia hiicrelerine
farklilasan PGH’lerinden bir kismi mitotik bdliinme ile proliferasyona devam ederken bir
kisim oogonia hiicresi ise mayoz boliinme yolagina girip 1. mayozun bdliinmenin profaz
evresinde arreste ugrayip primer oosit yapisini olusturur. Primer oosit ise gelisimin 3. Ayinin
sonunda unilaminar bir yass1 hiicre tabakasi ¢evrelenmekte ve olusan bu yapiya primoriyal
follikiil ismi verilmektedir (Sekil 2.1, [59]). Bu asamada primordiyal follikiil i¢erisindeki
oosit, matiir bir oosit hiicresine kiyasla oldukea kiiciiktiir (yaklasik 30pum). Primer oositin

morfolojik ozellikleri incelendiginde, 0Ozellikle ince dagilmis kromatin, polarize



lokalizasyonlu bir niikleus ve bir veya daha fazla niikleolus yapist dikkat ¢ekmektedir.
Sitoplazma igerisinde Golgi membranlarinin ve vezikiillerinin, endoplazmik retikulumun,
cok sayida mitokonria ve lizozomlarin kiimelesmesi halinde gézlemlenen ve Balbiani
cisimcigi olarak adlandirilan yap1 bulunmaktadir. Bu yapiya ek olarak, kiigiik kiire sekilli
mitokondria ve ¢ok sayida kiigiik vezikiiller ile karakterize aniiler lameller sitoplazmada
irregiiler sekilde bulunurlar [64]. Ogonium hiicrelerinin ¢ogu mitoz ile boliinlip over
havuzunu genisletmeye devam ederken bir kisim hiicre Mayoz boliinmenin I evresinin
profaz asamasinda arreste ugrayarak primer oosit yapisini olusturur. Gelisimin 5. ayinda
overlerdeki germ hiicre sayis1 maksimum diizeyine yani yaklasik 7x10° sayisina
ulagmaktadir. Gelisimin 7. ayinda ise overlerdeki germ hiicre sayis1 azalmis ve aslinda over
ylizeyine yakin olanlar harici hemen hepsi dejenere olmustur. Dejenerasyona ugramayan
primer oositlerin timii artik Mayoz [’in profaz asamasinda arreste ugramis vaziyette
beklemektedir [59]. Erkek gametlerin gelisiminden farkli olarak ise primordiyal follikiil
sayis1 sabittir ve bundan sonra oogonia, primer oosit veya primordiyal follikiil sayisinda
proliferasyon gozlemlenmez. Erkeklerde ise spermatogonia hiicrelerinin bir kismi mayotik
yolaga girip spermatogenez ve sonrasinda spermiyogenez ile sperm yapimindan sorumlu

olurken, bir kisim spermatogonia hiicreleri ise prolifere olup cogalmaya devam ederler.

Sekil 2.1. Primordial follikiiliin yapis1 [65]



2.3. Ovaryum

Kadinlarda tireme hiicrelerini (oosit) lireten ovaryumlar uterus’un her iki pelvik duvarlara
yakin olarak lateralde yer alan ve fossa ovarica denilen ¢uklurlara yerlesmis yaklasik olarak
3x2x1 cm ebatlarinda ve yaklagik 3-5 gram agirliginda olan bir ¢ift organdir. Embriyonik
gelisim evrelerinde intraabdominal yerlesimli olan overler gelisimin ikinci ayini takiben
pelvik bosluga dogru inmeye baslayip arterica iliaca externa, arteria iliaca interna ve
ligamentum latum uteri arasinda bulunan fossa ovarica’ya lokalize olurlar [66]. Ovaryum’un
facies medialis ve facies lateralis olmak tizere iki yiizii, margo mesovaricus ve margo liber
olarak isimlendirilen iki kenar1 bulunur. Broad ligament ad1 verilen mesovarium ovaryum’un
on kenarina tutunur ve damar, sinir ve lenfatikleri barindirir. Bu yapilarin ovaryuma girip
ciktiklar1 yere ise hilum ovarii ismi verilir. Ovarii proprium araciligl ile ovaryumun alt ucu
fundus uteri’nin yan kosesine sabitlenir. Diger yandan ise ligemantum supersorium ovarii
ad1 verilen periton katlantis1 da over’i pelvisin yan duvarma sabitler. Tubal ostium’dan
baslayacak sekilde uterusun her iki lateralinden birer fallopian tiip overlere dogru uzanir ve
sacakl1 uzantilar ile over’den atilan COC’nin yakalanmasi islevini goriir, bu yapilara fimbria

ovarica adi verilir (Sekil 2.2) [66, 67].
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Sekil 2.2. Kadin lireme sistemi anatomisi. Kadin {ireme sisteminin posterior goriintiisii (A).
Tuba terina ve over'in sajital kesit goriintiisii (B) [67]
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2.3.1. Ovaryum gelisimi

Gonadlarin gelisimi boyunca 3 kaynaktan kdken alirlar. Bunlar 1) karin arka duvar mezoteli,
i1) altindaki mezengim (embriyonik bag dokusu) ve iii) PGH katmanlaridir. Gonadal gelisim
son derece karmasik bir siire¢ ile yonetilmektedir. Farklilasmaya ugramamis tek bir zigot
hiicresinden XX kromozomu varhiginda disi gonadlar gelisir, XY kromozom setinin
varliginda ve Y kromozomu iizerinde bulunan SRY geni varliginda ise erkek gonadlar gelisir.
SRY genlerinin kesfi ile bu karmasik siireg, 6zellikle testis gelisimi agisindan énemli bir
ivme kazanmistir [68, 69]. Bunula birlikte Wnt4 geninin kesfiyle birlikte over
farklilagsmasinda da molekiiler yolaklar {izerine 6nemli yol katedilmistir. Wnt4 geni ve
sonrasinda buna bagli molekiiler yolaklarin anlasilmasi da FOXL2 ve RSPO1 gen lirlinlerinin

kesfiyle daha da derinlesmistir [70-72].

Gestasyonun 1. haftasinda insan embriyolarinin gonadal farkliliklar1 sadece karyotip
diizeyindedir. Gelisimin 3. haftasindan itibaren embriyonun cinsiyetine 6zgii olan genlerin
aktiflesmesiyle birlikte spesifik gonad gelisimleri baglamis olur. Gelisimin 6-7. haftalarinda
paramezonefrik (Miillerian kanal) ve mezonefrik (Wolfian kanal) kanallar yanyana gelisirler.
Gelisimin 8. haftasinda eger embriyo Y kromozomu ve SRY genlerini tasiyorsa testosteron
iiretimi saglanir ve mezonefrik kanallarin prolifere olmasiyla ileride epididimis, vas deferens
ve prostati olusturur. Testis gelisimi olmaz ise, yani eger embriyoda SRY genleri bulunmuyor
ise, mezonefrik kanallar prolifere olmayip dejenere olurlar. Buna karsin paramezonefrik
kanallar prolifere olur ve ileride fallop tiipleri, uterus ve vajinanin 1/3’liik kismin gelistirir
(Sekil 2.3) [59]. Testis gelisiminin aksine overler, embriyonik donemde hormonel olarak

inaktifdir.
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Sekil 2.3. Disi ve erkek gonadlarin gelisim asamalarinin sematik reprezantasyonu [73]

Mezodermden koken alan genital sirt, gelisimin 4. haftasinda mezonefrozun ventromedial
kisminda ¢6lomik eptelin lizerinde kalinlasir [74]. Yiizey epitelinin kalinlagsmas1 ve genital
sirt’1n olugsmas1 Gata4 ve Emx2 transkripsiyon faktorlerine bagimlidir [75, 76]. Sonrasinda,
genital sirtin prolifere olmasi i¢in gerekli ek genler devreye girer Six1/4, Nr5a, Lhx9 ve Wtl
bunlardan bazilaridir [77-80]. PGH hiicrelerinin primitif gonadlara lokalize olmalarinin
Oncesinde ise genital sirttaki hiicrelerin sayisi artar ve mezensim igerisine gomiiliirler. Sonug
olarak bu yapilardan primitif cinsiyet kordonlarindan olusan primitif cinsiyet kordonlar
olusmus olur. Gonadlar bu asamalara kadar farklilasmamistir ve gelisimin 10. haftasina
kadar over dokusu histolojik anlamda ayirt edilemez [59]. Primitif hiicre kordonlar
diizensiz hiicre kiimeleri seklinde organize olup primer olarak overin medulla bolgesinde
bulunurlar. Fakat bu yapilar rudimenterdir ve sonrasinda kaybolup overin vaskiiler stromasi
olusur. Gelisimin 7. haftasinda gonadal yiizey epiteli prolifere olmaya devam edip ikinci
nesil kordon olarak tanimlanan kortikal kordonlar gelisir. Bu kortikal kordonlar over
yiizeyinden alt bolgede bulunan menezsime dogru penetre olurlar fakat epitel ylizeyine yakin
olarak lokalize olmaya devam ederler. Sonrasinda PGH’leri de bu yapilara katilmasiyla

birlikte oogonia hiicrelerine farklanirlar. Gelisimin 16. haftasindan itibaren kortikal
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kordonlarin izolasyonuyla birlikte her bir oogonium hiicresinin etrafin1 tek tabaka olacak
sekilde sarip follikiiler hiicre tabakasini olusturlar. Olusan bu tek bir katman follikiiler
hiicrelerden olusmus ve merkezinde tek bir oogonium hiicresinin bulundugu bu yapiya
primordiyal follikiil ad1 verilir (Sekil 2.1). Bir kistm oogonia hiicresi mitoz boliinmeyle
prolifere olurken bir kisim oogonia hiicresi ise mayoz boliinme yolagina girer ve Mayoz I’in
profaz evresinde arrest’e ugrayip primer oosit hiicresini olusturur. Oogonia hiicrelerinin
mayoz yolagina girmesinin devam etmesiyle primordiyal follikiil yapilarinin sayis1 gelisimin

20. Haftasinda yaklasik olarak 7x10° sayisina ulasir [59, 60].

Tiim bu siireglerin kontrolii merkezi olarak aslinda SRY gen {iriinlerinin kontrolii altindadir.
Insanlarda varsayilan cinsiyet kadin olmakla birlikte PGH hiicreleri aslinda erkek, yani
spermatogonium yolagina girme egilimi tagimaktadirlar [73]. Cinsiyetin belirlenmesinden
once somatik hiicrelerden over gelisimi i¢in gen ekpresyonu agisindan testis gelisiminden
daha fazla gen grubu aktive olmaktadir [81]. Farelerde yapilan gen ekspresyonu ¢alismalari
varsayilan cinsiyet gelisiminin disi lireme sistemi oldugunu destekler. Yapilan ¢aligmalara
gore SRY gen iirliniinii olan Sox9 geni iizerinde etkili oldugu gostermistir [82]. SOX9, Sertoli
hiicrelerinin gelismelerini tetikler ve hormonal kontrol sonrasinda da testis gelisimi
gerceklesmis olur. Sox9 geninin SRY tarafindan herhangi bir sebeple aktive edilmemesi
durumunda ise Sertoli hiicreleri gelismeyip yerini pre-graniiloza hiicreleri alir ve over
gelisimi baslamis olur. Bu siirecin ana regiilatorii ise CTNNBI gen iiriiniidiir [83]. En basit
haliyle testis gelisimi icin yliksek SOX9, over gelisimi icin ise diisik SOX9 iiriinlerine
ihtiyac vardir. SRY ve SOX9 yolaginin testis gelisimine etkileri literatiirde detayli olarak
tanimlanmis olsa da over gelisimini regiile eden gen ve gen {iriinlerinin tanimlanmasi testis
gelisimini tanimlayanlarin aksine yeterli degildir. Hayvan modelleri ve cinsiyet gelisim
anomalisi gosteren hastalar lizerinde yapilan ¢alismalar WNT4, RSPOI ve FOXL2 genleri
ise over gelisimini regiile eden faktorler olarak literatiire kazandirilmistir. WNT proteinleri
transmembran LRP6 reseptorleriine baglanma yetenegi bulunan biiylime faktorleridirler.
LRP6 reseptoriine baglanan WNT proteinleri CTNNBI1 yolagini aktive ederler [84].
CTNNBI seviyelerinin sitozolik olarak artmasiyla hiicrenin niikleusuna gecip burada
LEF/TCF transkripsiyon faktorleri ile kompleks olusturulur ve bdylelikle cesitli hedef
genlerin ekspresyonu saglanir. Bu genlerden bir tanesinin Axin2 oldugu disiiniillmektedir
[85]. WNT sinyal yolagina pozitif etki eden diger bir aktivatér ise RSPOI1 proteinidir.
RSPOL iirlinii over diferansiyasyonunda i¢in gereklidir [86, 87]. RSPO proteini NRF3
tirliniin artmasina, NRF3 iiriinii ise CTNNBI1 yolaginin aktif kalmasi i¢in gerekli olan LRP6
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reseptoriiniin  plazmalemma iizerinde sayisinin artmasina neden olur [88]. LRP6
reseptOriiniin sayisinin artmasi sonucu WNT sinyal yolaginin etkisi artar ve over farklanmasi
desteklenmis olur. Farelerde yapilmis Wnt4”~ ve Rspol” ¢alismalarda prematiir graniiloza

hiicre farklanmasi ve sonrasinda da farklanmanin tersine dondiigii gosterilmistir [73, 89, 90].
2.3.2. Ovaryum histolojisi

Henliz dogum yapmamis kadinlarda overler bir ¢ift pembe-beyaz renginde olan
organlardirlar. Overlerin stereoidogenez ve gametogenez olmak lizere iki temel gorevi
bulunmaktadir. Puberte dncesinde over yiizeyi daha diizenli olmakla birlikte puberte ve
menars ile diizensiz ve skarli bir gériinim almaktadir. Menopoz sonrasinda ise atrofi ile
kiigciilme gosterir. Diger intraperitoneal organlardan farkli olarak tunika seroza icermeyen
overler dogum yapmamis kadinlarda puberte Oncesine kadar c¢ok katli yassi epitel
hiicreleriyle dosenmistir. Periton mezotelinden kdken alan bu ¢ok katli epitel hiicreleri daha
sonra tek katli ve kiibik hale gelip germinal epitel olarak adlandirilir [67]. Germinal epitel
incelendiginde periton bosluguna bakan kisimlarinda bol miktarda mikrovillus gézlemlenir
ve sitoplazmalar1 organel anlaminda iyi gelismislerdir. Germinal epitellerin lateral
ylizeylerinde desmozom tipi baglanti birimleri bulunmaktadir [91]. Overlere beyazimsi
rengini veren tunica albuginea katmani ise germinal epitelin altinda bulunmaktadir. Temel
anlamda histolojik olarak overler 2 ana boliim barindirirlar. Bunlar, aralarinda keskin ve
gOriiniir bir sinir bulundurmayan 1) korteks ve ii) medulla kisimlaridir [65, 91]. Korteks kism1
incelendiginde oogenezin farkli evrelerinde olan veya atreziye ugramis follikiiller,
ovulasyon sonra kalan yapida olan korpus luteum ve korpus albikans ve bunlarin arasinda
dagilmis sik1 bag dokusu seklindeki stoma gozlemlenir. Korteks stromasi incelendiginde
kollajen ve elastik lifler ile birlikte retikiiler lif aglar1 ve bunlar1 sentezleyen stroma hiicreleri
gbzlemlenir [65, 91]. Overin medulla tabakasi incelendiginde ise korteks’in tersine
fibroelastik gevsek bag dokusu yapisindadir. Medulla stromasinda hilus yapisindan overe
giren kan ve lenf damarlari, sinir uzantilari, intersitisyel hiicreler ile bag dokusu hiicreleri ve

hilar hiicreleri gozlemlenir [65, 91].
2.4. Follikiilogenez ve Uremedeki Rolii

Overlerin ana fonksiyonlarinda biri follikiilogenez ile korteks kisminda bulunan primordiyal

follikiillerin menars ile gelismesi ve ovulasyon ile fallop tiiplerine gegmesidir. Insan neslinin
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devamlilig1 ve iireme sagligi acisindan son derece dnemli olan follikiilogenez asamalarinin
saglikli bir sekilde gerceklesmesi kompetan oosit elde edilmesi agisindan elzemdir. Oosit
fizyolojisi follikiilogenez siireclerine bagimli oldugundan kompetan oositin eldesi biiyiik
oranda bu siireglere bagimlidirlar. Bu sebeple, follikiilogenez siireclerinin lireme sagligi

acisindan detayli incelenmesi bu tez konusu kapsamindadir.
2.4.1. Follikiilogenez asamalari, hormonal ve molekiiler kontrolii

Fetal yasam sirasinda gelismekte olan overler oogonia ile zenginlesir ve bu ooginialardan
bir kism1 mayoz yolagina girip primordiyal follikiilleri olusururlar. Oogonia’larin mayoz
yolaga girmesiyle birlikte artik oosit ismini alirlar. Geg gestasyon asamalarinda ise bahsi
gecen primordiyal follikiillerin biiyiik bir kism1 atreziye ugrarlar ve dogumla birlikte artik
oogonia hiicrelerinin proliferasyonu s6z konusu degildir. Dolayisi ile, kadinlar tiim hayatlar

boyunca tastyacaklar follikiiller ile dogarlar.

Yukarida anlatilan ve primordial follikiillerin ortaya ¢ikamasiyla baglayan follikiilogenez
stireci term ile devam etmektedir. Term donemine yaklastik¢a dejenerasyona ugramayan tiim
primordiyal follikiiller arttk Mayoz I’in profaz evresinde arreste ugramis birer primer oosit
hiicresi barindirmaktadir. Puberteye kadar devam eden bu siire¢ sonunda artik Mayoz I’in
diploten asamasinda arrest asamasina gecip oviilasyon siireclerinin ve sonrasinda da mayozu
tamamlamak adina sperm tarafindan fertilize olmay1 beklerler [59]. Primer oositlerin bu
asamada arreste kalmasini saglayan follikiil hiicreleri tarafindan salgilanan “oocyte
maturation inhibitér (OMI)” peptid molekiiliidiir. ileri maternal yas etiyolojisinde aslinda
canli dogum oranlarinda diislislin sebebi de iste bu arrest siirecidir. Bahsi gecen mayotik
arrest siireci ne kadar uzun olursa follikiilogenez slirecinde mayoz béliinmeye devam edecek
oositlerde andploidi olasiligr o kadar fazla olacaktir [92]. Maternal yas arttik¢a kardes
kromatinleri bir arada tutan kohesin proteinleri degradasyona ugrar ve bu da sonug olarak

kromozom segregasyonunda hatalara sebep olup andploidi problemlerine sebep acar [92].

Puberte itibariyle iireme cagina girmis ve menars siireci baslamis saglikli kadinlarin
overlerinde sadece primordiyal follikiil yapilart bulunmaktadir. Her menstriiel siklusta
primordiyal follikiill havuzundan 10-15 primordiyal follikiil follikiilogenez siirecinde
ilerlemesi acisindan segilir. Segilen primordial follikiiller sirasi ile 1) preantral-, 2) antral-,

ve 3) preovulatuar (Graffian)-follikiil asamalarindan gecer (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Follikiilogenez sirasinda oosit ve folllikiil hiicrelerinin sematik reprezantasyonu.
(A) primordiyal follikiil, (B) Tek tabakali primer follikiil, (C) ¢ok tabakali primer
follikiil, (D) sekonder follikiil, (E) Graaf follikiil [59]
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Follikiilogenez stirecinde ilk goriilen olay primer oositi ¢evreleyen yassi follikiil hiicrelerinin
kiibiklesmeye baslamasidir (Sekil 2.4, B). Unilaminar kiibik follikiil hiicreleriyle karakterize
olan bu yapiya tek katmanli/erken/unilaminar primer follikiil ismi verilir. Follikiilogenez
devam ederken unilaminar kiibik follikiil hiicreleri mitoz boliinme ile c¢ogalip c¢ok
katmanli/ge¢/multilaminar kiibik follikiil hiicrelerinin désedigi primer follikiil olusur. Bu
multilaminar yapiya graniiloza hiicreleri ismi verilmektedir ve graniiloza katman1 bir bazal
lamina tizerine oturur [65, 91]. Follikiiliin gelismesi sirasinda oosit hiicresi de olgunlagir ve
organel dagiliminda farkliliklar gdziikiir. Ozellikle serbest ribozom, mitokondriya, kiigiik
vezikiiller ve diiz endoplazmik retikulum tubuluslalirin sayis1 artar [65, 91, 93, 94]. Oosit
fonksiyonlarinin hazirlanmastyla iligkili olarak bu organellerin sayisindaki artig ilerideki
fertilizasyon ve embriyogenez asamalar1 diisiiniildiiglinde olduk¢a mantiklidir. Bu asamada,
oosit hiicresi ve onu ¢evreleyen graniiloza hiicreleri tarafin zona pellucida (ZP) ismi verilen
ve glikozaminoglikanlar ve glikoprotein agisindan zengin bir protein kilif belirir [64].
Follikiil hiicrelerinin unilaminar kiibik hiicrelere doniismesiyle birlikte oosit ¢apinin
yaklasik olarak 50-80 pm ¢apina gelmesiyle bu glikoprotein kilif PAS (+) iyice boyanabilir.
ZP yapist incelendiginde dimerik yapida olan ZP1, ZP2 ve ZP3 olarak 3 farkli glikoprotein
yapisi dikkat ¢cekmektedir. ZP3 proteini, diger baska proteinler yardimiyla sperm hiicresinin
ZP ilizerine tutunmasi ve akrozom reaksiyonun baslatilmasi igin bir reseptor gorevi
gormektedir. ZP1 ve ZP2 proteinleri ise polispermiyi engelleme amaci da igeren baska
islevlerde gorev alirlar [95, 96]. Bunlara es zamanli olarak ise follikiilii cevreleyen stroma
hiicreleri ise teka ismi verilen ve bag dokudan olusan bir katman olusturur. 7eka katmani
daha sonra graniiloza hiicrelerine komsu olan teka interna ve stromal tabakaya komsu olan
teka eksterna olacak sekilde iki kisima ayrilir [64]. Teka interna tabakasi kiibik sekilli olan
ve sterod lireten hiicrelerden olusmaktadir. Yiizeylerinde “luteinizing Hormone (LH)”
reseptoril tagtyan bu hiicreler LH uyarimiyla dstrojen onciilii androjenleri ve -preoviilasyon
doneminde progesteron ile az miktarda follikiil sivis1 ve intrafollikiiler “follicle stimulating
hormone (FSH)” tretirler. Teka interna katman incelendiginde fibroblastlar, kollajen lifler
ve kiiciit kan damarlar agisindan zengin bir dolagim sistemi barndirdigindan dolay1 tipik
endokrin organ goriiniimiindedir. Teka eksterna tabakasi ise teka interna tabakasini stromal
kompartmandan saran fibroz bag dokusu ve diiz kas hiicreleriyle saran bir kapsiil gorevi

gormektedir [64].

GnRH etksiyle hipofiz bezinden salinan FSH etkisiyle graniiloza hiicreleri prolifere olmaya

ve c¢ogalmaya devam ederler. Graniiloza hiicrelerinin g¢evirdigi oosit hiicresi ise artik
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yaklasik olarak 125 pm c¢apindadir ve hacimsel olarak olgunluga ulasmis vaziyettedir.
Graniiloza hiicrelerinin salgiladigt OMI Mayotik boliinmenin arrest kalmasini saglar. Kiibit
gramiiloza hiicrelerinin katman sayis1 yaklagik olarak 6-12 hiicre kalinliginda geldiginde
multilaminer graniiloza katmani arasinda igi s1ivi dolu bosluklar ile karakterize yapilar yani
antrum olusmaya baslar. Antrum igerisindeki sivi steroidler, hyaluronik asit, biiylime
faktorleri ve gonadotropinler agisindan zengin bir sividir ve kan damarlarindan gelen
plazmanin antrum igerisine sizmasiyla olusup adina follikiil sivist denir. Antrum

belirmesiyle artik follikiiler yapiya sekonder veya antral follikiil ismi verilir.

Folllikiil yapis1 bundan sonra oosit hiicresine goreceli olarak bir kutuplasma gosterir ve
granuloza hiicrelerinin oosit hiicresini sardig1 bir tepecik formasyonu gergeklesir. Bu tepecik
goriintlislinli olusturan graniiloza hiicrelerine tanimsal olarak kumulus hiicreleri denilmekte
ve oosit hiicresi ile “cumulus oocyte complex (COC)” ismi verilir. Follikiiller artik
gonadotropinlere kars1t sensitize olurlar ve viyabl kalabilmek icin gonadotropinlere

bagimlidirlar.

Bu asamadan sonra follikiil ¢ap1 gonadotropinler varliginda artmaya devam eder ve yaklasik
olarak 10mm ¢apinda veya daha biiyiik bir ¢apa sahip olabilir. Follikiil ¢ap1 artmasiyla
birlikte follikiil korteks yiizeyinde in indentasyon yapar. Bu yapiya artik Graafian follikiil
denmektedir ve i¢erisinde COC yapisinda 1 adet olgun primer oosit hiicresi igerir. Antrum’un
genislemesiyle birlikte multilaminer katman sayis1 azalir. Teka katnmani daha da belirgin
hale gelmekle birlikte sitoplazmalarinda lipid damlaciklar birikmesiyle birlikte tipik steroid
sentezleyen hiicre goriiniimii alirlar [64]. Bu asamadan sonra dolasimdaki hipofiz kaynakli
LH pik seviyesi ile oviilasyon agamalarina gecilmis olur. LH pik seviyesini takiben follikiil
korteks ylizeyine dogru stigmata adi verilen bir ¢ikint1 yapar. Follikiil duvarlarinda artan
prostoglandin miktar1 ile teka eksterna tabakasinda kasilmalar meydana gelir. Buna destek
olacak sekilde graniiloza hiicrelerinde salgilanan plazminojen aktivator ile follikiil sivisinda
bulunan plazmin aktif formuna doniisiir ve follikiil duvarlarinda yikima sebep olur.
Kasilmalar ve yirtilmalar ile stigmata yirtilir ve COC tubal fimbriya’lar yardimi ile intratubal

liimene ge¢mis olur.

Teka yapilar1 ise LH hormonun etkisiyle liiteinize, yani sarilagir ve viabilitelerini ¢evredeki
kan damarlar1 yoluyla siirdiirmeye devam eder. Olusan bu sarimsi yapiya korpus luteum adi

verilir. Korpus luteum’un graniiloza hiicreleri progesteron ve 0Ostrojen salgilarken teka
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interna hiicreleri ise androstenedion ve testosteron salgilarlar. Oviile olan oosit hiicresi eger
dollenirse ve implantasyon gerceklesir ise trofoblast tabakasindaki sinsityotrofoblast
tarafindan salgilanan “human chorionic gonadotropin (hCG)” etkisiyle korpus Iluteum
prolifere olur ve gebeligin devami i¢in gerekli progesteron hormonunu salgilamaya devam
eder. Fertlizasyonun ger¢eklesmedigi durumlarda ise intratubal oosit dejenerasyona ugrar ve
hCG yoklugunda korpus luteum dejenerasyona ugrayip korpus albikans denilen skar dokusu

haline gelir.

2.4.2. Follikulogenez: Molekiiler regiilasyonu ve matiirasyon

Gelisimsel anlamda kompetan oosit elde edilmesi bir seri karmasik somatik-germinal
interseliiler olaylar kapsamina dayanmaktadir. Bu interseliiler olaylarin regiilasyonu ise
noral, endokrin, ndroendokrin ve otokrin/parakrin sinyal yolaklariin birbiriyle sinerjik ve
uyumlu sekilde hareket etmesine dayanir. Bu somatik ve germinal hiicreler arasinda iligki
mayoz boliinme kontroliine ek olarak oosit hiicresinde sitoplazmik bir maturasyonu da
saglamaktadir. Bu sitoplazmik ve niikleer matiirasyon ise sonu¢ olarak saglikli bir
fertilizasyon ve embriyogenez icin olmazsa olmazdir [97]. Lack ve arkadaslarinin 1959
yilinda yaptig1 ve oogenez siire¢lerinde molekiiler kontrol mekanizmalarinin aslinda oosit
tarafindan regiile edildigi ilk deneyler yapilmistir [98]. Bu deneylerde, tavsan follikiilleri
ektopik bolgelere yerlestirilmis ve aslinda oositin liiteinizasyon inhibitoriiniin kaynagi
oldugu gosterilmistir. Daha sonrasinda 1970’11 yillarda yapilan deneylerde oosit hiicresinin
follikiil igerisinde ablasyonununda follikiilogenez siirecini bloke edebildigi gosterilmisti [99,
100]. Bu deneyler sonucunda aslinda oositin gerek graniiloza gerekse kumulus hiicrelerinin
regiilasyonunda 6nemli roller oynadigi bulgular1 son 30 yildir follikiillogenez calismalari
arasinda onemli yer tutmaktadir. Giinlimiizde ise oosit hiicresinden salgilanan faktorlerin
graniiloza hiicreleri lizerinde mitotik etkisinden bagka FSH, biiylime faktorii ve androjen
sentezi lizerine de dnemli etkilerinin oldugu gosterilmistir [101-105]. Oosit hiicrelerinden
salgilanan faktorler ile anti-apoptotik faktorii olan Bcl-2 proteini sentezinin graniiloza
hiicrelerinde arttirir ve pro-apoptotik faktorii olan Bax proteini sentyezini ise azaltir.
Dolayisiyla gerek graniiloza gerekse kumulus hiicreleri oosit hiicreleri tarafindan salgilanan
faktorler tarafindan apoptosis’e karsi korunmaktadirlar [106]. Buna ek olarak ise
“transforming growth factor-p (TGF-B)” ailesi faktorleri graniiloza hiicreleeri tarafindan
yeterli liiteinizasyonla progesteron salinmasini engelledigi gibi over fonksiyonlar: icin de

gereklidir [107]. TGF-f ailesi iiyelerinden olan “bone morphogenic proteins (BMP)” ve
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“growth differentiation factors (GDF)” follikiilogenezin regiilasyonu iizerine Snemli
otokrin/parakrin gorevler iistlenmektedirler [107]. 7eka hiicreleri tarafindan sentezlenen
BMP-4 ve BMP-7 faktorlerinin rat graniiloza hiicreleri tizerinde HSF-bagimli progesteron
iiretimini azalttig1 halde FSH-bagiml1 Gstrojen iiretimini stimiile ettigi gosterilmistir [108].
Yine TGF- ailesi iiyesi BMP-15 ve BMP-6 faktorlerinin ise ayni sekilde FSH-bagimh
progesteron liretimini baskiladig: fakat 6strojen sentezine etki etmedigi belgelenmistir [109].
BMP-7 faktorii ise vaskiiler bliytimeyi VEGF faktorii lizerinden regiile eder ve follikiiler
anjiyogenez ile damarlanma yolaklarii aktive edip follikiiliin beslenmesini saglar [110,
111]. Oosit kaynaklt TGF-B ailesi iiyesi faktorlerden GDF-9 ve BMP-15 follikiilogenez
stirecinde kilit gorevler {istlenir ve gesitli infertilite etiyolojilerinde de bu iki faktoriin sinyal

yolaklarinda anomalilik tespit edilmistir [112-115].

2.4.3. GDF-9 ve BMP-15 sinyal yolaklari

BMP-15 faktorii X kromozomu iizerinde kodlanir ve primordiyal follikiil igerisindeki primer
oosit ve sonraki asamalarin hepsinde salgilanir [115]. GDF-9 faktorii ise 5 numarali
kromozomun q kolunda kodlanir ve unilaminar follikiil asamasindan itibaren ovulasyona
kadar asamalarin hepsinde oosit tarafindan salgilanir [116]. GDF-9 ile BMP-15 arasinda
aminoasit sekansi agisindan yliksek diizeyde homoloji gézlemlenir ve bu sebepten dolay1
GDF-9/BMP-15 heterodimeri olusumu gozlemlenir. Bu yapiya kumulin adi verilmis ve hem
graniiloza hiicreleri hem de kumulus hiicreleri fonksiyonlarinda 6nemli regiilasyon gorevleri
iistlenmis ve oosit kalitesi ile korelasyon oldugu saptanmistir [117, 118]. Oosit hiicrelerinden
salgilanan GDF-9 ve BMP-15 proteinleri graniiloza hiicreleri iizerinde bulunan kendilerine
0zgli reseptorlere baglanip graniiloza hiicrelerinin metabolik ve dongiisel regililasyonunu
saglamaktadirlar. Bu fonksiyonlar arasinda over fonsiyonlarini regiile eden graniiloza hiicre
proliferasyonu, farklanmasi, steroidogenez, apoptoz ve kumulus ekspansiyonu vardir [101,
102, 119-121]. GDF-97 farelerde graafian follikiil gelisiminn gerceklesmedigi ve bu
farelerin infertil oldugu gosterilmistir [119]. Farelerin fenotipleri incelendiginde primer
follikiil agamasinin ilerisinde herhangi bir follikiil gelisimi gozlemlenmemis ve oviilasyonun
gerceklesmemesi sebebiyle de bu fareler gebelik elde edememistir. Erken gelisim
asamalaria kadar normal mayotik gelisim gosteren bu oositlerin hacmi normal oositlere
kiyasla %70 oraninda artmis olarak gozlemlenmis ve morfolojik anlamda kortikal
graniillerin yoklugu ile birlikte germinal vesikiil etrafinda organel gruplanmalarinda artis

goriilmiistiir. Graniiloza hiicrelerinde ise mitotik aktivitenin diismiis olmasi, hiicreler
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iizerinde FSH reseptoriiniin bulunmamasi1 ve apoptozun yoklugu ise dikkat ¢ekmektedir.
BMP-15" fare modellerinde ise GDF-9 molekiiliinde oldugu gibi dramatik bir etki
gozlemlenmemistir. Bu farelerdeki follikiilogenez siiregleri incelendiginde mutasyon sonucu
follikiil gelisiminde minimal etki yarattigi fakat hasarin daha ¢ok oviilasyon siiregleri,

kumulus ekspansiyonu ve sonug olarak fertilizasyon siireglerine etki ettigi bulunmustur

[122, 123].

THECA H GCs 1
CELLS 4 1 OOCYTE

PROTECTION
se Gtvmlysh
0S Cholmnrol Synthesis

Defen:
anlnst R
‘ BMP-5

l l Type-l and Type-ll receptors
In different combinations

INHIBIN
ACTIVIN

SMAD 2/3
SMAD 1/5/8

1
ﬁ :
| ANDROGEN | ACTIVIN

BMP-2

BMP-4

I BMP-4 BMP-4 BMP-7

PRIMORDIAL PRIMARY GDF- 9/ BMP-15 ‘ BMP-7 BMP-7 BMP-4
FOLLICLE FOLLICLE l l BMP 15 BMP 15

PRE-GRANULOSA
:::::

(o) (ast ) - Coan)
Progesterone

\/E N o "'
OVULATION LUTEINIZATION
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sematik reprezantasyonu [124]

BMP-15 molekiiliiniin follikiil matiirasyonu iizerinde etkili oldugu bilinmektedir.
Gonadotropin stimiilasyonuna tepkisiz olunan evrelerde graniiloza hiicrelerinin FSH
hormonuna tepkisinin regiilasyonunu saglayan BMP-15 molekiilii graniiloza hiicrelerinin
apoptoza yolagina girmesini engeller. GDF-9 ve BMP-15 molekiillerinin graniiloza
hiicrelerinde gen ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir. Bunlara 6rnek olarak, Kit
Ligand (KITL) oosit biiylimesi i¢in kritik oneme sahiptir ve bu proteinin kontrolii parakrin

faktorler ve hormonal kontrol ile saglanmaktadir [101]. GDF-9 molekiiliiniin KITL iizerinde
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anatagonist bir etkiye sahip oldugu, BMP-15’in ise agonist bir etkiye sahip oldugu yapilan
caligmalarla belgelenmistir. Ek olarak, her iki molekiilin ayn1 zamanda graniiloza
hiicrelerindeki glikoliz ve kolesterol sentezi iizerine de pozitif etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Ozellikle bu iki biyokimyasal yolak oosit hiicrelerinin yiiksek diizeyde ihtiyag
duydugu piriivat, laktik asit ve kolesterol bilesenleri oluklu baglantilar araciligi ile oosit
hiicresine saglanmaktadir [103, 125]. Oosit kompetans: ile alakali olan ve kumulus
hiicrelerinin ekspansiyonu ile karakterize olan kumulus ekspansiyonu yine BMP-15 ve
GDF-9 molekiillerinin etkisi altindadir. COC ekstraseliiler matriks ana komponeneti olan
hyaluronik asit, graniiloza hiicreleri tarafindan “hyaluronan synthase 2 (Has2)” enzimi
tarafindan sentezlenir. Bu enzimin ekspresyonu ise LH ile artmaktadir. BMP-15 ve GDF-9
molekiillerinin ise Has2 ekspresyonu iizerinde tetikleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir

[117, 126].

GDF-9 ve BMP-15 proteinlerinin follikiillogenez ve oosit kompetansina olan kritik
etkilerinin literatiire kazandirilmasiyla insanlardaki olas1 defektleri klinik alanda da yer
kazanmistir. GDF-9 seviyelerinin follikiiler sividaki seviyeleri gerek oosit matiirasyonu ve
kalitesi gerekse bu oositlerden edilen embriyo kaliteleri ile iliskilendirilmistir [127]. BMP-
15 ise insan iiremesinde c¢esitli asamalarda kritik olabilecegi belgelenmistir. GDF-9
mutasyonlu kadinlarda artmis dominant follikiil sayis1 bulunabilmektedir ve bu durum
dizigotik ikizlik olasiligina arttirabilir [128, 129]. PCOS tanis1 almis kadinlarin oositlerinden
artmis miktarda GDF-9 ve BMP-15 miktarlar1 gosterilmis olsa da bu kadinlardan elde edilen
kumulus hiicrelerinde azalmig GDF-9 ve BMP-15 seviyeleri oldugu gosterilmistir [130]. Bu
durum PCOS tanili kadinlarda prematiir liiteinizasyon, kotli oosit kalitesi ve liiteal

disfonksiyona sebep acabilmektedir.

2.4.4. EGF sinyal yolaklar1 ve 00sit matiirasyonu

Grantiloza hiicreleri antral follikiil evresinde iki farkli hiicre popiilasyonu haline gelir. Bu
hiicre popiilasyonlar1 follikiil duvarini c¢evreleyen i) mural graniiloza hiicreleri ve oosit
hiicresini gevreleyen ii) kumulus hiicreleridir. Pre-oviilatuar LH ytikselmesi hem follikiiler
hiicrelerde hem de oosit hiicresinde bazi dramatik degisikliklere sebep olmaktadir. Bunlar,
oosit hiicresinde mayozun yeniden devam etmesi, cumulus hiicrelerinde gerekli
adaptasyonun saglanabilmesi i¢in 6zellikle hyaluronik asit sentezi ve mural graniiloza

hiicrelerinde liiteinizasyonun saglanmasi olarak ozetlenebilir. LH’nin mural graniiloza
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hiicrelerine extraseliiller LH reseptorii ile saglanmaktadir. Fakat, kumulus hiicrelrinde LH
reseptorii oldukca diisiik miktarda bulundugundan LH ile tetiklenen sinyal yolagi baska
yollarla kumulus hiicrelerine iletilmek zorundadir [131]. Bu baskilanmanin sebebi ise
kumulus hiicrelerinin prematiir liiteinizasyonu ile oosit gelisimi ve matiirasyonu i¢in sub-
optimal bir mikro ¢evre yaratilmasini 6nlemek olabilir [132]. Pre-oviilatuar follikiillerde
kumulus hiicrelerindeki LH reseptor eksikligi ise EGF sinyal yolaklari ile agilmakta ve LH
seviyesindeki yiikselis kumulus hiicrelerine bu yolla iletilmektedir [133]. Mural graniiloza
hiicrelerinde EGF molekiilleri (ANEG, EREG, BTC) antrum igerisine salinmakta ve bu
molekiillerin kumulus hiicreleri iizerinde bulunan EGF-reseptorlerine (EGFr) baglanmastyla
kumulus ekspansiyonu ve mayozun yeniden baslamasi saglanmaktadir (Sekil 2.6). LH
reseptori, “G protein-coupled receptor” yapisinda olan bir reseptordiir ve mural graniiloza
hiicrelerine baglandiginda adenil siklaz enzimini aktive eder. Siklaz enziminin aktive
olmasiyla birlikte sitoplazmik cAMP miktarinda bir atis gerceklesir ve bu sekonder sinyal
molekiiliindeki artis EGF proteinlerinin ekspresyonunun artmasiyla sonuglanir [134].
ANEG, EREG ve BTC antrum igerisine salinir ve bu EGF molekiilleri kumulus hiicreleri
iizerinde bulunan EGF reseptorlerine baglanir. Kumulus hiicreleri tizerinde bulunan EGF
reseptorleri “transmembrane receptor tyrosine kinase (RTK)” yapisinda olup ligand
baglantis1 yaptiginda ERK1/2 hedef molekiillerinde degisiklik yapip kumulus ekspansiyonu

ve mayotik arrest’in kaldirilmasi gibi 6nemli gorevlerin gergeklesmesini saglar [135].
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Sekil 2.6. LH hormonunun mural graniiloza etkileri. LH hormone mural graniiloza hiicreleri
iizerindeki LH reseptoriine baglanip EGF ve benzeri peptidlerin salinmasini
(AREG, EREG, BTC) saglar ve LH yiikselmesiyle baslayan sinyal yolagin1 EGF
ile cumulus hiicrelerine iletir [136]
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2.5. Oosit Kompetansi ve Uremedeki Rolii

Viicudumuzdaki tiim siireclerin gerceklestirilmesi aslinda ortak gorevi paylasan g¢ok
sayidaki hiicre gruplarinin olusturdugu ag tarafindan yiriitiillmektedir. Bu hiicre
topluluklariin olusturdugu yapilar en basit anlamiyla organ olarak adlandirilabilir. Fakat,
iireme s6z konusu oldugunda tek bir oosit hiicresinden ¢ok fonksiyonlu ve son derece
kompleks bir gorev beklenmektedir. Kadinlar yasamlar1 boyunca yaklasik olarak 400 oosit
hiicresi ovulasyonu yapmaktadirlar. Bu ovulasyonlarin yaklasik olarak yarisi iireme
caglarinda gerceklesmektedir. Kadinlarin dogustan itibaren yaklasik 1,000,000 oosit hiicresi
ile dogduklar1 bilinmektedir. Ureme gibi son derece katmanli bir siireg icin ¢ok kiigiik bir
hiicre popiilasyonuna bu 6lcekte biiyiik bir sorumluluk verilmesi felsefi agidan tartisilmast
gereken bir konudur. Bahsi gecen ve oviilasyonla sonuglanabilen yaklasik 400 oosit
hiicresindeki yapisal veya fizyolojik bozukluklar iireme fonksiyonlar1 agisindan biiyiik ve
katastrofik sonuglara sebep acgabilirler. Bunlar 6zetle; fertilizasyon basarisizligi, klivaj
basarisizligi, embriyonik arrest, implantasyon basarisizligi ve gebelik kaybi olarak
siralanabilir. Ureme gaginda gerceklesen spontan gebelikler incelendiginde bu gebeliklerin
1/4-5 gibi 6nemli oranda kayipla sonuclandig1 goriilmektedir. Buna karsin, YUT ile elde
edilen embriyolarin sadece %15 gibi kii¢iik bir kisminin canlt dogum ile sonug¢landigi da
diisiiniildiiglinde, s6zii gegen yaklasik 400 oosit hiicresine yiiklenen sorumlulugun boyutu
daha iyi anlagilabilir. Tiim bunlara ek olarak kadin yasma bagli olarak artan andploidi

oranlari ile insan uremesindeki riskler artmaktadir.

Bir oosit hiicresinin niikleer ve sitoplazmik matiirasyonunu tamamlamasi, fertilize
olabilmesi potansiyeline sahip olmasi, fertlizasyon sonrasi in vitro viyabl embriyogenez
slirecini tamamlayabilmesi, implantasyon sonras1 gebelik olusturabilmesi ve canli dogumla
sonuc¢lanabilmesi onu kompetan oosit olarak tanimlar. Oosit hiicrelerinin bu 6zellikleri
bircok intrinsek ve ekstrinsik faktoriin etkisi altindadir. Bunlar, genetik ve epigenetik
faktorler [137, 138], mitokondriyal [139, 140], niikleer ve sitoplazmik matiirasyon [141,
142], hormonal etkenler [102, 143] ve ¢evresel faktorler [144, 145] olarak 6zetlenebilir.

Bahsi gegen ve oosit kompetansi olarak adlandirilan bu potansiyelin standart bir sekilde
ol¢iilebilir olmasi giiniimiiz YUT tedavileri agisindan kritik bir dneme sahiptir. Giiniimiizde
her bir embriyo transferi sonrasi gebelik orani yaklasik olarak %35 oranindadir [146].

Embriyonun gelisim ve implantasyon potansiyelini, yiiksek oranda oosit kompetansi
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belirlediginden dolay1 bu hiicrelerin invaziv olmayan sekillerle skorlanmasi ve kalitelerinin
belirlenebilir olmast YUT basaris1 ve performansi agisindan paha bicilmez olacaktir.
Geleneksel olarak oosit kompetans1 mikroskobik yéntemler ile &lciilmektedir. Invaziv
olmayan mikroskopi tekniklerinin ise niteliksel ve subjektif sonuglar vermesinden dolay1
kullanimlar1 oldukga limitli ve klinik ¢iktilar agisindan da diisiik korelasyon saglamasindan
dolay1 anlamsiz olabilmektedir [147]. Bu sebeple, literatiir incelendiginde, oosit kalitesinin
invaziv olmayan metotlar kullanilarak nicel, objektif ve standart teknikler kullanilarak
incelenmesi konusu detayli sekilde arastirilmistir [147]. Bu tekniklerden bazilar1 direkt
olarak oosit kalitesini farkli mikroskopi teknikleri kullanilarak aragtirilmasiyla, digerleri ise
indirekt yollarla farkli biyolojik materyal kullanarak (granuloza/kumulus hiicreleri ve

follikiiler s1v1) incelenmesiyle veri elde edilmeye calisilmistir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Oosit kalitesinin niteliksel ve niceliksel olarak incelenmesini saglayan
materyaller ve parametreler [147]

Ooplazmanin geleneksel yontemlerle vital olarak mikroskobik incelenmesi oosit kalitesinin
birincil degerlendirme metodudur. Dogal olarak ooplazma 6zellikleriyle alakali ¢ok sayida
calisma ve derleme bulunmaktadir [148]. Ooplazma ile alakali sitoplazmik dismorfizmler
ilk olarak Van Blerkom ve Henry tarafindan 1992 yilinda raporlanmis bu dismorfizmlerin
erken embriyo gelisimlerine olan etkileri belirtilmistir [149]. Normal ooplazma tanimi
homojen bir sitoplazma ve sitoplazmik eklentilerin graniilarizasyonun yoklugu, organel

gruplanmasinin ve vakiilllerin barinmadig1 ooplazma i¢in mevcuttur [148]. Ooplazmanin
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graniiler olma siklig1 aslinda oldukca fazladir. Bu potansiyel anomalinin sebepleri yeterince
anlasilmis degildir, fakat, follikiiler fazdan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Graniileritenin
diger sitoplazmik anomalilerden farklariin anlasilabilmesi i¢in 151k mikroskobu altinda iyi
analiz edilmelidir. Ozellikle refraktif ve lipofuskin cisimlerden [150] ve organel
topluluklarindan [148] iyi ayirt edilmeleri dnemlidir. Bugiine kadar bildirilmis en patolojik
ooplazmik dismorfizm “smooth endoplasmic reticulum (SER)” kiimelenmesidir. Gegmiste
yapilan ¢aligmalara gore SER kiimelenmesi bulunan oositler insemine edilmemeli ve ayni
kohort’dan elde edilmis kardes oositler SER varlig1 acisindan detayli arastirilmalidir [151,
152]. SER kiimelenmesi bulunan ossitlerle elde edilmis gebeliklerde fetal kayiplar ve
Beckwith-Wiedemann Sendromu gibi bazi “imprinting” hastaliklara sebep acabilecegi
bilinmektedir [153]. Buna kars1 olarak, daha giincel yayinlarda aslinda SER kiimelenmesi
ile de saglikli gebelik ve canli dogum elde edilebilecegi gosterilmistir [154, 155]. Xu ve
arkadaglari tarafindan 2021 yilinda yapilan ve SER kiimelenmelerini inceleyen ¢aligmada 43
SER- ve 43 SER+ olgularindan elde edilmis embriyo transfer sikluslari sonrasi klinik gebelik
oranlarinda (%55,81 vs %65,11, p: 0,5081), implantasyon oranlarinda (%47,89 vs %50,70,
p: 0,8667) ve canli dogum oranlarinda (%48,84 vs %55,81, p: 0,6659) istatistiki olarak
anlamli farklilik gosterilmemistir [154]. Morfolojik anlamda oosit morfolojisinin kesinlikle
etki ettigi en belirgin patoloji dev oosit olusumudur. Dev oosit olgularinda oositlerin niikleer
matiirasyonunu belirli sebeplerle tamamlayamadigi durumlarda olusur ve bu oositler normal
ooplazma miktarinin yaklasik hacim olarak 2 kat olmasi ile karakterizedir. Bu durumun
prevalansi ise oosit kohortunda %0,26 hasta popiilasyonunda ise %7,6 ile oldukca diisiik
gorilmektedir [156]. Fakat, prevalansinin diisiik goriilmesiyle birlikte bu oositlerden elde
edilen zigotlarin triploidi (3PN) gdstermesiyle karakterize sonug¢lar dogurmaktadir [156]. Bir
diger dismorfizm olgularindan olan ooplazmada vakuol gézlemlenmesi yine dikkat edilmesi
gereken unsurlardan bir tanesidir. Ozellikle SER kiimelenmesinden ayirt edilmesi kolay bir
dismorfizm olan vakuolarizasyon ebatlarina bagl olarak dnemli sonuglara sebep agabilir. Az
sayida 5-10um ¢apindaki vakuollerin zigot, embriyogenez ve klinik sonuglara etki etmesinin
daha az ihtimal oldugu >14pm ¢apindaki vakuollerin ise fertilizasyon, klivaj ve blastokist

oranlarina etki edebilecegi bildirilmistir [148].

Mikroskopik olarak geleneksel yontemler kullanilarak morfolojik anlamda incelenen ve
oosit kalitesi ile klinik embriyologlara bilgi saglayabilen parametrelerden diger bir tanesi ise
birinci kutup cisimcigidir. Oosit matiirasyon evreleri sirasinda asimetrik olarak boliinen oosit

hiicresinden ilk asamada 1 adet kiigiik hiicre ayrilmaktadir. Bu kiiciik hiicrenin igerisinde 23
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kromozom bulunur ve mayoz boliinme ile kromozom sayisinin haploid 6zellige gegmesi
acisindan bu kutup cisimciginin oosit biinyesinden atilmasi onemlidir. Yapilan ¢aligmalara
gore kutup cisimciginin biitiinliigii, sekli ve ebatt1 oosit kalitesinin anlasilmasi ve oviilasyon
sonrasi in vitro yaslanmanin anlagilmasi i¢in kullanilabilmektedir [157, 158]. Kutup
cisimciginin regililer ve dogru ebatlarda oldugu oositlerde ICSI sonrasi daha yiiksek
fertilizasyon oranlari ve morfolojik anlamda daha iyi embriyo kalitesi gostermesi bu
parametrenin kullanimimi desteklemektedir [146, 159]. Fakat, kutup cisimciginin analizi
subjektif bir metot oldugundan dolay1r tam tersini savunur sekilde kutup cisimcigi
incelemesinin klinik ¢iktilar iizerine etkisinin olmadigi da gosterilmistir [151, 158, 160].
Calismalardaki gerek metodolojik gerekse bulgusal heterojenite sebebiyle kutup
cisimciginin oosit kalitesinin incelenmesi amacli kullanimi son derece limitli olarak
degerlendirilmelidir. Oosit niikleer matiirasyonundaki genel algi birinci kutup cisimcigi
varliginda metafaz Il asamasinda mayotik arrest olundugu ve oositin dogru matiirasyon
asamasinda oldugu tizerine kurgulanmistir. Fakat, yapilan giincel ¢alismalar ile faz kontrast
151k mikroskopisi ile bu durumun aslinda yaniltict oldugu ve polarize 1s1k mikroskopisi ile
niikleer matiirasyonun daha dogru tayin edilebilecegi yoniinde giincel bilgiler bulunmaktadir
[161]. Polarize 151k mikroskopisi ile metafaz plagimin “birefringent” (gift kirilma)
ozelliginden  faydalanarak  gozlemleyebilmek  miimkiindiir. =~ Metafaz  plaginin
gozlemlenebildigi oositlerde fertilizasyon ve embriyogenez potansiyelinin daha yiiksek
oldugu gosterilmistir [160, 161]. Buna karsin, genis kapsamli ve yeterli giicteki meta-analiz
sonuglarina gore metafaz plagi varligi gosteren oositlerdeki bu potansiyelin klinik
parametrelere yansimadigi sonucuna ulasilmistir [162]. Bunun sebebi ise aslinda
caligmalarda kullanilan metodolojilerin metafaz plaginin dinamik yapisini1 gz ardi etmeleri
olarak Ozetlenebilir. Bilindigi iizere ig ipliklerini olusturan actin filamenleri dinamik bir
sekilde matiirasyon siirecinde monomerize ve polimerize olabilmektedir. Metafaz 1
asamasindan birinci kutup cisimciginin atilmas: siirecine kadar metafaz yolaginin kaybolup
geri olustugu daha once belgelenmistir. Daha da 6nemlisi ise metafaz plaginin laboratuvarda
uygulanan girisimlerden etkilenebilmesidir [163-165]. Metafaz plaginin varligina ek olarak
ise birinci kutup cisimcigine gore goreceli olarak metafaz plaginin lokalizasyonunun da oosit
kompetansinin tayininde etkili olabilecegi gosterilmistir. Plagin birinci kutup cisimcigine
goreceli olarak %90 fark gostermesi durumunda fertilizasyon oranlarinda azalma
beklenmelidir [163]. Bu durum fizyolojik nedenlere dayandirilabilecegi gibi ICSI esnasinda
metafaz plaginin fiziksel hasar almasindan da kaynaklanabilmektedir. Rutin ICSI islemi

sirasinda genel pratik birinci kutup cisimciginin saat 6 veya 12 hizasinda islemin
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geceklesmesi oldugundan islem sirasinda metafaz plagina fiziksel zarar gelmesi daha olasi

olacaktir.

Oosit hiicresi tarafindan tretilen zona pellucida glikoprotein kompleksi de indirekt olarak
oosit kompetansinin Olgiilebilecegi parametreler arasindadir. Primer olarak oosit hiicresi
tarafindan iiretilmesi sebebiyle bu glikoprotein kompleksi {ireticisinden gelen defektleri de
tastyabilmesi sebebiyle klinik uygulamalarda rutin olarak oosit kalitesinin tayini ag¢isindan
incelenmektedir [95]. Bazi ¢alismalara gore zona pellucida nin morfolojik olarak olumlu
degerlendirmesiyle fertilizasyon oranlar1 arasinda iliski kurulmustur [146]. Buna karsin,
literatiirde bu ¢alismalarin tersini destekler bulgular da mevcuttur [159]. Bu sebeple, zona
pellucida 6zelliklerinin incelenmesiyle objektif ve standart olarak oosit kalitesi hakkinda
bilgi edinmenin diger parametrelerle birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir [147]. Zona
pellucida ile baglantili olarak perivitallin aralik (PVA) da oosit kalitesinin anlasilmasi
acisindan Onemli sayilabilir. Cesitli ¢aligmalara gore elde edilen oositlerde genis PVA
goriilme oran1 1/3 gibi yiiksek bir orandadir. PVA’in genis oldugu oositlerde ise azalmis
fertilizasyon orani ve embriyo kalitesi gérme orami fazladir [166, 167]. Genis PVA
gbzlemlenen oositlerle yapilan ¢alismalarda bu oositlerin post-matiir oldugu konusunda

bulgular bulunmaktadir [168, 169].

Yukarida detaylariyla aciklanmis intra/extra-ooplazmik faktorler biitiinsel olarak
incelenmeli ve YUT tedavisi sirasinda goriilen tiim dismorfizm ve diger anomaliler hasta
dosyasina kalite standartlar1 geregi not edilmelidir. YUT basarisim arttirmak adina oosit
kohortunda miimkiin olan en yiiksek gelisimsel potansiyele sahip oositlerden elde edilen
embriyolarin transfer asamasinda Onceliklendirilmesi gebelige wulagma siiresinin
kisaltilmasina katkida bulunacaktir. Klinik olarak anlamli bulgularin 2011 yayimlandigi
ESHRE/ALPHA Istanbul “Consensus” makalesi literatiirde mevcut olmakla birlikte klinik
embriyologlar i¢in bir kilavuz niteligi tasimaktadir [148]. Ortak goriis niteliginde olan
kilavuz, bu tezin yazildig1 zamanlarda giincellenme asamasindadir ve yukarida bahsedilen

0zellik ve parametrelerde yakin zamanda bir giincellenme olmas1 beklenmektedir.

2.6. Kumulus-Oosit Kompleksi

Follikiiler antrum olusumu sirasinda follikiil duvarini ¢evreleyen granuloza hiicreleri mural

granuloza hiicreleri ismi verilen hiicreler halini alirlar. Oosit hiicresinin yakinlarinda olan
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hiicrelere ise kumulus hiicresi ismi verilir. Oosit hiicresini saran hiicrelere ise corona radiata
ismi verilir ve bu hiicreler sitoplazmik projeksiyonlar ile zona pellucida’y1 gecip oolemma
ile gap junction baglantilar yaparlar. Bu organize yapinin biitiiniine kumulus-oosit kompleksi

ismi verilir.
2.6.1. Kumulus-oosit kompleksi ve biomarker iliskisi

YUT tedavilerinin kesfedilmesi itibariyle klinik anlamda en kompetan oositten elde edilmis
embriyolarin, tedavinin transfer asamasinda Onceliklendirilip gerek gebelige ulasma
stiresinin kisaltilmas1 gerekse tek embriyo transferi ile tekil ve saglikli gebelik elde edilmesi
hedeflenmistir. YUT tedavilerindeki hatir1 sayilir teknolojik ve fizyolojik ilerlemelere
ragmen maalesef bu konuda halen anlamli bir ilerleme kaydedilememistir. Gerek KOH ilag
protokollerinde, gerekse embriyoloji laboratuvari girisimlerindeki gelismelere ragmen YUT
ile elde edilmis embriyolarin yaklasik %50 gibi bir kism1 blastokist evresine ulagabilmekte,
bu embriyolarin transferi sonrast da yaklasik %38 oraninda canli dogum elde
edilebilmektedir [170]. Bu sebeple, YUT uygulamalarinda birden fazla embriyonun reseptif
bir endometriyuma sahip uterin kaviteye transfer edilmesi gebelik ve canlt dogum oranlarini
arttirmak adina yapilan yaygin uygulamalardan bir tanesidir. Buna karsin, oosit hiicrelerinin
yakin iligki kurdugu ve oosit kompetansi ile direkt veya indirekt yollarla iligski olan kumulus
hiicrelerinin bir “biomarker” olarak kullanilabilmesi fikri gelismis ve bu konuda ¢esitli temel
bilim dallarindan klinik ¢aligsmalar yayimlanmistir [171]. Bugiine kadar yapilan ¢caligmalarda
glukoz metabolizmas1 (PFKP), kalsiiyum homeostazi (CAMKI1D), COC ekstraseliiler
matriks komponentleri (HAS2, VCAN), TGF- ailesi (BMP-15, GDF-9) ve prostoglandin
sentezi (PTGS2) ile alakali mRNA miktarinin artmis olarak gozlemlenmesi oosit kalitesi,
fertlizasyon, embriyo kalitesi, gebelik ve canli dogum oranlariyla pozitif korelasyon
sergiledigi gosterilmistir [172-180]. Fakat, bu girisimlerin neredeyse hepsi icin 6zel
ekipman, yetistirilmis operatdr ve daha da 6nemlisi sonuglarin hazirlanip analiz edilmesi i¢in
zamana gereksinim duyulmaktadir. Bu sebeple, bahsi gecen bu testlerin klinik olarak
kullanimi rutin klinik iglemler diistintildiglinde maalesef pratik degildir. Yine de bu testlerin
kullanilmastyla gerek embriyo transferi sayisi gerekse gebelige ulagma siiresinde ¢esitli
avantajlar elde edilebilmektedir. Bu konu hakkindaki en giizel 6rneklerden biri Belgikali
Johan Smitz grubunun EFNB2, SASH1 ve CAMKID transkriptlerinin kumulus hiicreleri
lizeinde transtomics olarak analiz etmesiyle ortaya ¢ikan ve alanda Corona testi olarak

bilinen veriler olabilir [ 181]. Bu ¢alismada, hasta 6rneklerinde elde eilmis kumulus hiicreleri
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transcriptomics ile incelenmis ve bahsi gegcen 3 faktoriin seviyelerinden faydalanarak
embriyo transfer sayisi azaltilmis ve daha da Onemlisi ise bu teknolojinin kullanimiyla

gebelik elde edilebilmesi i¢in gereken YUT sayis1 3 siklus azaltilabilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Géniilliilere Ait Ozellikler ve Gruplandirma

Bu tez ¢alismasina, Etlik Sehir Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 12.06.2024
tarihli toplantisi ile girisimsel olmayan aragtirmalar AES-BADEK-2024-595 sayili etik kurul

onayi ile calismaya baslanmistir. Tlgili karar formu EK-1 boliimiinde paylasilmstir.

Calismaya, BGOF ile detayli olarak sozlii ve yazili olarak klinisyen ve embriyolog
tarafindan bilgi verilmis ve onam vermis goniilliiler dahil edilmistir. Arastirma amagh
goniillii alim1 etik kurul onay1 takiben Haziran 2024 ve Temmuz 2024 tarihleri arasinda
Giirgan Klinik Kadin Sagligi, infertilite ve Tiip Bebek merkezine infertilite sikdyeti ile
basvuran ¢iftler arasindan icleme/dislama kriterlerine uygun ciflerin ¢alismaya katilma

daveti ile veriler elde edilmistir.

Calismaya dahil edilen goniilliiler arastirma ve kontrol grubu olmak iizere 2 gruba ayrildi.
Arastirma grubunda 10 PCOS tanisi almig, 10 endometrioma tanist almis, 10 ileri maternal
yas tanisit almis, 10 azalmis over rezervi tanisi almis, 10 agiklanamayan infertilite tanisi
almis, toplam 50 birey dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak ise 10 erkek faktor infertilite
tanis1 almis bireyler dahil edilmistir. Aragtirmada toplam 60 bireyden elde edilmis kumulus

hiicreleri ve klinik parametreler incelenmistir.

KOH sonrast YUT teknigi olarak IVF ve inseminasyon teknigi olarak ICSI planlanarak
yumurta toplama iglemine (oocyte pick up, OPU) alinan goniillillerden kumulus hiicreleri
asagida anlatilan protokoller takip edilerek toplandi. Her goniilliiden 3 dominant follikiil
(>17 mm ¢apindan biiyiik follikiiller) aspirasyonundan elde edilmis COC’nden elde edilmis

kumulus hiicreleri toplandi.
3.1.1. Goniilliiler icin icleme Kriterleri

Her bir goniillii i¢in sadece tek bir infertilite tanis1 almis olmasi sartiyla birlikte asagidaki
ozelliklere gore goniilliiler calismaya dahil edilmistir. Birden fazla infertilite sebebi olmasi

durumunda goniilliiler calismadan dislanmustur.
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18 — 49 yas aralig1

BMI 25kg/m2 veya alt1 olmasi

Diisiik Over Rezervi tanis1 almis olmasi
Erkek faktor infertilite tanis1 almis olmasi
Aciklanamayan infertilite tanist almig olmasi
Polikistik over sendromu tanisi almis olmasi

Endometrioma tanisi almis olmasi

3.1.2. Goniilliiler icin dislama Kkriterleri

Daha 6nce over rezervini etkileyebilecek cerrahi girisim oykiisii
Turner Sendromu

SRY- Erkek bireyler

I¢leme kriterlerinin saglanmadig1 durumlar

Herhangi bir sebeple tedavi protokoliiniin tamamlanmasi

Bireyin arastirmadan ayrilma talebi

3.1.3. Goniilliilere ait 6rneklerde incelenen parametreler

Folikiilogeneze ve oosit gelisimine etkili oldugu bilinen EGF, GDF-9 ve BMP-15 pozitif

kumulus hiicrelerinde imiinohistokimyasal olarak belirlendi.

Kumulus hiicrelerinde TUNNEL pozitif hiicrelerin imiinohistokimyasal olarak
isaretlenmesiyle apoptotik hiicrelere iliskin veriler elde edildi.

IVF siklus kilit parametreleri (oosit sayisi, matiirasyon orani, fertilizasyon orani, klivaj
orani, blastulasyon orani, gebelik orani, implantasyon orani) ve jinekolojik klinik
bulgular (FSH, LH, estradiol, AMH), EGF, GDF-9, BMP-15 ve apoptotik hiicre

seviyeleri ile iligkilendirildi.

3.2. Kumulus Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Kumulus hiicreleri matriks komponeneti ile yumurta toplama (“oocyte pick-up”, OPU)

islemi sirasinda elde edilmistir. OPU isleminden 6nce kontrollii over hiperstimiilasyonu
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(“controlled over hyperstimiilation”, COH) islemi hastanin etiyolojisine uygun protokoller

uygulanarak kadin hastaliklar1 ve dogum uzmanlarinca gergeklestirilmistir.

3.2.1. Kontrollii over hiperstimiilasyonu

Hastalarin etiyolojik 6zellikleri, 6zellikle “body mass index (BMI)”, antral follikiil sayis1 ve
AMH degerlerine gore uygun dozda adetin 3. giiniinde rekombinant gonadotropin dozu
baslanmasiyla overler uyarilir. Rekombinant gonadotropin olarak follitropin alfa (Gonal-F,
Merck Serono) kullanilmistir. Her 2 giinde 1 olacak sekilde hastalar follikiil biiyiime takibi
icin klinige ¢agrilmis ve transvajinal ultrasonografi yardimiyla follikiil gelisimle takip
edilmistir. Gerekli goriilen durumlarda gonadotropin doz ayarlamasi yapilmis ve gerekli
takipler yapilmistir. En az 3 follikiilin dominatlasmas1 ve 17 mm c¢apina ulagmasiyla
gonadropin kullanim1 sonlandirilip trigger asamasina gecilmistir. Trigger ajanina, yine
hastanin etiyolojisine ve “ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS)” riskine gore karar
verilmigtir. Eger Ostrojen seviyesi 2500 pg/mL seviyesinin altinda ise hCG
(chorigonadotropin alfa, Ovitrelle 20 mcg (6500 IU), Merck Serono) bu seviyelerin iizerinde
ise triptorelin  acetate  (Gonapeptyl, Ferring) kullanilmistir.  Trigger ajani
administrasyonundan 34-36 saat sonra OPU iglemi gergeklestirilmistir. OPU isleminden
sonra eger siklus planlamasi taze embriyo transferine gore planlandiysa hastalara giinliik
vajinal progesteron (crinone gel 8%BID, Merck Serono; progestan 200 mg, Kocak Farma)
luteal faz destegi amach kullanilmistir. Gebelik olusmast durumunda progesteron destegine

gestasyonel gelisimin 10. haftasina kadar devam edilmistir.

3.2.2. OPU, deniidasyon, mikroenjeksiyon ve embriyo kiiltiir siireci

OPU islemi genel sedasyon altinda yapilmistir. Transvajinal probe ile sag ve sol overler
gozlemlenmis ve prob lizerine monte edilmis ¢ift limenli OPU ignesi “guide” yardimiyla
follikiiller penetre edilip follikiil igerigi aspire edilmistir. Follikiil sivisinda COC
bulunmadig1 durumlarda follikiil igerigi ASP (Vitrolife) ile yikanmis ve tekrar aspire
edilmistir. Embriyoloji laboratuvarinda izole edilen COC’leri lizeri mineral yag ile ortiilii
(OVOIL, Vitrolife) %5 “human serum albiimin (HSA)” igeren G-MOPS+ (Vitrolife)
tamponlu kiiltlir stvisina tasinmistir. Toplanan COC’lerin fazla matriks kisimlari egilmis
insiilin enjektor uglan ile kesilip daha sonra ¢alisilmak iizere kiiltiir kabinda birakilmistir.

OPU islemi sonrasi toplanan COC’leri G-TL+ (Vitrolife) soliisyonu ile yikanip ayni kiiltiir
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stvist igerisinde 37 °C, %7 CO2 ve %5 O; kiiltiir ortaminda yaklagik 1 saat kiiltlir edilmistir.
Gerekli siiredeki kiiltiir sonras1t COC’ler 6nce 40 IU hyaluronadise (Hyase 10X, Vitrolife)
iceren enzimatik soliisyon icerisinde yavasca yikanmis ve kumulus matrikslerinin ¢éziilmesi
saglanmistir. Sonrasinda sirasiyla 150um ve 130um caplarinda ateste g¢ekilmis pastor
pipetleri kullanilarak mekanik deniidasyonlar1 saglanmis ve corona radiata hiicrelerinden
arindirilmistir. Deniidasyon islemi tamamlanan oosit hiicreleri matiirasyon agamalarina gore
(MII, MI ve GV) ayrilip tekrardan G-TL+ (Vitrolife) kiiltiir sivis1 i¢erisinde kiiltiir edilmistir.
Kiiltiir stiresinin sonunda ICSI islemi i¢in hazirlanmis Narishige Mikromanipiilatér yardimi
ile ICSI islemi gergeklestirilmistir. Insemine edilen oositlerin fertilizasyon kontrolii post-
ICSI 16. saatte yapilmis ve fertilizasyon skorlart her oosit i¢in belirlenmistir (2PN, 1PN,
3PN, multiPN, FF, OPN). Sonrasinda her giin gerekli embriyo kontrolleri yapilmis ve gerekli
embriyo skorlamalar1 gerek elektronik takip programina (TiipBEBEX, Tiirkiye) gerekse
hasya dosyasina kaydedilmistir. Siklus taze transfer i¢in organize edildiyse Allwin (Allwin
Medical Devices, ABD) i¢ ve dis kateter seti kullanilarak embriyo transferi gerceklestirilmis

veya embriyolar uygun kriyoprezervasyon protokolleri kullanilarak dondurulmustur.
3.3. Immiinohistokimyasal Prosediir

OPU islemi sirasinda elde edilen kumulus hiicreleri polilizinli lamlarin tizerine alinip stereo
mikroskop altinda Pasteur pipeti kullanilarak yayildi. Bu islem oncesinde kiiltiir ortamindan
gelen mineral yaglarin arindirilmasina biiylik 6zen gosterildi. Lam iizerin ealinan kumulus
hiicreleri oda sicakliginda (25 °C) kurumaya birakildi. Kurutma islemini takiben %4
formaldehit ile hiicrelerin fikse olmasi saglandi. Tez kapsaminda olan tiim hastalarin
ornekleri toplanincaya kadar kuru ve 151k almayan bir ortamda kumulus hiicrelerini iceren

lamlar muhafaza edilip immunohistokimyasal takip siire¢lerine baglandi.
3.3.1. iImmiinohistokimyasal takip

Elde edilen ve %4 formaldehit ile fikse edilen kumulus hiicreleri 2 defa 15 dk boyunca ksilol
icerisinde bekletildi. Ksilol agamasindan sonra drneklerin dehidrasyonu asamasina gecildi.
Sirastyla, %100, %96, %90, %80 ve %70 v/v etil alkol ¢ozeltilerinde her biri 10 dk olacak
sekilde islemden gecirildi. Sonrasinda, 2 defa her biri 5 dk olacak sekilde distile su igerisinde
rehidrasyon yapildi. Lam iizerindeki dokularin etrafi PAP-Pen ile ¢izilerek nemli ortamda

immiinohistokimya barinda 3 defa her biri 3 dk olacak sekilde pH 7.4 “phosphate buffered
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saline (PBS)” ile yikand1. Non-spesifik baglanmay1 engellemek adina 10 dk boyunca “serum
blocking solution” uygulanan 6rnekler anti-GDF-9 (Cat: ab15640, Lot: 962605, Santa Cruz
Biotechnology Inc., Europe), anti-BMP-15 (Cat: ab198226, Lot: GR211311-2, Abcam)
primer antikorlari ile +4 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Gece inkiibasyonu sonrasi 6rnekler diger
asamalar icin PBS ile yikanarak hazirlandi. Endojen peroksidaz aktivitesinin engellenmesi
amactyla 15 dk boyunca %3 hidrojen peroksit (LabVision, Fremont, ABD) ¢ozeltisi ile
uygulama yapildi. Orneklerin PBS ile yikanmasindan sonra biotinli sekonder antikor (Cat:
54-003, Lot: 40522067, Acu-stain Mouse+rabbit HRP kit, Genemed Biotechnologies, ABD)
uygulandi. Sonrasinda PBS ile 3 defa her biri 3 dk olacak sekilde drnekler yikandi ve
diaminobenzedin (DAB) subtrati iceren kromojen (Cat: DABS-125, Lot: HD25395, Thermo
Fisher Scientific, CA, ABD) uygulanarak gozle goriinebilir immiin tepkime ger¢eklesene
kadar bekletildi. PBS ile yikama sonrasi, zemin boyasi olarak Mayer’in Hematoksileni
kullanildi. Son kez alkol serisiyle dehidre edilen ornekler ksilolde bekletildikten sonra
entellan kullanarak lamel ile kapatildi ve 151k almayan karanlik bir ortamda muhafaza edildi.
Tiim 6rneklerin mikroskobik incelemesi Leica DM4000 (Almanya) bilgisayar destekli
goriintlileme sisteminde Leica Q Vin3 programinda fotgraflar1 ¢ekildi ve gerekli sayimlar

yapildi. Her mikroskop slayti i¢in bagimsiz 5 alanda boyanan hiicreler sayildi.

3.4. TUNEL Prosediirii

Kumulus hiicrelerindeki DNA hasarinin tespit edilebilmesi amacityla TUNEL metodu
kullanildi. Elde edilen ve %4 paraformaldehit ile fikse edilmis hiicreler 20 dakika siiresince
20 pg/ml konsantrasyondaki proteinaz K (Roche Diagnostics, Almanya) ile kiiltiir edildi.
Bunu takiben, 5 dakika boyunca oda sicakliginda (25 °C) nemli bir ortamda endojen
peroksidasyonun bloke edilmesi amaciyla %3 hidrojen peroksit (LabVision, Fermont, ABD)
cozeltisi ile islemden gecirildi. Fazla siv1 dikkatli bir sekilde uzaklastirildiktan sonra 37 °C
nemli bir ortamda 1 saat siiresince TdT enzim ¢ozeltisi ile inkiibe edildi. Sonrasinda, anti-
digoksigenin peroksidaz c¢ozeltisi ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda (25 °C) inkiibe
edilip diaminobenzidin (DAB) ile boyandi. Zemin boyasi olarak Mayer’in Hematoksilen
boyast kullanildi. Tiim 6rneklerin mikroskobik incelemesi Leica DM4000 (Almanya)
bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde Leica Q Vin3 programinda fotgraflar ¢ekildi ve
gerekli sayimlart yapildi. Her mikroskop slayti icin bagimsiz 5 alanda boyanan hiicreler

say1ldi.



36

3.5. istatistiksel Analiz

Tlim istatistiki hesaplamalar i¢in GraphPad Prism (Version 10.2.3 (403), ABD) istatistik
programi kullanildi. Degiskenlerin normal veya anormal dagilimda oldugu (parametrik vs
non-parametrik dagilim) testi i¢in Shapiro-Wilk testi kullanildi. Parametrik dagilim sartini
saglayan degiskenlerin analizi i¢in Student’s t-testi kullanildi. Non-parametrik degiskenlerin
analizi igin ... kullanildi. Ornek voliimiinii tan1 gruplarina gore karsilastirmak igin ise tek
yoOnlii varyans analizi (ANOVA) uygulandi. ANOVA sonucunda fark bulundugunda farkin

kaynag1 Bonferroni post-hoc testi ile aragtirildu.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplar Aras1 Demografik ve Klinik Embriyolojik Veriler

Tedavi gruplari arasinda gesitli demografik ve klinik parametrede istatistiki olarak anlamli
farklar saptanmustir (Cizelge 4.1). Kadin yas1 parametresinde gruplar arasinda istatistiki
olarak anlamli fark saptanmistir (p<0.0001). Bu fark sadece maternal age (45.60+£1.91 vs
30.63+3.84, p<0.0001) grubu ve DOR (37.1143.63 vs 30.63+3.84, p: 0.0048) grubu kontrol
grubu ile kiyaslandiginda ortaya ¢ikmaktadir. Gruplar karsilastirildiginda AMH degerleri
arasinda istatistiki olarak anlamli fark saptanmustir (p<0.0001). Bu fark sadece PCOS
(4.89+1.44 vs 3.13£1.13, p: 0.0020), maternal age (0.27+0.25 vs 3.13+1.13, p<0.0001) ve
DOR (0.14+0.11 vs 3.13+1.13, p<0.0001) gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamlidir.
Gruplar arasinda hCG giinii estradiol degerleri arasinda istatistiki olarak anlamli fark
saptanmigtir (p<0.0001). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu fark PCOS grubu igin
istatistiki olarak anlamlidir (3080.13£1789.52 vs 7504+340.09, p: 0.0011). Toplanan oosit
sayist parametresinde gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli fark saptanmistir
(p<0.0001). Bu fark, maternal age (4.50+2.25 vs 14.75+6.4, p: 0.0004) ve DOR (2.89+2.28
vs 14.75+6.4, p<0.0001) gruplarinin kontrol grubuna kiyaslandigi zaman istatistiki olarak
anlamlidir. Toplam M2 sayis1 parametresinde gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli fark
saptanmustir (p<0.0001). Bu fark, maternal age (3.30+£1.62 vs 11+6.12, p: 0.0045) ve DOR
(2.11+1.66 vs 11+6.12, p: 0.0012) gruplart ile kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki
olarak anlamlidir. Karsilastirilan diger parametreler olan BMI, deneme say1si, toplam M1
sayisi, matiirasyon Oranlari, fertilizasyon oranlari ve klivaj oranlar1 gruplar arasinda
istatistiki olarak anlamli farklilik gostermemistir. Blastulasyon oranlarinda ise DOR grubu
ile kontrol grubu kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli fark mevcuttur (0+0 vs
64.07+16.72, p: 0.0451). Fakat, DOR grubunda embriyonik gelisimin besinci giiniine takip
edilmis sadece tek embriyo bulundugundan, 6rneklem sayisi yetersizligi ile bu istatistiki fark

g6z ardi edilebilir.



Cizelge 4.1. Gruplar aras1 demografik veriler, KOH degiskenleri ve siklus parametreleri. Her parametre i¢in ortalama ve +standart sapma degerleri
belirtilmistir. Tiim parametrelerin kontrol grubu (Male Faktor) ile arasinda istatistiki olarak anlamli fark olup olmadigt ANOVA
Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtirilmistir, (*) kontrol grubu ile istatistiki anlamli farki belirtir. P degerleri ANOVA testi ile
hesaplanmistir. p<0.05 istatistiki olarak anlamli kabul edilir

PCOS Endometrioma Maternal Age DOR Unexplained Male Faktor

(n: 10) (n: 10) (n: 10) (n: 10) (n: 10) (n: 10) p-degeri
Kadin Yast 28.10+4.97 31.00+3.38 45.60+1.91 **** 37114363 ** 3424354 30.63+3.84 0.0001
BMI (kg/m2) 23.2542.12 21.911.82 22.1242.09 22.09+2.20 21.76+2.68 22.05+2.59 0.7778
Deneme Sayisi 1.30+0.64 1.70+1.55 3.80+3.68 3.11+1.91 2.2+1.6 1.63+£1.32 0.0979
AMH (ng/ml) 4.89:1.44 ** 2.98+0.68 0.2740.25 ***%  (.1440,1] *** 3.01+1.14 3.13+1.13 0.0001
l(lr%?mcli)“nu E2 308013178952 50474581.63 707£470.86 31857419477 571.33+363.06 750£340.09 0.0001
g:;’l':l”a” Qosit 18.6046.95 10.40+5.58 4.5042.25 *** 2.8942.28 *xk 11.323.13 14.75+6.4 0.0001
Toplam M2 15.40+6.39 7.60+4.84 3.30+1.62 ** 2.111.66 ** 7.843 34 1126.12 0.0001
Toplam M1 1.20+1.4 1.20+1.72 0.50+0.92 0.78+0.78 1.4£1.11 0.63+0.69 0.5407
Toplam GV 2.00+1.67 1.601.74 0.60+1.2 00 * 24237 2.7542.22 0.0269
?%tﬁrasyon Orani 83.98+13.1 65.82426.89 78.814£24.59 73.28+31.30 68.35+21.46 72.66£17.61 0.5990
gigjl'ﬁ;j)ym 78.93+10.77 61.82+23.49 75.50+27.59 49.74+33.95 68.59+19.22 58.01+18.45 0.1188
g/i)Khvaj Orani 92.13+14.23 08.15+5.24 98.33+5 92.86+11.29 1000 97.5+6.61 0.3225
g'ris;:‘zﬁ/fg’o” 59.97+16.62 66.15£21.97 50.0030 00 * 73.08£13.27 64.07£16.72 0.0623
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4.2. Gruplar Arasinda EGF, GDF-9, MBP-15 Immiinohistokimyasal ve TUNEL
Verileri

Follikiiler gelisimin her basamaginda graniiloza ve kumulus hiicrelerinde farkli seviyelerde
sitoplazmik olarak ifade edildigi bilinen EGF, GDF-9 ve BMP-15 proteinlerinin

immiinreaktivitesi tiim deney gruplarinda degerlendirildi.

Tedavi gruplar1 arasinda GDF-9, BMP-15, EGF ve TUNEL parametrelerinde istatistiki
olarak anlamli farklar saptanmistir (Cizelge 4.2). Tiim ¢alisma gruplarinin GDF-9, MBP-15,
EGF ve TUNEL seviyeleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki olarak farkl
bulunmustur (p<0.0001). PCOS grubu ile kontrol grubu GDF-9 seviyeleri (6.00+2.00 vs
18.70£1.27, p<0.0001) acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. Endometrioma grubu ile kontrol grubu GDF-9 seviyeleri (6.00£1.00 vs
18.70£1.27, p<0.0001) acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. Maternal age grubu ile kontrol grubu GDF-9 seviyeleri (4.20+0.98 vs
18.70£1.27, p<0.0001) acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. DOR grubu ile kontrol grubu GDF-9 seviyeleri (3.89+1.20 vs 18.70+1.27,
p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmistir.
Unexplained grubu ile kontrol grubu GDF-9 seviyeleri (9.70+1.68 vs 18.70+1.27, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. PCOS grubu ile
kontrol BMP-15 seviyeleri (7.20+1.26 vs 11.30+£2.19, p<0.0001) agisindan
karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. Endometrioma grubu ile
kontrol BMP-15 seviyeleri (7.10£1.30 vs 11.30£2.19, p<0.0001) agisindan
karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. Maternal age grubu ile
kontrol BMP-15 seviyeleri (4.50+1.26 vs 11.30+2.19, p<0.0001) agisindan
karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. DOR grubu ile kontrol
BMP-15 seviyeleri (3.22+1.03 vs 11.30£2.19, p<0.0001) acisindan karsilastirildiginda
istatistiki olarak anlamli fark goézlemlenmistir. Unexplained grubu ile kontrol BMP-15
seviyeleri (9.70£1.68 vs 11.30+2.19, p: 0.0044) acisindan karsilastirildiginda istatistiki
olarak anlamli fark gézlemlenmistir. PCOS grubu ile kontrol EGF seviyeleri (7.00+1.26 vs
14.70+£1.95, p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. Endometrioma grubu ile kontrol EGF seviyeleri (7.10+1.83 vs 14.70+1.95,
p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmistir.
Maternal age grubu ile kontrol EGF seviyeleri (4.80+1.33 vs 14.70£1.95, p<0.0001)



40

acisindan karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. DOR grubu ile
kontrol EGF seviyeleri (4.33+£1.56 vs 14.70£1.95, p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda
istatistiki olarak anlamli fark gzlemlenmistir. Unexplained grubu ile kontrol EGF seviyeleri
(10.50£1.28 vs 14.70£1.95, p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak
anlamli fark gozlemlenmistir. PCOS grubu ile kontrol apoptoz seviyeleri (12.10£1.51 vs
1.70+1.10, p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. Endometrioma grubu ile kontrol apoptoz seviyeleri (8.20+1.47 vs
1.70£1.10, p<0.0001) acisindan karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. Maternal age grubu ile kontrol apoptoz seviyeleri (11.50+2.20 vs
1.70+£1.10, p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. DOR grubu ile kontrol apoptoz seviyeleri (11.89+1.51 vs 1.70+1.10,
p<0.0001) agisindan karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmistir.
Unexplained grubu ile kontrol apoptoz seviyeleri (6.20+1.25 vs 1.70£1.10, p<0.0001)

acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir.

Cizelge 4.2. Gruplar aras1 GDF-9, BMP-15, EGF ve TUNEL verileri. Her parametre i¢in
ortalama ve +standart sapma degerleri belirtilmistir. Tiim parametrelerin
kontrol grubu (Male Faktor) ile arasinda istatistiki olarak anlamli fark olup
olmadigi ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtirilmistir, (*) kontrol
grubu ile istatistiki anlamli farki belirtir. P degerleri ANOVA testi ile
hesaplanmistir. p<0.05 istatistiki olarak anlamli kabul edilir

PCOS Endomet. Maternal Age DOR Unexpla.  Male Faktér p-degeri
GDF-9 ‘ 6.00+£2.00* 6.00+£1.00*  4.20+0.98* 3.89+1.20*%  9.70+1.68* 18.70+1.27 0.0001
BMP-15 7.20+1.83*  7.10+1.3* 4.50+1.20* 3.22+1.03*  8.70+1.55* 11.30+£2.19  0.0001
EGF ‘ 7.00£1.26* 6.50+1.69*  4.80+1.33* 4.33+£1.56* 10.50+£1.28* 14.70+1.95 0.0001
TUNEL 12.10£1.51* 8.20+£1.47* 11.50£2.20* 11.89+1.97* 6.20+1.25* 1.70+1.10 0.0001

4.2.1. Kontrol grubu

Kontrol grubu male faktor grubu hastalardan olugmaktadir. GDF-9, BMP-15 ve EGF
seviyeleri diger gruplarla karsilastirildiginda en fazla pozitif boyama gosteren grup kontrol
grubu olmustur (¢izelge 4.2). Apoptoz seviyeleri ise TUNEL verisine gore en diisiik grup

olarak gozlemlenmistir.
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Resim 4.1. Kontrol grubuna ait cumulus hiicrelerinde (A) GDFF-9, (B) BMP-15, (C) EGF
ve (D) TUNEL boyama fotomikrografi

4.2.2. PCOS grubu

PCOS grubu ile kontrol grubu GDF-9 seviyeleri (6.00£2.00 vs 18.70+1.27, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. PCOS grubu ile
diger gruplar GDF-9 seviyeleri agisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile anlamli fark
bulunmustur (¢izelge 4.2, p<0.0001). PCOS grubu ile maternal age grubu GDF-9 seviyeleri
(6.00£2.00 vs 4.20+0.98, p: 0.0374) acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli
fark gozlemlenmistir. PCOS grubu ile DOR grubu GDF-9 seviyeleri (6.00£2.00 vs
3.89+1.20, p: 0.0137) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmigtir. PCOS grubu ile unexplained grubu GDF-9 seviyeleri (6.00+£2.00 vs
9.70+1.68, p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. Buna karsin, PCOS grubu ile endometrioma grubu (6.00+£2.00 vs

6.00£1.00, p>0.9999) arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunamamstir (sekil 4.1).
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PCOS grubu ile kontrol BMP-15 seviyeleri (7.20£1.26 vs 11.30£2.19, p<0.0001) acisindan
karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmistir. PCOS grubu ile diger
gruplar BMP-15 seviyeleri agisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile anlamli fark
bulunmustur (sekil 4.2, p<0.0001). PCOS grubu ile maternal age grubu BMP-15 seviyeleri
(7.20+1.83 vs 4.50+1.20, p: 0.0029) acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli
fark gozlemlenmigtir. PCOS grubu ile DOR grubu BMP-15 seviyeleri (7.20+1.83 vs
3.22+1.03, p<0.0001) agisindan Kkarsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. Buna karsin, PCOS grubu ile endometrioma (7.20+1.83 vs 7.10+1.30,
p>0.9999) ve unexplained (7.20£1.83 vs 8.70+1.30, p: 0.1773) gruplar1 arasinda istatistiki

olarak anlamli fark bulunamamustir (sekil 4.2).

PCOS grubu ile kontrol EGF seviyeleri (7.00£1.26 vs 14.70+2.19, p<0.0001) acisindan
karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gdzlemlenmistir. PCOS grubu ile diger
gruplar EGF seviyeleri agisindan karsilagtirilmig ve bazi gruplar ile anlamli fark bulunmustur
(sekil 4.3, p<0.0001). PCOS grubu ile maternal age grubu EGF seviyeleri (7.00+£1.26 vs
4.80+1.33, p: 0.0159) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. PCOS grubu ile DOR grubu EGF seviyeleri (7.00+£1.26 vs 4.33+1.56, p:
0.0033) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. PCOS
grubu ile unexplained grubu EGF seviyeleri (7.00£1.26 vs 10.50+1.28, p<0.0001) acisindan
karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. Buna karsin, PCOS grubu
ile endometrioma (7.00+1.26 vs 7.10+1.30, p: 0.9357) gruplar1 arasinda istatistiki olarak

anlamli fark bulunamamaistir.

PCOS grubu ile kontrol apoptoz seviyeleri (12.10+1.51 vs 1.70+1.10, p<0.0001) agisindan
karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. PCOS grubu ile diger
gruplar apoptoz seviyeleri acisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile anlamli fark
bulunmustur (sekil 4.4, p<0.0001). PCOS grubu ile endometrioma grubu apoptoz seviyeleri
(12.10£1.51 vs 8.20£1.47, p<0.0001) acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlaml
fark gézlemlenmistir. PCOS grubu ile unexplained grubu apoptoz seviyeleri (12.10+1.51 vs
6.20+1.25, p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark
gozlemlenmistir. Buna karsin, PCOS grubu ile maternal age (12.10+1.51 vs 11.50+2.20, p:
0.8983) ve DOR (12.10£1.51 vs 11.89£1.97, p: 0.9990) gruplar1 arasinda istatistiki olarak

anlaml fark bulunamamastir.
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Resim 4.2. PCOS grubuna ait cumulus hiicrelerinde (A) GDF-9, (B) BMP-15, (C) EGF ve
(D) TUNEL boyama fotomikrografi
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Sekil 4.1. GDF-9 seviyelerinin gruplar arasi seviyeleri. Veri ¢ubuklar1 5 ve 95’nci persentil
seviyelerini temsil eder. Veri cubuklarmin igerisindeki c¢izgiler median
belirtecidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir. Gruplar arasi
farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtiriimistir
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Sekil 4.2. BMP-15 seviyelerinin gruplar arasi seviyeleri. Veri cubuklart 5 ve 95’nci
persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢cubuklarinin igerisindeki ¢izgiler median
belirtecidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir. Gruplar arasi
farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtirilmistir
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Sekil 4.3. EGF seviyelerinin gruplar arasi seviyeleri. Veri ¢ubuklari 5 ve 95’nci persentil
seviyelerini temsil eder. Veri cubuklarmin igerisindeki c¢izgiler median
belirtecidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir. Gruplar arasi
farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtirilmistir
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Sekil 4.4. Apoptoz seviyelerinin gruplar arasi seviyeleri. Veri c¢ubuklart 5 ve 95°nci
persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢cubuklarinin igerisindeki ¢izgiler median
belirtecidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir. Gruplar arasi
farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtirilmistir

4.2.3. Endometrioma grubu

Endometrioma grubu ile kontrol grubu GDF-9 seviyeleri (6.00+1.00 vs 18.70+1.27,
p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmistir.
PCOS grubu ile diger gruplar GDF-9 seviyeleri agisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile
anlamli fark bulunmustur (sekil 4.5, p<0.0001). Endometrioma grubu ile PCOS grubu GDF-
9 seviyeleri (6.00+1.00 vs 6.00+2.00, p: 0.9999) ag¢isindan karsilagtirildiginda istatistiki
olarak anlaml fark bulunamamistir. Buna karsin endometrioma grubuyla GDF-9 seviyeleri
maternal age (6.00+1.00 vs 4.20+0.98, p: 0.0374), DOR (6.00+1.00 vs 3.89+1.20, p: 0.0137)
ve unexplained (6.00£1.00 vs 9.70+1.68, p<0.0001) gruplarn arasinda istatistiki olarak

anlamli fark bulunmaktadir.
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Endometrioma grubu ile kontrol BMP-15 seviyeleri (7.10+1.30 vs 11.30£2.19, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmistir. Endometrioma
grubuyla BMP-15 seviyeleri maternal age (7.10+£1.30 vs 4.50+1.20, p: 0.0044) ve DOR
(7.10+£1.30 vs 3.22+1.03, p<0.0001) gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli fark
bulunmaktadir. Buna karsin, endometrioma grubu ile PCOS (7.10£1.30 vs 7.20+1.83,
p>0.9999) ve unexplained (7.10£1.30 vs 8.70+1.55, p: 0.1353) gruplar1 arasinda istatistiki

olarak anlamli fark bulunamamustir (sekil 4.6).

Endometrioma grubu ile kontrol EGF seviyeleri (6.50+1.69 vs 14.70+1.95, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmistir. Endometrioma
grubu ile diger gruplar BMP-15 seviyeleri agisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile
anlamli fark bulunmustur (sekil 4.7, p<0.0001). Bu farklilik sadece DOR (6.50£1.69 vs
4.33+1.56, p: 0.0223) ve unexplained (6.50+1.69 vs 10.50+1.28, p<0.0001) gruplar1 arasinda
karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamlidir. Buna karsin, endometrioma grubunun EGF
seviyeleri a¢isindan PCOS (6.50+1.69 vs 7.00£1.26, p: 0.9357) ve maternal age (6.50+1.69
vs 4.80£1.33, p: 0.0880) karsilastirmasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmamaktadir.

Endometrioma grubu ile kontrol apoptoz seviyeleri (8.20+1.47 vs 1.70+1.10, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmistir. Endometrioma
grubu ile diger gruplar apoptoz seviyeleri acisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile
anlamli fark bulunmustur (sekil 4.8, p<0.0001). Endometrioma grubu ile PCOS (8.20+1.47
vs 12.10£1.51, p<0.0001), maternal age (8.20+1.47 vs 11.50+£2.20, p: 0.0003), DOR
(8.20£1.47 vs 11.89+1.97, p<0.0001) ve unexplained (8.20£1.47 vs 6.20+1.25, p: 0.0481)

gruplar1 arasinda apoptoz seviyeleri agisindan iStatistiki fark bulunmustur.



'Y R} e ® - ¢ p
i SN T N X G a X
'. s ~ = -
W o »
) e L U ¢ B
3 . . o # L 1 ’
"* -“' ‘. b, c;o‘ 4 ’0 - e '
. L . o ’
(.e ". b .. { .
[ T, 7t g @ o o &
I'. ’3 Q, - ¢ . v.‘ ’ e
v’ Dalfen Vo )
. . - p
> .'.’o.‘. e * & ¢
- ‘o LYY - . =4 : ¥
2% » - S = s ® * %
Fide N - ¢ * oy, 0
g . » o oe »
a P ™y .‘._ a i ¥ . TR
@ P -
4 "
B & N D P
. P P " o
. )
4 - e
» ) S ".‘
.oo ! > »
\a" K : .
® v ) . ‘
w3 o il |
“”tl « (k"
N o . n '] #*
! ¢ ° "_f .
>
P e
‘ 4 ®  —— ——

Resim 4.3. Endometrioma grubuna ait cumulus hiicrelerinde (A) GDF-9, (B) BMP-15, (C)
EGF ve (D) TUNEL boyama fotomikrografi
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Sekil 4.5. EGF-9 seviyelerinin endometrioma grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢ubuklari
5 ve 95’nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarmin igerisindeki
cizgiler median belirtegidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir.
Gruplar aras1 farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilastirilmistir.
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Sekil 4.6. BMP-15 seviyelerinin endometrioma grubuna goére olan seviyeleri. Veri cubuklari
5 ve 95’nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarinin igerisindeki
cizgiler median belirtegidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir.
Gruplar aras1 farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilastirilmistir
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Sekil 4.7. EGF seviyelerinin endometrioma grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢ubuklart 5
ve 95°nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarinin igerisindeki ¢izgiler
median belirtecidir. Gruplar aras istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir. Gruplar
aras1 farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilastirilmistir.
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Sekil 4.8. Apoptoz seviyelerinin endometrioma grubuna goére olan seviyeleri. Veri cubuklari
5 ve 95’nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarinin igerisindeki
cizgiler median belirtegidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir.
Gruplar aras1 farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile kargilastirilmistir

4.2.4. Maternal age grubu

Maternal age grubu ile kontrol grubu GDF-9 seviyeleri (4.20+0.98 vs 18.70+1.27, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. Maternal age
grubu ile diger gruplar GDF-9 seviyeleri acisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile anlamli
fark bulunmustur (sekil 4.9, p<0.0001). Bu farkliliklar, GDF-9 seviyeleri agisindan PCOS
(4.20+0.98 vs 6.00£2.00, p: 0.0374), endometrioma (4.204+0.98 vs 6.00+1.00, p: 0.0374) ve
unexplained (4.20+0.98 vs 9.70+1.27, p<0.0001) gruplar ile karsilastirildiginda istatistiki
olarak anlamhdir. Fakat, maternal age ile DOR grubu GDF-9 seviyeleri acisindan

karsilastirildiginda anlamli bir fark ¢ikmamaktadir (4.20+0.98 vs 3.89+1.68, p: 0.9885).

Maternal age grubu ile kontrol BMP-15 seviyeleri (4.50+1.20 vs 11.30+2.19, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmistir. Bu fark, PCOS
(4.50£1.20 vs 7.20+1.83, p: 0.0029), endometrioma (4.50+1.20 vs 7.10£1.3, p: 0.0044) ve
unexplained (4.50+1.20 vs 8.70£1.55, p<0.0001) gruplar ile karsilastirildiginda istatistiki
olarak anlamlidir. Maternal age ile DOR grubu BMP-15 seviyeleri acgisindan
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karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (sekil 4.10,
4.50+1.20 vs 3.22+1.03, p: 0.3302).

Maternal age grubu ile kontrol EGF seviyeleri (4.80+1.33 vs 14.70£1.95, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. Maternal age
grubunun diger caligma gruplart ile EGF seviyelerinin karsilastirmasiyla istatistiki
farkliliklar tespit edilmistir (sekil 4.11). Bu farkliliklar PCOS (4.80+1.33 vs 7.00+1.95, p:
0.0159) ve unexplained (4.80+1.33 vs 10.50+1.28, p<<0.0001) gruplariyla istatistiki olarak
anlaml sekilde farkli bulunmustur. Buna karsin, endometrioma (4.80+1.33 vs 6.50+1.69, p:
0.0880) ve DOR (4.80+1.33 vs 4.33£1.56, p: 0.9557) gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunamamistir. Maternal age grubu ile kontrol apoptoz seviyeleri (11.50+2.20 vs
1.70+1.10, p<0.0001) acisindan karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark

gbzlemlenmistir.

Maternal age grubunun diger ¢alisma gruplari ile karsilastirilmasiyla istatistiki farklar tespit
edilmistir (sekil 4.12). Bu farkliliklar, maternal age grubu ile endometrioma (11.50+2.20 vs
8.20+1.47, p: 0.0003) ve unexplained (11.50+2.20 vs 6.20+1.25, p<0.0001) gruplar1 arasinda
istatistiki olarak anlamlidir. Buna karsin, maternal age grubu ile PCOS (11.50+£2.20 vs
12.10£1.51, p:0.8983), ve DOR (11.50£2.20 vs 11.89+£1.97, p: 0.9837) gruplar1 arasinda

apoptoz seviyeleri agisindan istatistiki olarak anlamli fark bulunamamastir.
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Resim 4.4. Maternal age grubuna ait cumulus hiicrelerinde (A) GDF-9, (B) BMP-15, (C)
EGF ve (D) TUNEL boyama fotomikrografi
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Sekil 4.9. GDF-9 seviyelerinin maternal age grubuna gdre olan seviyeleri. Veri ¢ubuklari 5
ve 95°nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri gubuklarinin igerisindeki ¢izgiler
median belirtegidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir. Gruplar
aras1 farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtirilmistir
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Sekil 4.10.  BMP-15 seviyelerinin maternal age grubuna gore olan seviyeleri. Veri
cubuklar1 5 ve 95’nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri c¢ubuklarinin
icerisindeki ¢izgiler median belirtecidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade
edilmigtir. Gruplar arast farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile

karsilastirilmistir
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Sekil 4.11.  EGF seviyelerinin maternal age grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢cubuklari
5 ve 95’nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarin igerisindeki
cizgiler median belirtegidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir.
Gruplar aras1 farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilastirilmistir
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Sekil 4.12.  Apoptoz seviyelerinin maternal age grubuna goére olan seviyeleri. Veri

cubuklar1 5 ve 95’nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri c¢ubuklarinin
icerisindeki ¢izgiler median belirtecidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade
edilmistir. Gruplar aras1 farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile
karsilastirilmistir

4.2.5. DOR grubu

DOR grubu ile kontrol grubu GDF-9 seviyeleri (3.89+1.20 vs 18.70+1.27, p<0.0001)
acisindan karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlaml fark gézlemlenmistir. DOR grubu ile
diger gruplar GDF-9 seviyeleri agisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile anlamli fark
bulunmustur (sekil 4.13, p<0.0001). Gruplar arasi farkliliklar incelendiginde DOR grubu ile
PCOS (3.89£1.20 vs 6.00+2.00, p: 0.0134), endometrioma (3.89£1.20 vs 6.00+1.00, p:
0.0134) ve unexplained (3.89+£1.20 vs 9.70£1.68, p<0.0001) gruplar1 arasinda GDF-9
seviyeleri agisindan istatistiki olarak anlamli farkliliklar bulunmustur. DOR grubu ile
maternal age grubu arasinda ise istatistiki olarak anlamli fark saptanamamustir (3.89+£1.20 vs

4.20+0.98, p<0.0001).

DOR grubu ile kontrol grubu BMP-15 seviyeleri (3.22+1.03 vs 11.30+2.19, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark goézlemlenmistir. BMP-15

seviyeleri agisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile anlamli fark bulunmustur (sekil 4.14,
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p<0.0001). Gruplar aras1 farklar incelendiginde DOR grubuyla karsilastirildiginda PCOS
(3.22+1.03 vs 7.20+1.83, p<0.0001), endometrioma (3.224+1.03 vs 7.10+1.30, p<0.0001) ve
unexplained (3.22+1.03 vs 8.70+1.55, p<0.0001) gruplar1 arasinda BMP-15 pozitif hiicre
sayilar1 agisindan istatistiki olarak anlamli farklar bulunmaktadir. DOR ile maternal age

gruplari arasinda BMP-15 seviyeleri agisindan istatistiki olarak anlamli fark bulunamamigtir

(3.22+1.03 vs 4.50.30+1.20, p: 0.3217).

DOR grubu ile kontrol grubu EGF seviyeleri (4.33+1.56 vs 14.70£1.95, p<0.0001) agisindan
karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmisti. BMP-15 seviyeleri
acisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile anlamli fark bulunmustur (sekil 4.15, p<0.0001).
DOR grubu ile PCOS (4.33+1.56 vs 7.00£1.26, p: 0.0033), endometrioma (4.33+1.56 vs
6.50+1.69, p: 0.0218) ve unexplained (4.33+1.56 vs 10.50+1.28, p<0.0001) gruplari arasinda
EGF seviyeleri agisindan istatistiki olarak anlamli farklar tespit edilmistir. EGF faktorii
acisindan DOR grubu ile maternal age grubu arasinda istatistiki olarak anlamli fark

bulunmamustir (4.33+1.56 vs 4.80+1.33, p: 0.9522).

DOR grubu ile kontrol grubu apoptoz seviyeleri (11.89+1.97 vs 1.70+1.10, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. BMP-15
seviyeleri agisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile anlamli fark bulunmustur (sekil 4.16,
p<0.0001). Apoptoz seviyeleri acisindan DOR grubu ile endometrioma (11.89£1.97 vs
8.20+1.10, p<0.0001) ve unexplained (11.89+1.97 vs 6.20£1.25, p<0.0001) gruplari
kiyaslandiginda bu gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli farklar bulunmustur. DOR
grubu ile PCOS (11.89£1.97 vs 12.10+1.51, p: 0.9989) ve maternal age (11.89+1.97 vs
11.50+£2.20, p: 0.9822) gruplar1 kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli fark tespit

edilememistir.
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Resim 4.5. DOR grubuna ait cumulus hiicrelerinde (A) GDF-9, (B) BMP-15, (C) EGF ve
(D) TUNEL boyama fotomikrografi
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Sekil 4.13.  GDF-9 seviyelerinin DOR grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢ubuklari 5 ve
95°nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarinin igerisindeki ¢izgiler
median belirtegidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir. Gruplar
aras1 farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtirilmistir
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Sekil 4.14. BMP-15 seviyelerinin DOR grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢ubuklar1 5 ve
95°nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢gubuklarinin igerisindeki ¢izgiler
median belirtegidir. Gruplar aras1 istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir. Gruplar
arasi farklar ANOV A Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtirilmistir
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Sekil 4.15. EGF seviyelerinin DOR grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢gubuklar1 5 ve 95’ nci
persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarinin igerisindeki ¢izgiler median
belirtecidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir. Gruplar arasi
farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtirilmistir
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Sekil 4.16. Apoptoz seviyelerinin DOR grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢ubuklart 5 ve
95°nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢gubuklarinin igerisindeki ¢izgiler
median belirtegidir. Gruplar aras1 istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir. Gruplar
arasi farklar ANOV A Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilagtirilmistir

4.2.6. Unexplained grubu

Unexplained grubu ile kontrol grubu GDF-9 seviyeleri (9.70+£1.68 vs 18.70£1.27, p<0.0001)
acisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. DOR grubu ile
diger gruplar GDF-9 seviyeleri agisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile anlamh fark
bulunmustur (sekil 4.17, p<0.0001). Unexplained grubu ile PCOS (9.70+1.68 vs 6.00+2.00,
p<0.0001), endometrioma (9.70+1.68 vs 6.00+1.00, p<0.0001), maternal age (9.70+1.68 vs
4.20+0.98, p<0.0001) ve DOR (9.70+1.68 vs 3.89+1.20, p<0.0001) gruplar1 arasinda GDF-

9 seviyeleri arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmustur.

Unexplained grubu ile kontrol grubu BMP-15 seviyeleri (8.70£1.55 vs 11.30+2.19,
p<0.0001) agisindan karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gozlemlenmistir. DOR
grubu ile diger gruplar BMP-15 seviyeleri agisindan karsilastirilmis ve bazi gruplar ile
anlamli fark bulunmustur (sekil 4.18, p<0.0001). Unexplained grubu ile maternal age
(8.70+1.55 vs 4.50+1.20, p<0.0001) ve DOR (8.70+1.55 vs 3.22+1.03, p<0.0001) gruplar1

arasinda BMP-15 seviyeleri arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmaktadir. Buna
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karsin, unexplained grubu ile PCOS (8.70+1.55 vs 7.204+2.19, p: 0.1773) ve endometrioma
(8.70£1.55 vs 7.10+£1.30, p: 0.1353) gruplart karsilastirildiginda BMP-15 seviyeleri

acisindan istatistiki anlamli fark bulunmamaktadir.

Unexplained grubu ile kontrol grubu EGF seviyeleri (10.50+1.28 vs 14.70+1.95, p<0.0001)
acisindan karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. DOR grubu ile
diger gruplar EGF seviyeleri agisindan karsilastirllmis ve bazi gruplar ile anlamli fark
bulunmustur (sekil 4.19, p<0.0001). Unexplained grubu ile EGF seviyeleri agisindan
karsilastirma yapildiginda PCOS (10.50+1.28 vs 7.00+1.26, p<0.0001), endometrioma
(10.50+1.28 vs 6.50+1.69, p<0.0001), maternal age (10.50+1.28 vs 4.80+1.33, p<0.0001) ve
DOR (10.50+1.28 vs 4.33+1.56, p<0.0001) gruplari arasinda istatistiksel anlamli fark
cikmaktadir.

Unexplained grubu ile kontrol grubu apoptoz seviyeleri (6.20+1.25 vs 1.70+1.10, p<0.0001)
acisindan karsilagtirildiginda istatistiki olarak anlamli fark gézlemlenmistir. DOR grubu ile
diger gruplar apoptoz seviyeleri agisindan karsilastirilmig ve bazi gruplar ile anlamli fark
bulunmustur (sekil 4.20, p<0.0001). Unexplained grubu apoptoz seviyeleri incelendiginde
PCOS (6.20+1.25 vs 12.10+1.51, p<0.0001), endometrioma (6.20+1.25 vs 8.20+1.47, p:
0.0481), maternal age (6.20+1.25 vs 11.50+2.20, p<0.0001) ve DOR (6.20+1.25 vs
11.89+1.97, p<0.0001) gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmaktadir.
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Resim 4.6. Unexplained grubuna ait cumulus hiicrelerinde (A) GDF-9, (B) BMP-15, (C)
EGF ve (D) TUNEL boyama fotomikrografi
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Sekil 4.17. GDF-9 seviyelerinin unexplained grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢gubuklar1 5
ve 95°nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarmin igerisindeki
cizgiler median belirtegidir. Gruplar arasi istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir.
Gruplar aras1 farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilastirilmistir
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Sekil 4.18. BMP-15 seviyelerinin unexplained grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢ubuklari
5 ve 95’nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarinin igerisindeki
cizgiler median belirtegidir. Gruplar aras istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir.
Gruplar arasi farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilastirilmistir
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Sekil 4.19. EGF seviyelerinin unexplained grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢ubuklar1 5
ve 95°nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarinin igerisindeki
cizgiler median belirtegidir. Gruplar aras: istatistiki fark (*) ile ifade edilmistir.
Gruplar aras1 farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilastiriimistir
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Sekil 4.20. Apoptoz seviyelerinin unexplained grubuna gore olan seviyeleri. Veri ¢ubuklari
5 ve 95’nci persentil seviyelerini temsil eder. Veri ¢ubuklarinin igerisindeki
cizgiler median belirtegidir. Gruplar aras istatistiki fark (*) ile ifade edilmisgtir.
Gruplar arasi farklar ANOVA Bonferroni Post-Hoc testi ile karsilastirilmistir
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5. TARTISMA

Bu tez c¢aligmasmin amaci farkli infertilite etiyolojilerine sahip infertil kadinlardan elde
edilen kumulus hiicrelerinde EGF, GDF-9, BMP-15 ve TUNNEL verileri ile klinik sonuglari
ile analiz etmekti. Bu amacla 10 PCOS, 10 endmetrioma, 10 advanced maternal age, 10
DOR, 10 unexplained ve 10 erkek faktor infertilite tanis1 almis ¢iftten kumulus 6rnekleri
alindi ve EGF, GDF-9, BMP-15 faktorleri acisindan immiinohistokimyasal metotlar
kullanilarak analiz edildi. Buna ek olarak kumulus hiicrelerindeki apoptoz seviyeleri
TUNNEL testi ile incelendi. Elde edilen immiinohistokimyasal veriler ve apoptoz seviyeleri
klinik parametreler ile korelasyon saptanabilmesi agisindan analiz edildi. Calismaya dahil
edilen hastalarin demografik verileri ve siklus parametreleri incelendiginde gruplar arasinda
cesitli farklarin oldugu gosterilmistir (bakiniz boliim 4.1). Bu farklar, farkl: infertilite tanilar
nedenleriyle alakali olup tezin hipotezinin temelini olusturan farklardir. Ornek vermek
gerekir ise, advanced maternal age grubuyla PCOS grubu arasinda kadin yasi arasindan
istatistiki olarak anlamli bir farkin bulunmasi tez ¢alismasinin tasarlanigina bagli olarak
dogal bir farktir. Bu sebeple demografik veriler incelendiginde gozlemledigimiz istatistiki
farklar iki farkli grup tizerindeki etkilerin incelenmesinden ziyade iki farkli infertilite
tanisinin tasidigr farklarin follikiilogenez siirecine ne denli etki etti§inin incelenmesine
olanak saglamaktadir. Hasta gruplarinin demografik ve KOH siirecine iligskin bulgular1 klinik
embriyoloji bulgulariyla birlikte literatiirde yayimlanan bulgular ile uyumludur. Tez
calismasimin hazirlanildigi asamalarda Etik kurul izni alinmasi noktasinda biirokratik
engellerden dolay1 oldukg¢a fazla zaman kaybedilmistir. Bu sebeple hedeflenen birincil ¢ikt1
noktalarindan olan siklus gebelik sonuglar (klinik gebelik oranlari, implantasyon oranlari,
abortus oranlar1 ve canlt dogum oranlari) tezin teslim asamasina yetisememistir. Bu verilerin

tamamlanmasi ile tez ¢aligmasi bilimsel dergilerde yayn i¢in hazirlanacaktir.

Hastalarin infertilite tanilarinin konulmasinda klinisyenler literatiir ile uyumlu metotlar
izlemistir. Ozellikle endometriosis olgularin tanist zor bir grup oldugundan tartisma
boliimiinde tani kriterleri ek olarak irdelenmelidir. Endometriosis tanis1 konulabilmesi i¢in
altin standart laparaskopik girisimdir. Fakat, endometrial dokunun ektopik olarak overlerde
lokalize oldugu endometrioma durumlart igin tranvajinal yol ile yiiksek hassasiyette tani
konulabilmektdir. Bu sebeple, tez kapsaminda olan tek endometriosis grubu olan

endometrioma tanisi i¢cin abdomainal/transvajinal ultrasonografi yolu tercih edildi. Bu
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teknikle hastaligin tanisinda %93 sensitivite ve %97 spesifite oldugu bilinmektedir [182-
184].

Ozellikle GDF-9 ve BMP-15 seviyelerinin kumulus hiicrelerinde incelendigi arastirmalarda
onemli bir metodolojik farklilik bulunmaktadir. Kumulus hiicrelerinin elde edilme
noktasinda aragtirmacilar COC yapilarinin hyaluronidaz enzimi ile islem gdrmesinden
sonraki adimlarda, Ozellikle santrifiij asamasindan sonra kumulus hiicrelerini elde
etmektedirler. Bu durum kumulus hiicrelerinde gerek mekanik gerekse fizyolojik strese
maruz birakabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tez ¢alismasinda ise OPU islemi sonrasinda COC
hiicreleri rediikte edilmis ve boylece kumulus hiicreleri dogal sartlarina daha yakin bir
sekilde santrifiij islemine maruz birakilmadan ve daha da onemlisi ekstraseliiler matriks
komponenti ile elde edilmistir. Bu sebeple, literatiir ¢alismalarina kiyasla daha optimal bir

ornekleme yapilmis ve daha dogru sonuglar elde edildigine inanilmaktadir.

Follikiilogenez siirecinde oosit kaynakli ilk biiyiime faktorii olarak tespit edilen GDF-9
molekiilidiir [182]. GDF-9 molekiiliiniin pek ¢ok goérevi bulundugu gibi graniiloza
hiicrelerinde FSH ile indiiklenen farklilasmay1 baskiladigi bilinmektedir. Bu sebeple, GDF-
9 seviyelerinin kumulus hiicrelerinde saglikli gruplara gore goreceli azaldigr durumlarda
over fonksiyonlar1 ve oosit kalitesi tizerine olumsuz etkilerinin olabilecegi bilinmektedir.
Oosit kalitesi ve matiirasyonu lizerine etkilerinin bilindigi GDF-9 molekiiliiniin kumulus
hiicrelerindeki seviyesi diistiigii durumlarda oosit hiicresi ile kumulus hiicreleri arasindaki
molekiiler iletisim kabiliyetinin zayifladig1 ongoriilebilir. Sonug olarak, molekiiler iletisim
yolaklarindaki bu zayiflama ise oosit kalitesinde diistikliiklere sebep acabilmektedir. GDF-9
kaynakli iletisim yolakli bu iletisim bozukluklarinin sebep agtig1 oosit kalitesindeki azalma
ise bahsi gegen oositlerin fertilizasyon yolaklarinda anomalilere ve sub-optimal oosit
aktivasyonuna neden olabilir. Buna bagl olarak kotii kalitede embriyogenez siireci ile
baslayan ve kétii klinik performans sergilenen YUT tedavisi siiregleri gdzlemlenebilir.
Oldukga giincel calismalara gore kotii prognozlu hastalarin gerek follikiil sivisindaki gerekse
kumulus hiicrelerindeki azalmis GDF-9 seviyeleri dikkat ¢ekmektedir [183]. Ozellikle
POSEIDON grup 3 siniflamasindaki kotii prognozlu hastalar incelendiginde GDF-9 ve
BMP-15 seviyelerinin hem follikiil sivisinda hem de kumulus hiicrelerindeki seviyelerinin
azaldig1 gozlemlenmistir [183]. Bu bulgular bu tez ¢alismasindaki DOR grubuyla
uyumludur. Calismamizda, DOR grubu POSEIDON grup 3 siniflamasiyla uyumlu olup

literatiirde belirtildigi gibi kontrol grubuna goreceli bir sekilde bu iki sinyal molekiiliiniin



65

seviyeleri diisliik bulunmustur. Bu diisiikliige baglh olarak sonug¢landig diisiiniilen apoptoz

seviyeleri ise kontrol grubuna kiyasla daha fazla olarak gézlemlenmistir.

PCOS hastalarinda GDF-9 ve BMP-15 seviyelerini hem oosit hiicrelerinde hem de kumulus
hiicrelerinde analiz eden nadir calismalardan bir tanesine goére, KOH veya spontan
sikluslardan elde edilmis oosit hiicrelerinde hem GDF-9 hem de BMP-15 seviyelerinin
kontrol grubuyla ayni oldugu gosterilmistir [130]. Fakat, ayni calismaya gore oosit
hiicrelerindeki seviyeler ayni olsa bile kumulus hiicrelerindeki GDF-9 seviyelerinde azalma
oldugu gosterilmistir. Kumulus hiicrelerindeki BMP-15 seviyesi ise bahsi gecen calisma
sonuglarina gore kontrol grubuyla benzer sekilde gozlemlenmistir. Literatiirle
kiyaslandiginda tez g¢alismasinin BMP-15 verilerine ters diisen bulgular saptanmistir. Tez
calismasinin PCOS grubunda hem GFF-9 hem de BMP-15 seyilerinde kontrol grubuna
kiyasla azalma gozlemlenmistir. Fakat bu azalma en azindan incelenen klinik
parametrelerden BMP-15 ile daha alakali oldugunu diisiindiigiimiiz matiirasyon oranlarina
etki etmemistir. Matiirasyon oranlar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiki olarak
anlamli bir fark bulunamamistir. GDF-9 ve BMP-15 seyilerinin PCOS hasta grubunda
incelendigi bir diger ¢alismada ise her iki faktoriin de PCOS grubunda azalma egiliminde
oldugu raporlanmistir [184]. Bu ¢aligma tarafindan sunulan bulgular ise tez konusu PCOS

bulgular1 ile hem fikir sekildedir.

GDF-9 molekiiliinii in vitro olarak kiltiir sivilarina eklenmesiyle insan over korteks
dokusundan sekonder follikiil gozlemleme orani %31 seviyesinden %353 seviyesine
yiikseldigi yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir [185]. Dolayist ile oosit kalitesiyle direkt
alakali olan GDF-9 molekiiliiniin kumulus hiicrelerindeki seviyesinin azalmasi in vitro
caligmalarin da destekledigi gibi follikiilogenez siirecinin sub-optimal olabilecegini isaret
etmektedir. Sonu¢ olarak KOH ile elde edilmis COC’lerden de buna bagl olarak klinik

anlamda daha diislik performans beklemek calismalarin mantigina uymaktadir.

BMP-15 molekiilii oosit matiirasyonu i¢in énemlidir. Azalmis kumulus hiicresi BMP-15
icerigi ile oosit matiirasyonu arasinda bir iliski bulunmustur [176, 186]. Buna ek olarak, yine
oosit matiirasyonu ile iligkilendirilmis kumulus hiicrelerindeki BMP-15 seviyesinin kumulus
kiitlesi ekspansiyonu icin gerekli oldugu gosterilmistir [183]. Bu sebeple, herhangi bir
nedenle kumulus hiicrelerinde diisiik BMP-15 ekspresyonuna sebep olan herhangi bir

girisim ve faktdr oosit kohortunda azalmis metafaz II seviyesindeki oosit miktarim
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azaltacaktir. Matiir oosit sayisindaki bu azalma ise en 6nemli klinik KPI’lar arasinda olup

dogrudan YUT basaris1 agisindan oldukca énemlidir.

EGF sinyal molekiilii ise mural graniiloza hiicreleri ile kumulus hiicreleri arasindaki LH
sinyal yolagini tamamlayan molekiillerdir. Mural graniiloza hiicrelerinde bol LH reseptorii
bulunurken kumulus hiicrelerinde bu say1 olduk¢a azdir. Dolayist ile mural graniiloza
hiicreleri LH sinyal yolagin1 EGF molekiilleri ile kumulus hiicrelerine iletirler. Amphiregulin
(AREG), epiregulin (EREG), BTC ve PTGE2 molekiillerinin hepsi EGF ailesinden olup
bahsi gecen LH sinyal yolagi ile tetiklenen siireci kumulus hiicrelerine iletmekle
sorumludurlar [187, 188]. Bu molekiillerin kumulus hiicresinde artmasiyla kumulus kiitle
ekspansiyonu tetiklenir ve oosit hiicresinin final matiirasyonu ic¢in gerekli olaylarin
gerceklesmesi saglanir. Bu sebeple, herhangi bir nedenden dolayr EGF molekiillerinin
seviyesinin azalmasi oosit matiirasyonunda baz1 defektlere sebep agabilmektedir. Ozellikle
PCOS hasta gruplar1 bu tarz anomaliliklere yatkinligiyla 6ne ¢ikabilmektedir. Calisma
gruplarindaki  gruplardaki EGF immiinohistokimyasal sonuglar bu ¢ergeveden

incelendiginde arastirilan klinik bulgular ile iliskili bir farklilik bulunamamastir.

Gruplar arast EGF, GDF-9, BMP-15 ve apoptoz seviyeleri incelendiginde infertilite
sebebinden bagimsiz olarak GDF-9 ve BMP-15 seviyelerinin azaldigi ve bununla
iliskilendirilmis sekilde apoptoz seviyelerinin arttig1 gdézlemlenmektedir. YUT prognozu
incelendiginde nispeten kotii senaryo cizilen hastaliklar incelenmesi sebebiyle bu
benzerligin anlagilabilir oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle ileri kadin yast ve DOR
tamlarinda bu kétii prognoz senaryosunun daha da 6n plan c¢iktigi goriilmektedir. YUT
basaris1 olarak siklikla basarisiz tedavi sonuglariyla sonuglanan bu hastaliklarda GDF-9 ve

BMP-15 seviyelerindeki azalmanin katkisinin oldugu diistintilmektedir.

Yukaridaki bilgiler géz oniine alindiginda GDF-9, BMP-15, EGF ve apoptoz seviyelerinin
YUT tedavi basarisi ile dogrudan veya dolayli olarak iliskili oldugu anlagilabilir. Fakat, YUT
kapsaminda uygulanan ve tedavi basarisini temelden etkileyen bir giger faktor de kullanilan
ilag protokolii ve kullanilan ilaglari gesitliligi olabilmektedir. Yapilan ¢alismalara gére YUT
performas1 uygulanan KOH protolii ile iligkilidir ve ayni hasta gruplarinin randomize
kontrollii olarak incelendigi ¢aligmaya gore klinik ¢iktilar istatistiki olarak anlamli bir
sekilde degisiklik gosterebilmektedir [189]. Buna ek olarak, uygulanan KOH protokoliinden

bagimsiz olacak sekilde kullanilan gonadotropin kaynagi da kumulus hiicreleri gen
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ekpresyonu iizerinde farkliliklar yaratabilecegi gosterilmistir [190]. Bu tez galigmasinda
sadece tek tip KOH protokolii uygulanmis ve tiim goniilliiler i¢in rekombinant teknoloji ile
elde edilmis saflastirilmis gonatropin ilaglar1 uygulanmistir. Bu sebeple, farkli protokollerle
elde edilmis kumulus hiicrelerindeki EGF, GDF-9, BMP-15 ve apoptoz seviyelerinin
incelenmesi mantikli olacaktir. Buna ek olarak tez ¢caligmasindaki drneklem sayisinin azligi
nedeni ile daha genis goniillii sayili kohort ¢alismalar ile bu bulgularin incelenmesi, tez
caligmasinin bulgularini daha giiclii kilacaktir. Buna ek olarak, gebelik elde edilmis ve canli
dogumla sonuglanmis oositlerden elde edilen kumulus hiicreleri, gebelik elde edilememis
kumulus hiicreleri ve abortus ile sonuglanmis kumulus hiicrelerinin bu faktorler acisindan

karsilastirilmasi kisisellestirilmis hasta servisine katkida bulunabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, farkli infertilite etiyolojilerine sahip kadinlardan elde edilen kumulus
hiicrelerinde EGF, GDF-9, BMP-15 ve apoptoz seviyelerinin immiinohistolojik metodlar ile
incelenip, bu hiicrelerin fonksiyonel durumlarinin ve klinik sonuglar iizerindeki etkilerinin
anlasilmasina katki saglamistir. Elde edilen bulgular, cesitli infertilite tanilarinin kumulus
hiicrelerinin molekiiler profilleri iizerinde farkli etkiler yarattigin1 gdstermektedir. DOR ve
ileri anne yas1 gruplarinda GDF-9 ve BMP-15 seviyelerinde belirgin bir azalma
gozlemlenmistir. Bu azalma, oosit kalitesinin diismesi ve dolayisiyla klinik gebelik
oranlarinin diisiik olmasi ile iligkilendirilebilir. Apoptoz seviyelerinin artmasi da bu bulguyu
desteklemektedir. PCOS grubunda GDF-9 seviyelerinde azalma goriilmiis, ancak BMP-15
seviyelerinde literatlire gore farkli sonuglar elde edilmistir. Bu durum, PCOS'un molekiiler
patogenezinde heterojenlik oldugunu diisiindiirmektedir. Alternatif olarak ise, literatiirde
kullanilan KOH protokollerinde bu farklarin olusabilecegi ihtimaller arasindadir. GDF-9 ve
BMP-15 seviyelerindeki azalma, oosit kalitesinin diismesine ve oosit ile kumulus hiicreleri
arasindaki molekiiler iletisimin zayiflamasina yol agabilir. Bu durum, fertilizasyon siirecinde
anomalilere ve sub-optimal oosit aktivasyonuna neden olabilir. Kumulus hiicrelerinde artan
apoptoz seviyeleri, folikiilogenez siirecindeki stres ve hasarin bir gostergesi olabilir. Bu
durum, 6zellikle kotii prognozlu infertilite gruplarinda daha belirgin olarak gozlemlenmistir.
Bu caligmanin bulgularin1 desteklemek ve genel gegerliligini artirmak amaciyla, daha genis
goniillii sayisina sahip kohort g¢alismalar yapilmalidir. Boylece elde edilen verilerin
istatistiksel giici artacak ve sonuglar daha giivenilir olacaktir. Kumulus hiicrelerinin
molekiiler profilleri lizerinde farkli KOH protokollerinin etkileri arastirilmalidir. Bu,
tedaviye verilen yanitin kisisellestirilmesi acisindan 6nemlidir. Gelecekteki caligsmalar,
gebelik ve canli dogumla sonuglanmis oositlerden elde edilen kumulus hiicreleri ile basarisiz
gebelik ve abortus ile sonuglanmis oositlerin karsilastirilmasini icermelidir. Bu, YUT tedavi
basarisinin ongoriilmesine katki saglayabilir. Kumulus hiicrelerindeki GDF-9, BMP-15 ve
apoptoz seviyelerinin dl¢iimii, infertilite tedavisi alan hastalarin tedavi planlamasinda bir
biyomarker olarak kullanilabilir. Bu analizler, oosit kalitesi ve tedavi basarisinin
ongoriilmesinde yardimer olabilir. Hastalarda diisiik GDF-9 ve BMP-15 seviyeleri dikkate
alinarak, tedavi stratejileri bu molekiillerin seviyelerini artirmay1 hedefleyebilir. Bu, oosit
kalitesinin iyilestirilmesine yardime1 olabilir. PCOS hastalarinin tedavi yonetiminde, GDF-
9 ve BMP-15 seviyelerinin izlenmesi, kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarinin

gelistirilmesine yardimci olabilir. Bu hastalarda oosit kalitesinin degerlendirilmesi ve
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tedaviye verilen yanitin optimize edilmesi Onemlidir. Bu c¢aligma, farkli infertilite
etiyolojilerine sahip kadinlarda kumulus hiicrelerindeki GDF-9, BMP-15, EGF ve apoptoz
seviyelerinin analiz edilmesinin, klinik embriyoloji ve infertilite tedavisi alaninda 6nemli bir
yere sahip oldugunu gostermektedir. Bu molekiiler belirteglerin incelenmesi, tedavi
planlamasinda daha hassas ve kisisellestirilmis yaklagimlar gelistirilmesine katk1
saglayabilir. Gelecekte yapilacak daha genis ve detayli caligmalar, bu alandaki bilgi
birikimini artirarak, infertilite tedavisinin etkinligini ve basarisini artirmaya yonelik 6nemli

adimlar atilmasina olanak taniyacaktir.
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