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OZET

Zayif overyan yanith ve polikistik over sendromlu hastalarin kumulus
hiicrelerindeki apoptotik gen ekspresyonuyla embriyo gelisimi arasindaki iliski
Dr. Mutlu YAKA

Grantiloza hiicrelerinin ve kumulus hiicrelerinin primer oositin olgun oosite doniigiimii
sirasinda ona en yakim olan ve onunla metabolik olarak ¢ift yonlii iletisimde bulunan
hiicreler olduklar1 bilinmektedir. Yapilan gesitli calismalarda apoptotik genlerle oosit
kumulus hiicreleri ve bu oositlerden gelisen embriyolar arasindaki iligki
degerlendirilmistir. Bizim bu g¢alismada amacimiz 4 gruba ayirdigimiz (kontrol,
aciklanamayan infertilite hastalari, polikistik over sendromlu hastalar, diisiikk ovaryan
yanitli hastalar) hasta gruplarindan elde ettigimiz kumulus hiicrelerindeki apoptotik
aktiviteyi embriyo gelisimi ile karsilastrmak ve bu hastalarin gebelik oranlariyla
apoptotik gen ifadeleri arasindaki iligkiyi anlamaktir.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 04/02/2020 tarih ve 03 sayili onay alinarak calismaya baslandi.
Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Tiip Bebek Merkezine 01.03.2020 —
01.07.2020 tarihleri arasinda bagvuran 50 hasta calismaya dahil edildi. Hastalar
kontrol (n:9 hasta, 00sit:90); Ac¢iklanamayan Infertilite (n:8 hasta, 0osit:86); Polikistik
over sendromu (PKOS) (n:6 hasta, 0o0sit:138); Zayif Overyan Yanit (ZOY) (n:27
hasta, 0osit:124) olmak tizere 4 gruba ayrildi. 437 kumulus hiicresi ayrilan oositlerden
olgun olan 365 oosite intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu yapilarak embriyo takibi
yapildi. Kumulus hiicrelerinin Bax, kaspaz-3, Bcl-2 gen ifadeleri ger¢cek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle Olglildii. Veriler istatistiksel olarak
degerlendirildi. Tiim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Kotii kalitede gelisen embriyolarin kumulus hiicrelerindeki Bax ile Bcl-2 ifadeleri
istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde (r=-0,233) korelasyon saptanmustir.
Agiklanamayan infertilite grubunda, Bax gen ifadesinin yiikselmesinin toplanan
oositlerin immatiir olmasi iizerine istatisliksel olarak anlamli sekilde riski arttirict
etkisi oldugu goriilmiistiir (O.R:1.197). Bir diger 6nemli nokta ZOY grubunda,
kaspaz-3 ifadesinin artmasinin gebelik gelismesini olumsuz etkiledigi saptanmistir.
Fakat kumulus hiicreleri incelenen 365 oositin fertilizasyon, iyi kalitede embriyo

gelistirme durumlar1 apoptotik gen ifadeleriyle iligkili bulunmamustir. Matiir oositlerde
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Bax ile Bcl-2 gen ifadeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif yonlii (r=-0,150)
iligki saptanmistir. Bax/Bcl-2 oranit matiir oositlerde anlamli olarak diisiik oldugu
bulunmustur (sirastyla 2,67+18,10, 13,80+52,77, p=0,020).

Kumulus hiicrelerindeki kaspaz-3 ifadesinin ZOY hastalarda gebelik pozitifligini
diistirmesinin disinda apoptotik gen ifadesiyle fertilizasyon ve iyi kalitede embriyo
gelistirme durumlarina etkisi saptanamamustir. Fakat Bax ifadesinin ve Bax/Bcl-2
oraninin immatiir oosit kumuluslarinda yiiksek olmasi apoptotik siirecin kumulus-

oosit baglantis1 varken basladigini bize gostermistir.

Anahtar kelimeler: Oosit, Kumulus hiicreleri, Bax, Kaspaz-3, Bcl-2
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SUMMARY
Association Between Embryo Development and Apoptotic Gene Expression of
the Cumulus Cells in Patients with Poor Ovarian Response and Polycystic
Ovary Syndrome

Dr. Mutlu YAKA

Granulosa and cumulus cells can be described as the cells closest to the primary oocyte
during its differentiation into the mature oocyte. They are in bidirectional interaction
with the oocyte metabolically. The relationship between apoptotic genes with oocyte
cumulus cells and the embryos developing from these oocytes has been evaluated in
various studies. We aimed to compare the apoptotic activity in the cumulus cells
obtained from the patients undergoing in vitro fertilization treatment in four different
groups (patients with unexplained infertility, polycystic ovarian syndrome, low
ovarian response, and control). We investigated the relationship between pregnancy
rates, embryo development, and apoptotic gene expression in these patients.

The approval was granted by the Non-Invasive Clinical Research Ethics Committee of
Pamukkale University Faculty of Medicine (dated 04/02/2020 and numbered 03). The
study population consisted of 50 patients admitted to Pamukkale University Medical
Faculty Hospital IVF Center between March 01, 2020, and July 01, 2020. The study
cohorts were divided into four as Controls (n: 9 patients, oocytes: 90), unexplained
Infertility (n: 8 patients, oocytes: 86), Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) (n: 6
patients, oocytes: 138), and Poor Ovarian Response (POR) (n: 27 patients, oocytes:
124).

Cumulus cells were isolated from 437 oocytes obtained after the oocyte pick-up
procedure. Intracytoplasmic sperm injection was performed on 365 mature oocytes.
Subsequently, the embryos were followed. Bax, caspase-3, Bcl-2 gene expressions of
the cumulus cells were measured by the real-time polymerase chain reaction method.
The resulting data were assessed statistically. In all analyzes, statistical significance
was set at p <0.05.

Developing poor-quality embryos were significantly and negatively correlated with
Bax and Bcl-2 expressions (r = -0.233). In the unexplained infertility group, increased

Bax gene expression was observed to exert a noticeable effect on the collected oocytes'
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immaturity (O.R: 1.197). Another striking result was that overexpression of caspase-3
in the POR group adversely affected the development of pregnancy. However,
fertilization and the status of good quality embryo development of 365 oocytes whose
cumulus cells were investigated were not associated with apoptotic gene expressions.
A significant negative correlation (r = -0.150) was noted between Bax and Bcl-2 gene
expressions in mature oocytes. Bax / Bcl-2 ratio was found to be significantly lower
in mature oocytes (2.67 £ 18.10, 13.80 £ 52.77, respectively, p = 0.020).

Apart from the fact that caspase-3 expression in the cumulus cells decreased pregnancy
positivity in POR patients, we did not establish the effect of apoptotic gene expression
and fertilization on good quality embryo development. However, increased Bax
expression and Bax/Bcl-2 ratio in immature oocyte cumulus suggest that the apoptotic

process was initiated once a cumulus-oocyte connection was established.

Keywords: Oocyte, Cumulus cells, Bax, Caspase-3, Bcl-2
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GIRIS

On iki ay boyunca diizenli korunmasiz cinsel iligkiye ragmen gebeligin
olusmamasi infertilite olarak tanimlanmaktadir. Evli ¢iftlerin yaklagik olarak %151
infertiliden etkilenmistir (2). Bu sorunun ¢éziimii iiremeye yardimci teknikler igin
calismalar ilk olarak 1890 yilinda Cambridge Universitesi profesorii Walter Heape ile
baglamustir. I1k in vitro fertilizasyon (IVF) ile dogum Ingiltere Oldham’da 25 Temmuz
1978’de Patrick Steptoe ve Rabert Edwards’in ¢alismalar1 sonucu gergeklesmistir (2).
Uremeye yardimei tekniklere ilgi o giinlerden beri artarak devam etmekte ve bugiinde
gelisimini siirdiirmektedir.

Zayif overyan yanit (ZOY) denildiginde reprodiiktif cagda olan diizenli adet
goren ancak over stimiilasyonuna cevap verme agisindan yasitlarindan geride kalan
hastalar tariflenmektedir. Bu durum ilk defa 1983 yilinda Garcia ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmustir (3). Yillar boyu tizerine yiizlerce ¢alisma yapildiktan sonra
2010 yilinda European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE)
tarafindan organize edilen konsensusla ortak bir tanimda ve kriterlerde uzlasilmistir.

Polikistik over sendromu (PKOS), iireme cagdaki kadinlarm %5-10’ununu
etkileyen ve en sik goriilen endokrinopatilerden biridir. Etiyolojisi halen tam olarak
bilinmemektedir. Ureme endokrinolojisi acisindan bakildiginda klinik bulgular1
menstiiral diizensizliklerden ciddi iireme disfonksiyonlarina kadar genis bir
spekturumda olabilir. 2003 yilinda Rotterdam’da yapilan toplantida tan1 Kriterlerine
yonelik ortak goriis birligine varildi. Bu toplantt ESHRE ve American Society for
Reproductive Medicine (ASRM) tarafindan desteklendi. 2008 yilinda Selanik’te
yapilan bir calistayda polikistik over sendromlu infertil kadinin tedavisi konu
edilmistir. Calistayda PKOS yonetiminde hayat tarzi degisiklikleri, farmakolojik
ajanlarla ovulasyon indiiksiyonu, insiilin sensitize eden ajanlar, cerrahi ve yardimci
iireme tekniklerine kadar genis bir yelpazade yer alan bircok tedavi secenegine dair
konsensiis kararlari alimmustir. (4)

Infertil iftlere yapilan muayeneler ve testler sonucunda infertiliteyi agiklayacak
bir neden bulunamadigi durumda tani agiklanamayan infertilite olarak konulur. Bu
durum infertil giftlerin yaklasik olarak %15’ini etkilemektedir (1).

Graniiloza hiicrelerinin ve bu hiicrelerden doniisen kumulus hiicrelerinin primer

oositin olgun oosite doniisiimii sirasinda ona en yakin olan ve onunla metabolik olarak



cift yonlii iletisimde bulunan hiicreler olduklar1 bilinmektedir. Bu ¢ift yonlii iletisim
oosit ve folikiil biiylimesi, olgunlagsmasi ve ovulasyon siireglerini diizenler. PKOS
hastalarinda, kumulus hiicrelerinin daha yiiksek mitokondriyal ROS {iretimi ve daha
diisiik antioksidan kapasiteye sahip olduklari, daha diisiik GSH / GSSG, NADH / NAD
+ ve NADPH / NADP + oranlarina sahip olduklar1 ve oksidatif stresin arttigi
gosterilmistir. Bu hastalarda kumulus hiicrelerinde daha yiikksek GPX3 gen ifadesinin
blastosist olusumu ile iligkili oldugu gosterilmistir (5).

Apoptoz, fizyolojik stimiilasyon tarafindan tetiklenen bir¢ok proteinin ve
kontrol mekanizmasimin yer aldig1 ve hiicre 6liimii ile sonuglanan bir siirectir (6). Bu
stiregte Onemli roller oynayan kaspaz-3, kaspaz-8, Bcl-2, Bax proteinlerinin graniiloza
hiicrelerinde de ifade edildigi onceki galismalarda da gosterilmistir (7). Antral asama
cogu folikiiliin apoptoza girdigi asamadir. Graniiloza hiicrelerinin, atretik folikiillerde
apoptozisin ilk bagladigi hiicre popiilasyonu oldugu gosterilmisken, saglikli
folikiillerde apoptotik graniiloza hiicreleri gosterilememistir (8). Bazi ¢alismalarda
Bcl-2 ailesinin iki {iyesi olan Bax ve Bcl-2 genlerinin ifade miktarlar1 embriyo
kalitesinin tahmini i¢in ana kriterlerden biri olarak gdsterilmistir. Bu ¢alismalarin
1s1¢inda, graniiloza hiicrelerinin metabolizmasi1 ve apoptoz oranindaki herhangi bir
degisikligin oositin kalitesini ve bu oositten olusan embriyoyu olumsuz etkileyerek
gebelik sansini azaltabilicegi diisiiniilmektedir (9).

Simdiye kadar yapilan caligmalarda tubal faktor, agiklanamayan infertilite
hastalarinda folikiil sivisinda ya da kumulus hiicrelerinde apoptozis gelisimine
bakilmistir. (10-16) Yapilan baska bir ¢calismada apoptotik gen ifadesiyle kumulus
hiicrelerinin ait oldugu embriyo morfokinetigi degerlendirilmistir (17).

Bizim bu ¢alismada amacimiz 4 gruba aywrdigimiz ( kontrol, agiklanamayan
infertilite hastalar1, polikistik ovaryan sendromlu hastalar, diisiik ovaryan yanitli
hastalar,) hastalardan elde ettigimiz kumulus hiicreleriyle apoptotik aktiviteyi embriyo
gelisimi ile karsilagtirmak ve gebelik oranlariyla apoptotik gen ifadesi arasindaki

iliskiyi anlamaktir.



GENEL BiLGILER

KADIN GENITAL SISTEMIi

Kadin Genital Sistem Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti ovumu délleyen spermin ¢esidi
(X veya Y) ile belli olsa da erkek ve disi morfolojik karakteristikleri embriyonik 7.
haftaya kadar gelisime baslamazlar. Erken donemde genital sistem her iki cinste de
birbirine benzer ve bu donem seksiiel gelisimin farklanmamigs asamasi olarak
adlandirilir.

Gonadlar posterior abdominal duvar1 déseyen mezotel (mezodermal epitel),
altindaki mezenkimal doku (embriyonik bag doku), primordiyal germ hiicreleri (en
erken donemdeki farklanmamis seks hiicreleri) olmak iizere 3 kaynaktan koken alir.

Gonadal gelisimin ilk safhalar1 5. haftada mezonefrozun mediyalinde mezotelyal
bir kalinlasmanin gelisimiyle baslar. Bu epitelin ve altindaki mezenkimin
proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik olusur, buna gonadal
kabarint1 adi verilir. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar altindaki mezenkim
icerisine dogru kisa siirede bliyiirler ve farklanmamis gonadda dista korteks icte ise
medulla olusur. Eger embriyo XX seks kromozomlarina sahipse korteks tabakasi overe
diferansiye olur ve medulla geriler.

Primordiyal germ hiicreleri fertilizasyondan 24 giin sonra umbilikal kese
duvarinda, allantoisin baslangi¢ yerine yakin endodermal hiicreler arasinda ortaya
¢ikarlar. Embriyonun katlanmalar1 sirasinda umbilikal kesenin dorsal par¢asi embriyo
icerisine dahil olurken, primordiyal germ hiicreleri de arka barsagin dorsal mezenteri
boyunca gonadal kabarintilara go¢ eder. 6. haftada primordiyal germ hiicreleri
mezenkim igersine girerek gonadal kordonlara dahil olurlar. Primordiyal germ
hiicrelerinin gogii stella, fragillis genleri ve BMP-4 proteinince diizenlenmektedir (18).

Ovaryum Gelisimi

Ovaryumlarin gelisiminde XX kromozomlari ile birlikte otozomal bir genin de
rol oynadig1 ortaya ¢ikmustir. Histolojik olarak 10. haftaya kadar aywt edilemezler.
Gonadal kordonlar belirsizdir ve medulla i¢cine sokulup rudimenter bir yap1 olan rete

ovariiyi olustururlar. Rete ovarii ve gonadal kordonlar dejenere olarak kaybolurlar.



Disi gonadda ylizey epiteli cogalmaya devam ederek sekonder kordonlar olan
kortikal kordonlar1 olustururlar. Kortikal kordonlar altaki mezenkim igerisine dogru
ilerler. Mezenkim igerisinde ilerleyen kordonlarin boyutlar1 arttiginda primordiyal
germ hiicreleri i¢lerine girer. 16. hafta civarinda primordiyal germ hiicrelerini igeren
kordonlar izole hiicre kiimelerine pargalanarak primordiyal follikiilleri olustururlar. Bu
folikiiller primordiyal germ hiicresinden koken alan oogonium ve onun etrafinda,
yiizey epiteli kdkenli tek sirali yassilagmig folikiiler hiicreleri igerir. Fetal donemde
oogoniumlarin mitozuyla beraber binlerce primordiyal folikiil meydana gelirken;
bunlardan bircogu dogumdan once dejenere olmaktadir. Postnatal donemde
oogoniumlarin mitozu kesinlikle devam etmez ve yeni primordiyal folikiil olugsmaz.

Dogum sonrasi overin ylizey epiteli diizlesir; tek tabakali hale gelen hiicreler
over hilumunda periton mezoteli ile devamlilik kazanirlar. Yiizey epiteli ile korteks
folikiilleri arasinda tunika albuginea ad1 verilen, ince bir fibroz kapsiil vardir. Overler
mezonefrozun gerilemesiyle ondan ayrilir ve mezenteri olan mezovariuma baglanirlar
(18).

Genital Kanallarin Gelisimi

Gelisimin ilk 5-6 haftas1 genital sistemin farklanmamis sathasidir; mezonefrik
(Wolffian), paramezonefrik (Miillerian) isimlerinde iki ¢ift genital kanal
bulunmaktadir. Mezonefrik kanal erkek iireme sisteminin gelisiminde rol oynarken
paramezonefrik kanal disi lireme sisteminin gelisiminde rol oynamaktadir.

Paramezonefrik kanallar gonadlarin ve mezonefrik kanallarin lateralinde
gelisirler ve mezonefrozlarm lateral yiizeylerindeki mezotelin olusturdugu
longitiidinal invajinasyonlarin kenarlarinin birbirleriyle kaynasmasiyla olusurlar. Bu
kanallarin kraniyal uglar1 periton bosluguna agilirlar, kaudalde mezonefrik kanallara
paralel olarak embriyonun gelecekteki pelvik bolgesine ulasincaya kadar uzanirlar.
Pelvik bolgede mezonefrik kanallar1 ventralde ¢aprazlarlar ve orta planda birbirleriyle
birleserek kaynasirlar ve Y sekilli uterovajinal primordiyumu olustururlar. Urogenital
siniisiin dorsal duvari i¢inde uzanan bu yap1 duvar lizerinde bir yiikselti olan siniis
tiiberkiiliinii olusturur (18).

Paramezonefrik kanalin birlesmeyen kranial tarafindan tuba uterinalar
gelisirken; birleserek uterovajinal primordiyumu olusturan kaudal kismindan uterusun

tamami Ve vajinanin kranial kismi1 gelisir.



Kadin Genital Sistem Histolojisi

Kadm iireme sistemi viicut i¢inde, pelviste iki ovaryum, iki tuba uterina, uterus,
vajina ve dista perineumun vulva adiverilen anterior bolgesinde ise mons pubis, labium
majuslar ve minuslar, klitoris, vestibul, vajina a¢ikligi, hymen ve dig iiretra agizindan
olusur. Ik menstiirasyon kanamasindan (menars) baslamak iireme sistemi noronal
aktivite ve hormon seviyelerine bagli olarak yapisal ve sistemsel siklik degisiklikler
gecirir. Bu siklik degisiklikler menopoz donemine kadar devam eder ve bu donemde
seyrekleserek durur (19).

Ovaryum

Ovaryumlarin en Onemli fonksiyonu oogenez ve steroidogenezdir.
Steroidogenez sonucu fiiretilen strojenler i¢ ve dis genital organlarin bliylimesini ve
olgunlagsmasini desteklerler ve pubertede disi cinsiyet karakteristiklerinin gelisimini
saglarlar. Progestoronlar ise internal genital organlar1 Ozellikle de uterusun
endometriumunu salgilama degisiklikleriyle gebelik i¢in hazirlarlar.

Ovaryumlar eliptik sekilli 3*1,5*1 cm boyutlarinda pembemsi renkli yapilardir.
Ovaryumlar mezovaryum ile peritoneal katlant1 tarafindan broad ligamentin
posterioruna baglidir. Tubal taraftaki kutbu ise suspensor ligament tarafindan pelvis
duvarina baglanir.

Ovaryum korteks ve medulladan olusmaktadir. Merkezi boliimdeki medulla
gevsek bag doku, biiyiikk kivrimli kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler igerir.
Periferdeki kortekste zengin seliiler bag dokusu iginde oaryum folikiilleri
bulunmaktadir.

Ovaryum tek kath kiibik ve baz1 bolgelerde yassilasan germinal epitel olarak
adlandirilan epitel ile doselidir. Korteks ile germinal epitel arasinda tunika albuginea
adinda sik1 bag dokusu bulunmaktadir.

Dogumda mevcut olan oositler birinci mayotik bdliinmesinde arreste ugrasmis
olarak dururlar. Puberte baslangiciyla folikiiller kiicliik gruplar halinde siklik
biiylimeye ve matiirasyona baslarlar. Menstrual siklusla paralel olarak folikiiler
matiirasyon ve ovulasyondan meydana gelen siklik bir dongii devam eder. Her
menstural siklusta sadece bir oositin tam olgunlagsmas1 ve ovulasyonu beklenir. Bu da
bir kadmin reprodiiktif yasami boyunca yaklasik 400 matiir ovum iiretebilecegini

gosterir. Dogumda tahmini 600000-800000 kadar olan primer oositin ¢ogu



olgunlagmasini tamamlayamadan atreziye ugrayip rezorbsiyon mekanizmasi ile
ortadan kaldwrilirlar. Bu siirece oositi gevreleyen hiicrelerin apoptozu eslik eder.
Yasam boyu devam eden bu atrezi primer oosit sayisini logaritmik olarak azaltir (19).

Folikiil Gelisimi

Ovaryum folikiilleri primordiyal, biiylikmekte olan ve olgun (Graaf) folikiil
olmak iizere 3 farkli histolojik evreye aymrmak miimkiindiir. Siklus sirasinda
ovaryumda her ii¢ gelisim evresinden de folikiiller bulunabilir ancak primordiyal
folikiiller her zaman i¢in baskindir.

Primordiyal folikiillerde ovaryumu tek bir sira yassi folikiil hiicreleri ¢cevreler ve
gelisiminin erken evresi gonadotropin stimiilasyonundan bagimsizdir. Oosit yaklasik
olarak 30 um c¢apindadir ve folikiil hiicreleri ile oldukca yakindir. Oositin bir ya da
daha fazla sayida niikleolus i¢eren biiyiik eksantrik bir niikleusu vardir.

Primordiyal folikiiliin gelismekte olan folikiile doniisiimiiyle oosit biiyiir ve
cevresindeki folikiiler hiicreler ¢cogalarak kiibik sekil alirlar. Gelismekte olan folikiiliin
bu ilk evresine primer folikiil denir. Bu evrede oositin salgiladig1 bazi proteinlerin bir
araya gelmesiyle folikiiler hiicreler ile oosit arasinda zona pellusida ad1 verilen 6zel
bir ekstraseliiler ortii olusur. Bu sirada folikiil hiicreleri hizla prolifere olarak stratum
granulosum adi1 verilen ¢ok kath bir epiteli olustururlar ve folikiil hiicreleri artik
graniiloza hiicreleri olarak adlandirilirlar.

Ayn1 zamanda graniiloza hiicrelerinin bazal laminasinin etrafindaki stromal
hiicreler bazal membranin hemen disinda teka folikiili olarak isimlendirilen bir bag
doku hiicre kilifi olustururlar. Bu hiicre kilifi daha igte bulunan yiiksek diizeyde
vaskiilarize kiibik salgi hiicrelerinden olusmus teka interna ve en dista diiz kas
hiicreleri ve kollajen demetleri i¢ceren teka eksterna olarak iki tabakaya farklilasir. Teka
interna hiicreleri sahip oldugu luteinize edici hormon (LH) reseptorleriyle LH
stimiilasyonunda androjen prekiisorleri sentezleyip salgilarlar.

Folikiilde bu degisiklikler olurken oositte Golgi elementi sitoplazmaya dagilir.
Serbest ribozomlarm, mitokondrilerin, kiiciik vezikiillerin sayis1 ve granillii
endoplazmik retikulumun miktar: artar. Oolemmanin hemen altinda kortikal graniil adi
verilen salg1 vezikiilleri olusur.

Zona pelliisida olusumu sirasinda oosit ile graniiloza hiicreleri arasindaki

perivitellin araliga bir¢cok mikrovillus uzanir. Bu mikrovillularm igine graniilosa



hiicreleri ince uzantilarla invajine olurlar. Bu uzantilarin bazilar1 oolemmaya temas
edebilir.

Graniiloza hiicreleri 6-12 hiicre tabakasi kalinligina ulastiginda hiicreleri
arasinda olusan kavitelerde hyaluronandan zengin sivi birikimleri olur. Likor folikiil
ad1 verilen bu kaviteler birleserek antrum adi verilen hilal bigimli tek kavite olusur.
Gelismekte olan folikiil artik antral (sekonder) folikiil evresindedir. Bu asamada oosit
yaklasik 125 um capindadir ve biiyiimesi antral sividaki oosit matiirasyon inhibitorii
tarafindan inhibe edilmektedir.

Sekonder folikiil evresinde folikiil hizla biiyiir ve biiyiidiik¢ce antrum genisler.
Stratum graniilosumun oosit ile iligkili oldugu bolgede graniiloza hiicreleri kumulus
ooforus adi verilen ve antruma dogru ¢ikint1 yapan bir tiimsek olustururlar.

Olgun (Graaf) folikiiliin ¢ap1 yaklasik olarak 10 mm civarinda ovaryum korteks
kalinligmi boyunca uzanarak ovaryum ylizeyinde ¢ikint1 olusturur. Folikiil boyutu ile
beraber antrum boyutunun da artmas1 stratum graniilosum tabakasni inceltir. Oosit ve
kumulus hiicrelerinin geri kalan graniiloza hiicreleri arasindaki baglanti gevser.

Bu asamada teka tabakalari belirginlesir. Teka internada bulunan hiicreler
steroid iireten hiicrelerle ayni ultrastriiktiirel 6zellikleri gosterirler. Bu hiicrelerde
iiretilen Ostrojen prekiisorleri, graniiloza hiicrelerindeki graniilsiiz endoplazmik
retikuluma tagmirlar. Folikiil stimiile edici hormona (FSH) yanit olarak graniiloza
hiicreleri graniilsiiz endoplazmik retikulumda Ostrojen prekiisorlerini Ostrojene
cevirirler. Ovulasyondan 24 saat 6nce adenohipofizde LH salinim1 ani bir sekilde artar.
Bu artigtan 12-24 saat sonra primer oositin mayotik boliinmesi tamamlanir ve sekonder
oosit ve birinci kutup cisimcigi olusur (19).

Ovulasyon

Folikiiler sivi hacminin ve basmcmin artmasi, folikiil duvarmnin aktive
plazminojen tarafindan enzimatik proteolizisi, teka eksternadaki diiz kas liflerinin
prostaglandinler tarafindan tetiklenerek kasilmasi ile sekonder oosit germinal epitel de
dahil olmak iizere biitiin folikiiler duvar1 geger. Bu sirada ovaryum yiizeyine yaklasmis
olan tuba uterina fimbrialar1 kumulus oosit kompleksini tuba uterinanin abdominal
ostiumuna dogru stipiiriir (19). Sonug olarak LH piki ile oosit mayozunun yeniden
baslamasi, kumulus genislemesi, folikiil riiptiri ve kumulus oosit kompleksinin

atilim1 gergeklesir (20).



Korpus Luteum

Ovulasyon sonrasi kollabe olarak derin katlantilar yapmis graniiloza ve teka
hiicrelerinden olusan yapiya korpus luteum adi verilir. Folikiil liimenine dogru olan
kanama merkezde p1ht1 iceren korpus hemorajikum olusumuna neden olur. Hiicrelerde
luteinizasyon gerceklesir ve hem graniiloza hiicreleri hem de teka hiicreleri steroid
salgilayan hiicrelerin 6zelliklerini gosterirler.

Korpus luteum zengin damar agma sahiptir. Bol miktarda progesteron ve
Ostrojen salgilayarak endometriumu implante olabilecek embriyoya hazirlar.

Insan koryonik gonadotropini (hCG) yoklugunda progestojenlerin ve
Ostrojenlerin salgilanma hizi azalir ve korpus luteum ovulasyondan 10-12 giin sonra

dejenere olmaya basglar (19).

Fertilizasyon

Epididimiste matiire olan spermlerin zona pellusidaya baglanma afinitesinin
artmasi i¢in plazma membraninda bazi biyokimyasal degisiklikler ve modifikasyonlar
olur. Bu aktivasyon siirecine kapasitasyon adi verilir. Bu siiregte adenilat siklaz
aktivitesi artarak cCAMP diizeyleri artar, tirozin fosforilasyonu artar, Ca*? kanallar
aktive olur ve intraseliiler Ca*? diizeyi artar, seminal sivi glikokonjugatlar
serbestlestirilir, kolesteroliin plazma membranindan uzaklastirilmasi ile fosfolipidler
ve karbonhidrat parcalar1 yeniden dagilir.

Ejakulattaki spermatozoonlardan sadece birka¢ milyonu fertilizasyon bolgesi
olan tuba uterinanin ampulla kismina ulasabilir. Bu kisimda spermler korona radiataya
penetre olurlar ve zona pellusidadaki zona pellusida glikoprotein 3 reseptoriine
baglanmaya c¢aligirlar. Spermin bu reseptore baglanmasi ile akrozom reaksiyonu
olusur. Bu reaksiyonla spermin akrozom bdlgesinden salman enzimler bir spermin
zona pellusiday1 penetre etmesini saglar. Perivitellin aralia giren spermin plazma
membrant ile oolemma kaynasir.

Penetre olan spermatozoon molekiiler bir sinyal yolu ile 2. mayotik béliinmenin
devamini ve sonlanmasini saglar. Bununla beraber mayoz boliinme tamamlanir ve
ikinci kutup cisimcigi perivitellin araliga atilir. 23 paternal kromozom igeren erkek
proniikleusu ile 23 maternal kromozom igeren kadin proniikleusu hizalanmasindan
sonra proniikleuslarn niikleer membranlar1 ayrisir ve diploid 46 kromozomlu zigot

meydana gelir (19).



Tuba Uterinalar

Fallop tiipii olarak da adlandirilan tuba uterinalar uterustan ovaryumlara dogru
uzanan bir ¢ift tliptiir. Ovaryuma komsu infindibulum, fertilizasyonun gergeklestigi
ampulla, uterusa komsu istmus ve uterus duvari i¢indeki intramural pargalardan
olusur. Olusan zigotun morula evresine kadar gelismesi i¢i gerekli ortami saglar.
Olusan morulay1 uterusa ulastirir.

Diger i¢i bosluklu organlar gibi duvar: li¢ tabakadan olugsmaktadir. En dista
mezotelyumdan ve ince bag dokusu tabakasidan seroza bulunmaktadir. Ortadaki
muskularis tabakasi dista longitidunal ve gorece kalin bir sirkiiler kisstmdan olusur. En
icte ise Silyumlu ve silyumsuz prizmatik epitel hiicrelerinden olusan ve liimene

uzunlamasina katlantilar sergiyen mukoza tabakasi vardir (19).

Uterus

Insanda uterus yass1 liimenli armut seklinde bir organdir. Ustte biiyiik olan kismi
govdeyi olustururken altta silindir seklindeki kisim serviks olarak adlandirilir.

Uterus duvar1 endometrium, miyometrium ve perimetrium olmak tizere 3
tabakadan olusmaktadir. Bu tabakalardan endometrium ve miyometrium embriyonun
implantasyonunu kolaylastirmak i¢in dstrojen ve progesteron etkisinde her ay siklik
degisikliklere ugrayarak menstrual siklusu olusturur. Menstrual siklus sirasinda

endometrium her ay 6nce prolifere olur ve sonra dejenere olur (19).

INFERTILITE

Infertilite, 12 ay boyunca diizenli korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebeligin
olusmamasi olarak tanimlanmaktadir. Yapilan ¢alismalar diinya niifusunun %15’ inin
infertiliteden etkilendigini gostermektedir. Yapilan caligmalara gore infertilitenin
%25’inden kadin yumurtalama bozukluklari, %20’sinden tubal hasar, %10’undan
uterus ve periton kaynakli anatomik bozukluklarin, %30’undan erkege bagl
nedenlerden kaynakli oldugu goriilirken, %15’inde ise infertilite nedeni
aciklanamamustir (21).

Infertilite degerlendirmesinde genel tibbi yaklasimdan farkli olarak mutlaka

kadin ve erkek partnerler beraber degerlendirilmelidir. Ik basamakta dykii alma ve



fizik muayene cok Onemlidir. Bu basamakta sorunun nereden kaynaklandigi
anlasilabilir. Oykii kisminda ¢iftin infertilite ykiisii sorgulanmali varsa daha 6nceden
yapilan infertilite tedavileri irdelenmelidir. Bunun yaninda ¢iftin dahili hastaliklar1
ozellikle endokrin, psikiyatrik ve kronik hastaliklar1 6grenilmelidir. Bugiine kadar
gecirdikleri Ozellikle genital bolge ve biitlin batin i¢i cerrahi miidahaleler
sorgulanmalidir. Kadm hastanin varsa daha onceki gebeliklerinin ve sonuglarmin
Ogrenilmesi, gebeligin olusmasma engel bir durum olup olmadig1 ve gebelik
olustuktan sonra yasanabilecek olumsuz sonuglarin 6ngoriilmesi ve engellenmesi
acisindan 6nemlidir. Yine kadin hastanin menstriial hikayesi de infertiliteye neden
olabilecek bazi hastaliklar ile ilgili bilgi verebilecegi i¢in mutlaka sorgulanmalidir (1).

Hikaye asamasmdan sonra kadin hastaya detayli fizik muayene yapilmalidir.
Hastanin mutlaka viicut kitle indeksi (VKI) hesaplanmalidir. VKI’nin ¢ok diisiik ya da
cok yiiksek olmas1 dogrudan infertilite ile iligkili olabilir. Yine sistemik muayenedeki
baz1 bulgular infertilite nedeni ile ilgili ipucu verebilir. Ornegin erkek tipi killanma
varligi PKOS’a isaret edebilir. Sistemik muayeneden sonra ayrmtili pelvik muayene
yapilmaldir. Oykii ve fizik muayene sonrasinda kadin genital sisteminde infertiliteye
sebep olabilecek nedenlerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in tanisal degerlendirme yapilmalidir.
Bu degerlendirmede overler, over rezervleri, tuba uterinalar, uterin kavite ve serviks
cesitli testlerle incelenmelidir (1).

Erkek hasta degerlendirilmesi i¢in iirolojiye yonlendirilir ve burada erkek faktor
sebeplerin varlig1 agisindan taranir. Degerlendirmeye oykii ve fizik muayene ile
baslanir. Hastalarda mutlaka semen analizi yapilmalidir ve Diinya Saghk Orgiitii
(DSO) tarafindan belirlenen kriterlere gdre degerlendirilmelidir. (22).

Infertilite ¢iftler icin oldukga zor ve yipratict bir durumdur. Her iki partnerin de
temel infertilite degerlendirmesi ile baslayan siire¢ ¢iftler i¢in cok stresli olabilir.
Hekimler her asamada hastaya uygun danismanlik hizmeti ile birlikte gerekirse

duygusal destek de dahil olmak iizere hastanin ihtiyag¢larinin karsilanmasinda yardimei

olmalidir (1).

Zayif Overyan Yanit (ZOY)
ZQOY hastalar, ya yumurtalik rezerv testi ile gdzlemlenen azalmis yumurtalik

rezervi ya da onceki sikluslarda yetersiz yumurtalik yaniti olan hastalar olarak
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tanimlanir (23). ZOY tanisi standartlasma i¢in Bologna kriteleri getirilmistir. Bu
kritelere gore asagidaki maddelerden iki tanesini saglayan hasta ZOY olarak kabul
edilecektir.

e Ileri kadmn yas1 (> 40) veya ZOY icin bir risk faktorii)

e Onceki bir ZOY (konvansiyonel stimiilasyon protokolii ile < 3 oosit)

e Herhangi anormal ovaryan rezerv test (6r: AFC< 5-7 ve ya AMH < 0.5-1.1

ng/ml)

Zayif yumurtalik cevabinin agiklanmasi i¢in, graniilosa hiicrelerinde mevcut
FSH reseptorlerinin sayisinin azalmasi, FSH reseptorii baglandiktan sonra kusurlu
sinyal iletimi, folikiiler sivida 6zel bir FSH reseptorii baglanma inhibitoriintin varhigi
da dahil olmak {izere bircok baska teori Onerilmistir. Gonadotropinlerin dagilima,
graniiloza hiicrelerine karsi oto antikorlarmm varligi ve dolasimdaki gonadotropin
dalgalanmalar1 gibi azaltic1 faktorlerinde bu hastalarda rol oynayan mekanizmalar

olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (24).

Polikistik Over Sendromu (PKOS)

PKOS, yumurtaliklarda yaygin kistlerin varligi, oligo-anoviilasyon,
hiperandrojenizm, hiperinsiilinizm ve insiilin direncinin eslik ettigi iireme ¢agidaki
kadinlar arasinda yaygin bir endokrin bozukluktur. PKOS tanisinda stardizasyon i¢in
Rotterdam kriterleri getirilmistir. Bunlar:

e Oligo-ovulasyon ve / veya anovulasyon

e Kilinik ve / veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular1

e USG bulgular1 (Ovede 2-9 mm 12 veya daha fazla follikiil ve / veya 10ml’nin

iizerinde over voliimii)

PKOS patofizyolojisinde anormal folikiilojenez veya steroidogenez ile iliskili
bozulmus yumurtalik fonksiyonu ve ayrica dominant folikiildeki gelisimsel
bozukluklar ve obezite de rol oynayabilir. PKOS ile indiiklenen anormal folikiiler
mikrogevre oositin sitoplazmik ve / veya niikleer olgunlasmasini dnleyebilir ve oosit
gen ifadelerini degistirebilir. PKOS hastalarinda graniiloza hiicreleri ve kumulus
hiicrelerinin gen ifade paternleri embriyo se¢imi i¢in dolayli bir belirteg olarak
kullanilabilir; oosit ve embriyo gelisiminin altinda yatan kompleks molekiiler

mekanizmalari agikliga kavusturabilir (25).
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PKOS, iireme c¢agindaki tiim kadinlarin % 5-10'unu ve subfertil kadinlarin
%50'sini etkileyen bir yumurtalik bozuklugudur. Bu heterojen endokrin disfonksiyon,
lokal parakrin / otokrin sinyalini ve bagisiklik dengesini bozarak intrafolikiiler ortami
degistirir. Bu nedenle, PKOS'lu kadmlar, endokrin stimiilasyona 6zellikle duyarlidir.
Gergekten de, PKOS'lu kadinlardan alinan folikiiler sivi, VEGF, TNF ve IL-4 ve -7'nin
artmig seviyesi ve EGF, FGF, NGF, PGE2, MMP, PA, GDF9 / BMP15, IL6 dahil
olmak {izere birgok sitokin ve biiylime faktoriiniin sentezinin degistigi ¢alismalarda

gosterilmistir (26).

Aciklanamayan Infertilite

Infertiliteyi agiklayacak bir neden bulunamadig: ¢iftlerde tan1 agiklanamayan
infertilite olarak konulur. Bu durum infertil ¢iftlerin yaklasik olarak %15’ini
etkilemektedir. Bu giine kadar yapilan caligmalarda foliikiil gelisiminde ve luteal fazda
mindr defektler, bazi servikal faktorler, sperm ve yumurta transport veya etkilesim
sorunlari, bozulmus endometriyal reseptivitenin agiklanamayan infertiliteye neden
olabilecegi diistiniilmektedir (27-29). Ancak hala bu hastalar i¢in gegerliligi kabul

edilmis herhangi bir biyokimyasal belirte¢ veya muayene bulgusu yoktur.

APOPTOZIS

Apoptoz hiicrenin ¢liimii ile sonuglanan fizyolojik bir olaydir. Organizmanin
gorevini tamamlamis, ihtiyag duymadigi veya hasarlanmis hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasmi saglar. Genetik olarak siki sekilde kontrol edilir (30). Organizmadaki
baz1 doku ve organlarda apoptozun omiir boyu ve siirekli devam etmesi sayesinde
Olim ile yapim arasindaki dinamik denge korunmus olur. Bu denge apoptoz lehine
bozulacak olursa, norodejeneretif hastaliklar gibi hastaliklar artarken, alehine arttig1
durumlarda kanser ve bazi otoimmun hastaliklar ortaya ¢ikabilir (31).

Apoptoz sinyali ile birlikte hiicre kromatini ve sitoplazma yogunlagsmaya baslar;
hiicre boyutu kiiciiliir. Bir siire sonra hiicre apoptotik cisimcik adi verilen kiiclik
pargalara boliiniir. Bu parcalar plazma membrani ile kapli olduklarindan immun
sistemi enflamasyon yoniinden uyarmazlar (30,32).

Apoptoz hiicre i¢i ve ya dis1 kaynakli sinyaller ile baslayip birbirini takip eden

olaylar zinciridir. Bu sinyaller ile hiicre de kaspaz adi verilen sistein proteazlari
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grubundan enzimlerin aktiflesmesi ve bu enzimlerin hedeflerini pargalayip hiicrede
morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere neden olarak apoptotik cisimciklerin
olusmasi ve bunlarin fagositozu ile sonug¢lanir (30,32).

Hiicre dis1 sinyaller hiicre zarinda bulunan Fas, timor nekrozis faktor reseptorii
1 gibi reseptorlere uyarict sitokin ya da molekiillerin baglanmasiyla aktive olan
yolaklarla kaspaz-8’in aktive olmasina neden olurlar. Aktive kaspaz-8, kaspaz-3’i
aktive eder ve apoptoz baslar (30,32).

Hiicre i¢i sinyaller ile olusan apoptozda ise mitokondiri ve mitokondri zarlar1
arasinda bulunan sitokrom c¢ proteini 6nemli bir rol oynamaktadir. Mitokondri dig
zarinin gegirgenligi arttigi durumlarda sitokrom c sitoplazmaya ¢ikar, kaspaz-9 ve
ATP birleserek kaspaz-3’ii aktive ederek apoptozu baslatirlar. Mitokondri zarinin
gecirgenligi Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilir (30, 32). Bu genlerin
kodlanmais proteinleri mitokondride bulunur. Genel olarak stresle karsilasildiginda pro
ve antiapoptotik gen ailesinin iyelerinin dengesinin, hiicrenin apoptoza girip
girmedigini ve kendi kendine son verip vermedigini veya hayatta kalip kalmayacagini
belirledigi kabul edilmektedir (33). Fonksiyonuna goére Bcl-2 ailesi Bcl-2 gibi
apoptozisi inhibe eden proteinler ve Bax gibi apoptozise neden olan proteinler olmak
tizere iKi gruba ayrilir: (34). Antiapoptotik olan Bcl-2 ve Bcl-x. proteini mitokondri
zar1 gegirgenligini azaltirken apoptotik olan Bax ve Bak proteinleri Bcl-2 ve Bcl-x.
proteinlerine antagonist etki gostererek sitokrom c’nin sitozole salinmasia sebep
olurlar (30, 32). Tipik olarak her iki proteinin (Bax, Bcl-2) ifadesi stabildir. Fakat Bax
asir1 ifade oldugunda hiicreler Oliim sinyallerine daha duyarhdir. Nihayetinde
apoptozis gerceklesir. Benzer sekilde Bcl-2 asir1 ifadesi, ¢ok sayida Bax dimerlerinin
dejenere olmasimi saglar. Bcl-2/Bax oraninm artis1 Bax’in tetikledigi apoptozisi
baskilar ve hiicrenin hayatta kalma ihtimalini arttirir (34).

Embriyonik ovaryumda farklilasmaya milyonlarca folikiilden sadece 400-500
tanesi maturasyonlarin1 tamamlayip ovule olabilmektedir. Digerleri maturasyonun
herhangibir evresinde overyan folikiiler atrezi ile dejenere olarak kaybolurlar. Bu

atreziye graniiloza hiicrelerinin apoptozisin aracilik ettigi bilinmektedir (19).
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GEREC VE YONTEM

Calismaya baslamadan 6nce Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na bagvuruda bulunularak 04/02/2020 tarih
ve 03 sayili onay karar1 alinmustir. Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tiip Bebek Merkezine 01.03.2020 — 01.07.2020 tarihleri arasinda bagvuran 53 hasta
calismaya dahil edildi. Hastalarin Helsinki Bildirgesine gore bilgilendirilmis onam
formu alindi. Bir hastanin esi Kleinfelter sendromu tanisi oldugu igin, bir hastanin
oositlerinin hepsi donduruldugu i¢in ve bir hastanin esine yapilan mikro testikiiler
sperm ekstraksiyonu isleminde sperm bulunamadigi i¢in ¢alisma dis1 birakildi.

Hastalar klinik durumlarina gore 4 ayr1 grupta siniflandirilmigtir:

Kontrol: Infertilite kliniginde yapilan muayenelerinde ve testlerinde infertiliteye
neden olabilecek farkli bir neden yokken tuba uterina kaynakli nedenlerle veya erkek
eslerin spermiogram sonuglarinin DSO kriterlerine gdre normozoospermik olarak
smiflandirilamayan hastalar (n=9 hasta, 00sit:90) kontrol grubu olarak adlandirild.

Aciklanamayan Infertilite: Yapilan infertilite testlerinde herhangi bir anomali
saptanmayan kadin hastalar ve erkek eslerin spermiogram sonuglar1 DSO kriterlerine
gbre normozoospermik olarak saptanan hastalar (n=8 hasta, 00sit:86) agiklanamayan
infertilite grubu olarak adlandirildi.

PKOS: Rotterdam ESHRE / ASRM 2003 Tani kriterlerine uyan hastalar (n=6
hasta, oosit:138) PKOS grubu olarak adlandirildi:

e Oligo-ovulasyon ve / veya anovulasyon

e Kilinik ve / veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular1

e USG bulgular1 (Ovede 2-9 mm 12 veya daha fazla follikiil ve / veya 10ml’nin
iizerinde over voliimii)

ZOY: Bologna Kriterlerine uyan hastalar (n=27 hasta, oosit:124) ZOY grubu
adlandirild1.
Uc 6zellikten en az 2’si olmalr:

e lleri kadm yas1 (> 40) veya ZOY igin bir risk faktorii)

e Onceki bir ZOY (konvansiyonel stimiilasyon protokolii ile < 3 oosit)

e Herhangi anormal ovaryan rezerv test (6r: AFC< 5-7 ve ya AMH < 0.5-1.1
ng/ml)
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OVERYAN STIMULASYON

Hastalarda standart gonadotropin salgilatict horman (GnRH) antagonist
protokolii ile kontrollii overyan hiperstimulasyon yapildi. Hastanin menstruasyonun
2. glinlinde transvajinal ultrasonografi (USG) ile muayenesi yapilarak, bazal FSH, LH,
Ostrojen seviyeleri olgiildiikten sonra, gonadotropinler ile ovulasyon indiiksiiyonuna
baglandi. Folikiil boyutu 14 mm’ye ulastiginda 25 mg GnRH antagonisti verildi.
Hastanin folikiil gelisim takibi transvajinal USG ile yapildi. Takipte 18 mm’ye ulasan
en az iki adet folikiil olustugunda oosit matiirasyonu i¢in 250 pg rekombinant hCG
yapilip takip eden 36. saatte oosit toplama (OPU) islemi yapildi. OPU islemi sedayon

anestezisi altinda ¢ift liimen OPU ignesi kullanilarak yapildi.

OOSIT TOPLAMA (OPU)

hCG enjeksiyonundan sonraki 36. saatte oositler transvajinal olarak
ultrasonografi esliginde, 6zel bir igne yardimiyla ve yikama medyumu kullanilarak
toplanildi. 15 ml’lik steril tiiplere konulan folikiil sivisi embriyoloji laboratuvarinda
steril petri kaplarina bosaltildi ve stercomikroskop altinda oosit arandi. Bulunan
oositler 37°C’de 1sman MOPS tamponlu besiyerinde yikandi. Sonra onceki giin
hazirlanan tizerleri yag ile kapatilan, bikarbonat tamponlu besiyerine alindi. Toplanan
kumulus oosit kompleksleri (KOK), bikarbonat tamponlu besiyerinde 37°C'de %7
CO2, %5 02 igeren inkiibatorde 2 saat bekletildi.

OOSITLERIN SOYULMASI (DENUDASYON)

Oositlerin olgunluklarmin degerlendirmek, intrasitoplazmik sperm enjeksiyon
(ICS)) islemi sirasinda kutup cisimciginin diizlemini ayarlayabilmek ve ICSI islemi
enjeksiyon ignesinin ucunun tikkanmamasi icin soyma islemi uygulandi. Islem igin
hyaliironidaz enzimi kullanildi. Enzimatik olarak 80 1U/ml hyaluronidaz enzimiyle 30
saniye muamele edilen KOK’lerin hepsi ayri1 ayr1 droplarda mekanik olarak
deniidasyon iglemine tabii tutuldu. ICSI 6ncesi 2 saat inkiibatorde inkiibe edildi. 2
Saatin sonunda her metafaz Il (M Il) oosite hastanin esinin spermi kullanilarak ICSI
islemi yapildi. Soyulan oositler inverted mikroskopta 20X objektifte olgun olup
olmadiklarina gore degerlendirildi. Kutup cisimcigi olan olgun oositler MII, kutup

cisimcigini atmamig tek hiicre goriiniimiinde olan olgunlagsmamis oositler ise metafaz
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I (MI), germinal vezikiilii gézlenen profaz 1’deki oositler GV olarak degerlendirildi
(Sekil 1). Ml oositler ilk 4 saat i¢inde kutup cisimcigini attiklarinda ICSI islemine
dahil edildi. Kutup cisimcigi olmayan ve germinal vesikiili goriilenler olgun

olmadiklar1 i¢in ICSI isleminde kullanilmadi.

Sekil 1. Hyase sonrasi oositlerin inverted mikroskopta degerlendirilmesi. A: Germinal
vezikiil (GV) (ok), B: Metafaz | (MI) oosit, C: Metafaz 1l (MII) (ok:kutup cisimcigi) oosit. D:
Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu 40X.

SPERM HAZIRLAMA TEKNiGi (GRADIYENT YONTEMI)

Ug-bes giinliik cinsel perhiz siiresinin ardindan mastiirbasyon yontemiyle steril
semen toplama kaplarina semen 6rnegi alindi. Ornek, 37°C’lik inkiibatorde likefiye
olmasi i¢in 30 dakika bekletildi. Sonra steril bir tiipe koyulan 6rnegin goriiniisii,
likefaksiyon durumu ve hacmi not edildi. Semen Orneginden Makler sayma
kamarasina 10 pl koyularak, faz kontrast mikroskobunda 20X objektif altinda tiim
kareler sayildi. Total sperm sayisi, konsantrasyonu, progresif motil sperm say1si, DSO
kriterlerine (volume >1.5 mL, konsantrasyon >15 milyon/mL, total sperm sayis1 >39
milyon, progresif hareketli sperm sayis1 >32%) gore degerlendirildi (35). Ilk analiz
yapildiktan sonra Ornek dansite gradient yontemi kullanilarak ICSI islemi i¢in
hazirlandi. Sperm yikama islemi 6nceden hazirlanmig ve 37°C'ye getirilmis % 90’ ik
ve % 45°lik iki farkl gradient soliisyonu ile yapildi. Steril bir tiipe 6nce 1ml % 90°1ik,
sonra iizerine 1ml’lik % 45 soliisyon yavasca konularak birbirine karigmayan iki
tabaka olusturuldu. Uzerine semen &rnegi yavas bir sekilde konuldu. 1500 rpm’de
(dakikadaki devir sayist) 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant pelet ile
karistirilmadan alindi. Kalan peletin iistiine 1sitilan 1 ml sperm yikama mediyumu

konuldu ve peletin ¢oziinmesi saglandi ve tekrar 1500 rpm de 10 dakika santrifiij
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edildi. Santrifiij sonras1 0,5 ml siipernatant alinip kalan 0,5 ml sperm yiizmeye 37°C

inkiibatore birakildi. ICSI islemi i¢in 30 dakika sonra yilizen spermler toplandi.

INTRA SiTOPLAZMIK SPERM ENJEKSIYONU (ICSI)

Oositler soyulup olgunluklarinin degerlendirilmesinin ardindan, olgun olanlara
mikroenjeksiyon islemi uygulandi. Islem icin MOPS tamponlu besiyeri kullanilarak
ICSI kabina sperm ve oositler i¢in ayr1 damlalar yapildi. Bu damlalarin arasina viskoz
yapisiyla spermatozoonlar1 yavaslatan polivinilpirolidon (PVP) den koyuldu. PVP
icine gradientle hazirlanmis spermatozoon soliisyonundan mikroenjeksiyon pipetiyle
birakildi. Cevrede bulunan damlalara ise oositler yerlestirildi. Mikroenjeksiyon iglemi
1s1tic1 tablasi bulunan, mikromaniiplatorde ve buna bagli inverted mikroskopta yapildi.
Enjeksiyon pipeti ile hareketli ve normal goriiniimlii olan spermatozoon, kuyrugu
kirilarak hareketsizlestirildi. Oosit, kutup cisimcigi 12 ya da 6 hizasina gelecek sekilde
tutucu pipet ile sabitlendi ve enjeksiyon pipeti ile spermatozoon oosit sitoplazmasina
brrakildi. Oositler enjeksiyon yapildiktan sonra, onceki giinden hazirlanmis ve
gazlanmis bikarbonat tamponlu kiiltiir medyumuna aktarildi. 37°C, %7 CO2 ve %5
02 ortam saglayan inkiibatorlere kaldirilan oositler kiiltiir stiresince burada muhafaza
edildi.

EMBRIYO KULTURU VE TAKIBI

Mikroenjeksiyon isleminden sonra 16-20. saatlerde fertilizasyon kontrolii
yapildi. Oosit sitoplazmasinda 2 proniikleus ve 2 kutup cisimcigi goriilmesi
fertilizasyonun gerceklesmesi olarak degerlendirildi. Fertilizasyon orani, fertilize olan
MII oositlerin, toplam MII oositlere oranmi alinarak hesaplandi. Mikroenjeksiyon
isleminden yaklagik 24 saat sonra ilk boliinme, 48. saatte ikinci ve 72. saatte li¢lincii
bolinmeleri degerlendirildi.

3. gin embriyolarmm degerlendirilmesinde kullanilan siniflama sistemi ve
Kriterleri (Sekil 2):

Grade 1: Esit biiyiikliikte blastomere sahip, fragmantasyon ve graniilasyon
gOstermeyen embriyo.

Grade 2: Esit biiyiikliikte blastomere sahip, <%10 oraninda fragmantasyon veya

graniilasyon gosteren embriyo.

17



Grade 3: Esit olmayan biyiiklikte blastomere sahip, <%10 oraninda
fragmantasyon gosteren veya graniilasyon gdsteren embriyo.

Grade 4: Blastomerleri birbirinden tamamen farkli, blastomer sayis1 tam olarak
tespit edilemeyen, ileri derecede fragmantasyona sahip veya ileri derecede

graniilasyon gosteren embriyo (36, 37)

Sekil 2. 3. Gilin embriyolarin degerlendirilmesi. A: Grade 1 embriyo, B: Grade 2 embriyo, C:
Grade 3 embriyo, D: Grade 4 embriyo. Inverted mikroskop 40X.

5. giin embriyolarin degerlendirilmesinde kullanilan siniflama sistemi (Sekil 3):

Gardner ve arkadaslar1 tarafindan olusturulan skorlama sistemi merkezimiz
tarafindan kullanilmaktadir. Blastosist morfolojik skorlamasinda, blastosiste ait {i¢
parametre degerlendirilmektedir (38):

Blastosel bliyiikliigii;

1. Erken blastosist: Blastosol embriyo hacminin yarisindan daha kiigtiktiir.

2. Blastosist: Blastos6]l embriyo hacminin yarisindan daha fazla bir alan kaplar.

3. Tam blastosist: Blastos6l tamamen embriyoyu doldurur.

4. Genislemis blastosist: Blastosol hacmi erken embriyodan daha biiyiiktiir ve
zona incelmeye baslamistir.

5. Hatching baslamis blastosist: Blastosist zonadan disar1 dogru ¢ikmaya
(hatching) baglamistir.

6. Hatch olmus blastosist: Hatching islemi tamamlanmistir ve trofoektoderm
zonadan kurtulmustur.

I¢ hiicre kitlesi;

A. Sikica paketlenmis ¢ok sayida ve poligonal hiicrelerden meydana gelmis bir

i¢ hiicre kitlesi.
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B. Gevsekge bir araya gelmis sahip i¢ hiicre kitlesi.

C. Cok az hiicreye sahip i¢ hiicre kitlesi.

Trofoektoderm;

A. Kesintisiz, tek katli yass1 ve ¢ok sayida epitel hiicrelerinden meydana gelmis
bir trofoektoderm.

B. Gevsekee diizenlenmis, az sayida epitel hiicresinden olusan trofoektoderm

tabakasi.

C. Cok az ve biiyiik hiicrelerden meydana gelen trofoektoderm tabakasi.

Sekil 3. Iyi kalitede olarak degerlendirilen 5. giin embriyolar1. A: Erken blast (EB), B: 3AA
embriyo, C: 4AA embriyo. inverted mikroskop 40X.

TRANSFER GUNU SECiMi VE EMBRiYO TRANSFERI

ICSI islemi sonrasi gelisen embriyolarin transferi hastanin yasi, gelisen
embriyolarin say1 ve kalitesine bagli olarak 3. ve 5. giinde yapildi. Seg¢ilen embriyo ya
da embriyolar onceki giin hazirlanmis ve gazlanmis bikarbonat tamponlu mediyumu
icine konularak yine ayn1 mediyum ile yikanmus transfer kataterine Hamilton enjektor
yardimiyla steril bir sekilde yerlestirildi. Kadin dogum uzmanma bu sekilde verilen
katater ultrason esliginde anne adayinin uterusuna yerlestirildi. Transfer islemi sonras1
mutlaka kateter kontrolii yapildi.

Transfer sonrasi hastalar 2 saat boyunca takip edilip evine taburcu edildi.
Hastaya transfer sonrasi 10. giinde BhCG 6l¢iimii yapildi. BhCG sonucu 13 ng/ml ve
tizeri gelen hastalar gebelik sonucu pozitif olarak degerlendirildir. Yapilan takiplerde
BhCG seviyesi beklendigi gibi yiikselmeyen ve kese olusumu gozlenmeyen hastalar

biyokimyasal gebelik olarak degerlendirilirken, yapilan takiplerde BhCG degeri
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beklendigi gibi yiikselen ve amniyon kesesi goriintiilenen hastalardan 20. haftadan

once diisiik yapan hastalar abortus olarak degerlendirildi.

TRiZOL REAGENT iLE TOTAL RNA iZOLASYONU

Oosit deniidasyonu ile oositten ayrilan kumulus hiicreleri ayr1 bir ependorf tiipe
alind1 ve yikama iglemi amaciyla 2 kere 1,5 ml PBS ile 15.000 rpm’de santrifiijlenip;
siipernatant atildi. 2. yikama sonunda kalan pelet gen diizeyinde ifadelerinin
degerlendirmesini yapabilmek amaciyla her bir ependorf tiipe 500 pl Trizol eklendi.
Her bir ependorf tiipe 200 pl kloroform eklenip ve iyice pipetlendikten sonra tekrar
oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakildi. Sogutmali santrifiij ile +4°C’ de 15.000
rpm’de 20 dk santrifiij edilerek li¢ farkli faz olusturuldu. Renksiz olan {ist fazin
toplandi, ayr1 ependorf tiiplere alindi. Toplanan iist fazin tizerine 500 pl izopropanol
eklenip, pipetlendi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. +4°C’de 15.000 rpm’de
30 dk santrifiijlendi ve siipernatant atildi. Peletin tizerine %70’lik etanol eklendi ve
+4°C’de 12.000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Siipernatant atilip, pelet kisa bir siire hava
ile kurutuldu. Pellet 25 ul RNase-DNase free su ile ¢dziindii. Izole edilen RNA'nin
konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazi (Thermo) yardimu ile 6l¢iildii. Nanodrop
ile RNA oOrneklerinin Olglilmesi isleminde oncelikle uygun konsantrasyonlarda
(cithazin 6lgebilecegi RNA konsantrasyon araligi 2-3000 ng/ul'dir) sulandirilan RNA
ornekleri, 1ul RNAse free su ile Nanodrop cihaz kaidesi lizerine bir damla halinde
pipetlenip ve bilgisayardaki program analizi ile kor alindiktan sonra, 1ul olacak sekilde
pipetlendi 230, 260,280 nm'de okundu. Izole edilen RNA’lar cDNA sentezi yapmak

tizere -20°C’de muhafaza edildi.

¢cDNA SENTEZI

Izole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi A.B.T. cDNA Synthesis Kit with RNase
Inhibitor (CatNo: C03-01-20) ile oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz enzimi
(RT) kullanilarak {iretici firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirildi. CDNA
sentez karisim prosediirii Tablo 1°de verilmistir. Karigim hazirlandiktan sonra cDNA
sentezi i¢in 25°C’de 10 dakika, sonrasinda 37°C’de 120 dakika inkiibe edildi ve siire
sonunda, enzimi inhibe etmek i¢in 85°C’de 5 dakika bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar,

RT-PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yapmak tizere -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 1. cDNA sentez karigimi

Hacim

RNA Temple 10 pl

10X RT Buffer 2.0 ul

25X dNTP Mix (2,5 mM each) 1,0 pl
RNase Inhibitor 0,5 ul
Random Hexamer (50 uM) 2.0 ul
Reverse Transcriptase(200 1U/ul) 1.0 ul
RNaz igermeyen su 3,5 ul

Total (reaksiyon basina) 20.0 ul

GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiINCIiR REAKSIYONU (RT-PCR)

Bu ¢alismada 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen PicoReal 96 Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific) kullanilmis olup amplifikasyon iirlinlerinin artisi
anlik olarak takip edilebilmektedir. Sistemde, SYBR Green metodu kullanildi.
Primerlerin baglanmasi ile az sayidaki boya molekiilii ¢ift sarmal DNA’ya baglanir.
DNA’ya baglanan SYBR Green molekiillerinin uyarilmasi, etkili sekilde 151k
sagiminin artmasina neden olur. Uzama asamasinda ¢ift sarmal DNA olustukca, daha
fazla sayida boya molekiilleri baglanir. Her bir siklus sonunda veri toplanarak,
1simadaki artig anlik olarak bilgisayar ekranindan izlenir. Gergek-zamanli PCR ile
kontrol grubu ve hasta gruplar1 arasindaki Bax, Bcl-2, kaspaz-3 gen ifadelerinin nasil
degistigi belirlendi. Her kuyudaki reaksiyon bilesimi Tablo 2’de gosterilmistir.

Reaksiyonda kullanilan primer dizileri Tablo 3’te gosterilmistir:

Tablo 2. RT-PCR bilegimi

Bilesenler Hacim (10 pl/kuyu)

A.B.T.™ gPCR SYBR Green Master Mix 10 ul
(2without ROX) H

Forward primer 0,2-2 ul

Reverse primer 0,2-2 ul

cDNA Degisken

Niikleaz icermeyen su Degisken
Toplam 20 ul
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Tablo 3. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

Primer ad1 Primer dizisi
GAPDH F:5-ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG-3’
R:5-GCCATCACGCCACAGTTTC-3'
BAX F:5-CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG-3’
R: 5-CCAGCCCATGATGGTTCTGAT-3"’
BCL-2 F:5’-GGTGGGGTCATGTGTGTGG-3’
R: 5>-CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC-3’
KASPAZ-3 F:5’-AGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC-3’
R: 5’-ACAGTCCAGTTCTGTACCACG-3’

Elde edilen cDNA’lara RT-PCR uygulandi. Uygulanan PCR protokolii asagida
Tablo 4’de detaylandirilmistir.

Tablo 4. RT-PCR protokolii

Asamalar Sicaklik Siire Siklus sayisi
Initial denaturation 95°C 300 saniye 1
Denature 95°C 10-30 saniye 40
Anneal 55-68°C 10-60 saniye 40
Extend 72°C 2-5 saniye/step 1

Referans genler yardimiyla hedef genlerdeki rolatif degisiklikler analiz edildi.
RT-PCR sirasinda elde edilen amplikonlarin, logaritmik artisa gectikleri dongi sayis1
software tarafindan belirlendi. Ilk olarak, drnekteki hedef (T) gen kopyalarmin
housekeeping (H) gen kopyalarindan farki (T-H) alind1 (ACt). ikinci basamakta,
kontrol grubunun T-H farkinin ortalamasi alindi. Sonra, numunenin T-H farkindan bu
ortalama ¢ikarild1 (AACt). Ardindan, 224t formiilii ile hesaplama yapildi. Cikan
sonuglarin ortalamasi alinarak gen ifadesinin gruplar arasindaki rélatif degisimleri

bulundu (39).

ISTATISLIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY IBM Corp.))
paket programiyla analiz edildi. Siirekli degiskenler ortalama + standart sapma,
ortanca, ceyrekler arasi aralik (CAA) ile kategorik degiskenler ise say1 ve yiizde olarak
ifade edildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk ve Kolmogorov
Smirnov testleri ile incelendi. Bagimsiz grup incelemelerinde Mann Whitney U testi
ve Kruskal Wallis Varyans Analizi (post hoc: Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi) kullanildi. Kategorik degiskenler arasindaki farkliliklarin incelenmesinde ise Ki

kare testi kullanildi. Sayisal degiskenler arasindaki iliskilerin incelenmesinde
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Spearman korelasyon katsayisi kullanildi. Oositlerin immatiir olmasi ve pozitif gebelik
tizerine etki eden faktdrlerin incelenmesinde ise Lojistik Regresyon analizi kullanild.

Tiim analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya dahil ettigimiz hastalarin genel 6zellikleri tablo:5’de 6zetlenmistir.
Hastalarin yas ortalamasi 33,02+5,78 dir. Hastalardan toplanan ortalama oosit sayisi
8,84+7,11°dir. Ortalama matiir 00sit sayis1 7,26+6,46 olan hastalarimizin, fertilizasyon
orani 365 matiir oositte 288 zigot olusumu ile %78,9’dur. 24 (%48) hastaya 3. giin
transferi yapilirken, 23 (%46) hastaya 5. giin transferi yapilmis, 3 (%6) hastada zigot
gelisimi olmadig1 i¢in transfer yapilamamistir. Transfer sonrasi 10. Giinde yapilan
BhCG olgtimlerinde 22 (%44) hastanin sonucu gebelik pozitif, 28 (%56) hastanin
gebelik sonucu negatif olarak saptanmistir. Gebelik sonucu pozitif olan hastalardan
4tnde (%18) biyokimyasal gebelik gelistigi tespit edilirken, 4’ii (%18) abortus ile
sonuglanmis 14’1 (%64) ise canli dogum ile sonuglanmistir. Gruplardaki hasta sayisi

degisken oldugu igin p degeri hesaplanamamustir (tablo:5 ve tablo:6).

Tablo 5. Caligmaya dahil edilen hastalarin genel 6zellikleri

A.O£S.S. Ortanca (CAA 1. - 3. CEYREK)
Kadin Yasi 33,02+5,78 33,00 (29,00-37,25)
VKI 25,64+5,90 24,11 (21,29-28,16)
AMH 1,97+2,21 1,02 (0,51-2,39)
FSH 8,63+3,79 7,65(5,88-11,14)
Ostrojen 41,95+17,49 39,30(29,20-54,09)
TSH 2,14+1,62 1,95(1,26-2,62)
hCG giinii Ostrojen 1332,78+827,27 1073,00 (703,37-1832,00)
hCG giinii Progesteron 0,62+0,53 0,49(0,28-0,81)
Endometriyum Kalinlig 11,4242,50 10,80(9,80-12,20)
Infertilite Nedeni n;%
Erkek 6(%12)
Tubal 3(%6)
Aciklanamayan 8 (%16)
PKOS 6 (%12)
Z0Y 27 (%54)
Toplanan Oosit Sayisi 8,74+7,11 7,00 (3,75-12,0)
Matiir Oosit Sayisi 7,30+6,46 6,00 (2,75-10,00)
Fertizasyon yiizdesi 78,9 (288/365)
Grade 1 Embriyo Yiizdesi 42,71 (123/288)
Transfer Giinii
3. Giin 24 (%48)
5. Giin 23 (%46)
Iptal 3 (%6)
Gebelik
Pozitif 22 (%44)
Negatif 28 (%56)
Gebelik Sonucu
Dogum 14 (%64)
Biyokimyasal 4(%18)
Abortus 4(%18)

A.O: Aritmetik Ortalama; S.S: Standart Sapma; CAA: Ceyrekler Arasi Aralik VKI:Viicud kitle indexi.
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Tablo 6. Hasta gruplarmin transfer durumlarmin ve gebelik sonu¢lariin dagilimi
Kontrol Aciklanamayan PKOS Z20Y Total
n=9 %18 n=8 %16 n=6 %12 n=27 %54

3. Giin 4 %16,7 2 %8,3 1%4,2 17 %70,8 %214(')0

Transfer " 0 0 0 0 23
Giinii 5. Giin 5 %21,7 6 %26,2 5 %21,7 7 %30,4 %100
Iptal 0 %0 0 %0 0 %0 3 %100 %fOO
Pozitif 4%182 4%182 5%227 | 9%409 | o0

Gebelik 028
Negatif 5%17,9 4%14,3 1 %3,6 18 %64,2 %100
Dogum 2 %143 4 %28,6 36214 | BUIBT | o0

Gebelik 0 0 0 0 4
Sonucu Abortus 0 %0 0 %0 2 %50 2 %50 %100
Biyokimyasal 2 %50 0 %0 0 %0 2 %50 %fOO

Calismaya dahil edilen hastalarin yaslar1 karsilastirildiginda ZOY grubunda
anlamli olarak diger gruplara gore daha ileri yasta oldugu belirlenmistir (35,33+5,81)
(p<0,05). Hastalarin AMH degerleri karsilastirildiginda ZOY grubunda anlamli olarak
diistik olarak saptanmustir (0,93+1,27) (p<0,001). FSH degerleri ZOY grubunda
kontrol ve PKOS gruplarina gore anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (10,56+3,91)
(p<0,05). Hastalarm hCG indiiksiyon yaptiklar1 giin indiiksiyon Oncesi Ostrojen
seviyeleri karsilastirildiginda PKOS grubunda ZOY grubuna gore anlamli sekilde
yiiksek oldugu goriilmiistiir (2638,66+609,18) (p<0,05). Hastalardan toplanan oosit
sayilar1 karsilastirildiginda PKOS grubunda ZOY grubuna gore anlamli sekilde daha
fazla sayida oosit topalandigi tespit edilmistir (22,83+7,57) (p<0,001). Hastalardan
toplanan matiir osit sayisi karsilastirildiginda yine PKOS grubunda ZOY grubuna gore
anlamli sekilde daha fazla matiir oosit elde edildigi goriilmiistiir (19,67+7,96)
(p<0,001) (Tablo:7).
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Tablo 7. Hasta gruplarmin demografik 6zelliklerinin karsilastirilmasi
Kontrol Aciklanamayan PKOS Z20Y
n=9 %18 n=8 %16 n=6 %12 n=27 %54 Degeri
Ortalama+S.S. Ortalama+S.S. Ortalama=S.S. 8;21?5:?211
Ortanca (CAA | Ortanca (CAA 1. | Ortanca (CAA

1.ve3.
1. ve 3. Ceyrek) ve 3. Ceyrek) 1. ve 3. Ceyrek) Ceyrek)
31,44%5 81 29,88+3,72 20,17+3 48 35,335 81
Yas 33,00 (26,00- | 30,00(26,75- | 30,00(26,75- | 36,00 (31,00- | 0,016*
35,50) 33,25) 31,50) 39,00)
25,9743,27 26,45+7,14 25,3861 25,34+6,32
VKi 2547 (22,99- | 26,36 (19,62- | 24,93(19,64- | 23,71(20,83- | 0,757
28,83) 30,50) 32,59) 26,53)
0,93+1,27
1,99+1,32 2,10+1,10 6,3742,46 i .
AMI 1 154(1,11-3.00) | 1,98 (106-331) | 6,97 (447-836) | > é‘é’f’“ <0,001
Fsh 5,912,60 7,27+1,51 5,80+1,10 f()o’zsfj(tf’fsl_ 0.002*
5,92 (5,25-7,29) | 6,52 (6,11-9,01) | 5,85 (4,92-6,61) 13.80) *
31,53+17,48 42,01+11,62 35,99+10,61 | 46,72+18,85
Ostrojen 29,16 (23,90- | 43,40(36,35- | 31,90(28,37- | 49,06 (28,62- | 0,132
36,57) 52,88) 45,87) 59,62)

TeH 2,15+0,85 2,9743,17 1,711,04 1179782 2233 0.785
1,95 (1,65-2,91) | 1,80 (1,13-3:86) | 1,79 (0,89-234) | ) 5 ’
1557,86£771,79 | 1369,95:588,61 | 2638,66+609,18 | 956,54+618,92

hCG Giinii 1750,00 1387,00 3000,00 893,00 0.001*
Ostrojen (945,50- (799,20- (2106,00- (554,00- ’
2014,00) 1918,00) 3000,00) 1322,00)
hCG Giinii |  0,92+0,68 0,5540.25 1,001,03 é’g‘gj(ﬁg’zzf_ 0105
Progesteron | 0,56 (0,32-1,73) | 0,46 (0,33-0,84) | 0,74 (0,31-1,43) ' 0 58’) '
Endomet- 12,44+3,00 11,92+1,40 13,40+4,25 10,37+1,48
rium 11,90 (9,70- 11,95 (10,72- | 12,60(10,07- | 10,55 (9,90- | 0,69
kalinlig 15,25) 12,87) 17,22) 11,40)
Toplanan 10,0043,80 10,75+4,46 22,83+7,57 4,59 2,81
Oosit 10,00 (6,50- 9,50 (8,00- 20,00 (18,75- | 4,00(2,00- | <0,001*
12,00) 14,25) 26,00) 7,00)
) 7.67£4.09 9,13£4.32 19,67+7,96 3.89+2,45 .
Yoty 7,00 (4,50- 850 (475- | 1850(1450- | 3,00(200- | <0001
11,00) 14,00) 24,25) 6,00)
Fertilizasvon | 70-73%23,30 86,54+11,73 72,29+18,75 | 75,92+32,84
Vi deg; 77,78 (45,00- | 87,78(76,70- | 72,61(61,31- | 87,50 (57,14- | 0,37
vz 89,48) 98,33) 87,89) 100,00)
Grade 1 45,64+29,44 44,62+31,91 40,88+24,04 | 33,70+36,03
embriyo

iy | 3333(0-100) | 5635 (0-87.50) | 4786 (0-6154) | 2857 (0-100) 0,552

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik Ortalama; S.S: Standart Sapma; CAA:
Ceyrekler Arast Aralik.

Gruplarin gen ifadeleri karsilastirildiginda Bax ifadesi anlamli olarak
degismistir. Bax ifadesi PKOS grubunda kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur
(p=0.01). Yapilan lojistik regresyon analizlerinin sonucunda agiklanamayan infertilite

grubunda, Bax gen ifadesinin toplanan oositlerin immatiir olmasi iizerinde istatistiksel
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olarak anlamli etkisi oldugu gosterilmistir. Bax ifadesinin artmis olmasi immatiir olma
riskini istatistiksel olarak arttrmaktadir (O.R:1.197). Kaspaz-3 gen ifadesi PKOS
grubunda ZOY grubuna goére anlamli olarak diisiik saptanmustir (p=0.021). Yapilan
lojistik regresyon analizinde ZOY grubunda, kaspaz-3 gen ifadesinin pozitif gebelik
sonucu tizerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi oldugu gosterilmistir. Kaspaz-3 gen
ifadesinin artmasi pozitif gebelik oranlarini istatistiksel olarak diistirmektedir (O.R:
0.421). Bcl-2 ifadesi agiklanamayan infertilite grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak yiiksek bulunmustur (p=0,039). Bax/Bcl-2 orami PKOS grubunda
aciklanamayan infertilite grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,021)
(Tablo:8). Agiklanamayan infertilite grubunda, Bcl-2 ifadesi ile kaspaz-3 ifadesi
arasinda istatistiksel olarak anlamli, pozitif yonde, zayif diizeyde iliski bulunmustur
(r=0.228). Kontrol, agiklanamayan infertilite ve ZOY gruplarinda kaspaz-3 ifadesi ile
Bax/Bcl-2 orani arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif yonlii iliski bulunmustur
ancak bu iligki PKOS grubunda anlamli degildir. PKOS grubunda Bax ifadesi ile
kaspaz-3 ifadesi istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonli (r=0.209) iliski
bulunmustur. PKOS grubunda Bcl-2 ifadesi, kaspaz-3 ifadesi ile istatistiksel olarak
anlamli pozitif yonde (r=0,348) kuvvetli diizeyde iligkili saptanmistir. ZOY grubunda
Bax ifadesi ile Bcl-2 ifadesi arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif yonli (r=-
0,190) iliski saptanmustir. ZOY grubunda Bcl-2 ile kaspaz -3 ifadeleri istatistiksel
olarak anlamli pozitif yonde (r=0,287) iliski gostermistir (Sekil. 4, Tablo 8).
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Sekil 4. Gruplarin kumulus hiicrelerindeki Apoptoz iliskili rolatif gen ifadelerinin

karsilastirilmasi.

A:. Bax,

B: Kaspaz-3, C: Bcl-2, D:Bax/Bcl-2 oranu.

I:Aciklanamayan Infertilite Cas-3:Kaspaz-3
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Tablo 8. Caligmaya dahil edilen gruplarin gen ifadelerinin karsilastirilmasi

GEN HASTA GRUPLARI | A.O+SS. O”anégg{%‘;)l' 3 p DEGERI
KONTROL 2,92+53 | 0,69 (0,34 - 3,40)
BAX ACIKLANAMAYAN | 2.81+398 | 1,23 (0,30 - 3,62) 0,01 (Kontrol-
PKOS 5,28+7,88 | 2,55 (0,42 - 6,06) PKOS)
ZOY 5,15+7,36 | 2,32 (0,40 - 6,43)
KONTROL 1,67+2,1 | 1,59(0,49 - 2,92)
BCL2 ACIKLANAMAYAN | 3,08+2.84 | 3,41(0,60-662) | 0.039* (Kontrol-
PKOS 2,92 +£4,61 1,72 (0,28 - 4,81) Aciklanamayan)
ZOY 2,55+3,27 | 1,18(0,34 - 5,01)
KONTROL 1,19+0,68 | 1,10 (0,80 - 1,42)
KASPAZ.3 |_ACIKLANAMAYAN | 1,07+0,66 | 101(065-135) | 0.021* (PKOS-
PKOS 1,01 £0,71 | 0,94 (0,41 - 1,39) ZOY)
ZOY 124+0,78 | 1,21(0,75- 1,62)
KONTROL 0,98+249 | 0,16 (0,04 - 0,62) 0.021%
BAX/BCL- [ ACIKLANAMAYAN | 1,09%2,17 | 005(0.02-103) | () ijoreor
2 PKOS 2,13+3,98 | 0,28 (0,04 - 2,09) ¢ Pigs)aya
ZOY 1,58 +2,53 | 0,45(0,04 - 2,31)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik Ortalama; S.S: Standart Sapma; CAA:
Ceyrekler Arasi Aralik.

Matiir oositlerle immatiir oositlerin kumulus hiicrelerinin gen ifadelerini
karsilastirdigimizda Bax, kaspaz-3 ve Bcl-2 ifadelerinde anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir. Fakat Bax/Bcl-2 orani matiir oositlerin kumulus hiicrelerinde anlamli
diistik oldugu saptandi (sirasiyla 2,67+18,10, 13,80+52,77, p=0,020) (Tablo:9).
Yapilan korelasyon analizinde immatiir oositlerin kumulus hiicrelerinde Bcl-2 ifadesi
ile kaspaz-3 ifadeai istatistiksel olarak anlamli pozitif yonli (r=0,409) iliskili
bulunmustur. immatiir oositlerin cevresinden izole edilen kumulus hiicrelerinin
kaspaz-3 ifadesi ile Bax/Bcl-2 orani arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif yonlii
(r=-0,276) iliski bulunmustur. Matiir 00sitlerin ¢evresinden izole edilen kumulus
hiicrelerinin Bax ile Bcl-2 gen ifadeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif
yonlii (r=-0,150) iliski saptanmustir. Matiir 00sitlerin ¢evresinden izole edilen kumulus
hiicrelerinin Bcl-2 ifadesi ile kaspaz-3 ifadesi arasinda istatistiksel olarak anlamli

pozitif yonlii (r=0,305) korelasyon saptanmustir (Sekil.5, Tablo.9).
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Sekil 5. Matiir ve immatiir oositlerin kumulus hiicrelerindeki apoptoz iliskili rolatif
gen ifadelerinin karsilastirilmasi. Cas-3:Kaspaz-3

Tablo 9. Matiir ve immatiir oositlerin gen ifadelerinin karsilastiriimasi

Ortanca (CAA 1. - 3. ..
GEN A.O+£S.S. CEYREK) p Degeri
Matir 2.9754.79 1,20 (0,27 - 3,46)
BAX fmmatir 4.03 £ 5.48 1.78 (0,31 - 6,02) 0,157
Matiir 277 43.69 1,49 (0,28 - 3,62)
BCL-2 fmmatiir 2.20+3.32 0,76 (0.13 - 2.70) 0,064
Matiir 136+ 0.88 1,27 (0,77 - 1,73)
KASPAZ-3 fmmatiir 1.40 £ 0.84 1,38 (0,86 - 1,94) 0,419
BAX/BCL- Matiir 1.33£2.60 0,19 (0,03 - 1,14) 0 020"
2 Immatiir 1,66 + 2,86 0,50 (0,05 -1,73) '

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik Ortalama; S.S: Standart Sapma; CAA:
Ceyrekler Arasi Aralik.

Alinan MII oositlerin fertilizasyon durumuna gore oositlerin ¢evresinden izole
edilen kumulus hiicrelerinin gen ifadeleri karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
saptanmamistir. Embriyo kalitelerine gore oositlerin ¢gevresinden izole edilen kumulus
hiicrelerinin gen ifadeleri karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik saptanmamuistir.
Kot kalitedeki embriyolar ile iligkili kumulus hiicrelerinin Bax ile Bcl-2 ifadeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli ve negatif yonde (r=-=0,233) korelasyon

saptanmustir. Her iki grupta da Bcl-2 ve kaspaz-3 ifadeleri arasinda istatistiksel olarak
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anlamli ve pozitif yonde (sirasiyla r=0,343, r=0,249) kolerasyon saptanmistir. Gelisen
embriyolarin transferi sonrasi gebelik pozitif-gebelik negatif durumunun gen
ifadelerinin  karsilastirilmasinda  istatistiksel ~olarak anlamli  bir  farklilik
saptanmamustir. Gebelik pozitif olan hastalara transfer edilen embriyolarin kumulus
hiicrelerinin Bcl-2 ifadesi ile kaspaz-3 ifadesi arasinda korelasyon saptanmaz iken
gebelik negatif hastalarinin kumulus hiicrelerinin bu iki gen ifadeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif yonlii (r=0,364) iliski saptanmistir.

Gebelik sonucu pozitif olan hastalara transfer edilen embriyolarla iliskili
kumulus hiicreleriyle gebelik sonucu negatif olan hastalara transfer edilen
embriyolarla iligkili kumulus hiicrelerindeki gen ifadeleri incelendiginde anlamli
sekilde olmasa da Bax gen ifadesinin azaldig1 yine anlamli sekilde olmasa da Bcl-2

gen ifadesinin ise artmis oldugu goériilmiistiir (Sekil. 6, Tablo.10).
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BAX BCL-2 CAS-3 BAX/BCL-2

Sekil 6. Gebelik sonucu pozitif ve negatif olan hastalarm kumulus hiicrelerindeki
apoptoz iligkili rolatif gen ifadelerinin karsilastirilmasi. Cas-3:Kaspaz-3
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Tablo 10. Gebelik sonucu pozitif ve negatif olan hastalarin gen ifadelerinin

karsilagtirilmasi
Ortanca (CAA 1. - 3. .
GEN A.O=+SS. CEYREK) b Degeri
COZITIE 2,54+3,28 1,27 (0,23 - 3,72)
POZITIF
BAX GEBELIK 0,734
NEGATIF 3,44 +4.97 1,82 (0,23 - 4,82)
POZITIF 2,99 £4,44 1,35 (0,27 - 4,33)
POZITIF
BCL-2 GEBELIK 0,458
NEGATIF 1,59+ 1,71 1,12 (0,26 - 2,51)
%%%TLI%( 1,27+0,75 1,22/(0,99 - 1,47)
KASPAZ-3 “EBELIK 0.208
NEGATIF 1,49£0,95 1,36 (0,85 - 1,95)
GEBELIK
BAX/BCL- POZITIF 0,93 % 1,65 0,18 (0,03 - 1,33) o
2 GEBELIK ,
NEGATIF 1,29+2,23 0,34 (0,05 - 1,52)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; A.O: Aritmetik Ortalama; S.S: Standart Sapma; CAA:
Ceyrekler Arasi Aralik.
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TARTISMA

Kumulus hiicreleri incelenen 365 oositin fertilizasyon, iyi kalitede embriyo
gelistirme durumlar1 apoptotik gen ifadeleriyle iliskili bulunmamustir. Fakat gelisen
kotii kalitede gelisen embriyolarin Bax ve Bcl-2 gen ifadeleri ters kolerasyon
gostermistir. Yapilan lojistik regresyon analizi sonucunda agiklanamayan infertilite
grubunda, Bax gen ifadesinin yiikselmesinin toplanan oositlerin immatiir olmasi
iizerine istatisliksel olarak anlamli sekilde riski arttirict etkisi oldugu gorilmiistiir
(O.R:1.197). Bir diger 6nemli nokta ZOY grubunda, kaspaz-3 ifadesinin artmasinin
gebelik gelismesini olumsuz etkiledigi saptanmistir.

Ma ve ark. yaptig1 ¢alismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda, PKOS
grubunda daha fazla oosit elde edilmesine ragmen fertilizasyon oranlar1 6nemli 6lclide
daha diisiiktii (20). Baska bir ¢alismada PKOS (289 embriyo) ve tubal faktor (258
embriyo) iki hasta grubunu incelenmis, serum AMH seviyesi ve toplanan oosit miktar1
beklendigi gibi PKOS grubunda daha yiiksek saptanmistir (40). Bu ¢alismalara paralel
olarak bizim ¢alismamizda PKOS grubunda serum AMH degerleri, toplanan oosit
sayisl, matiir oosit sayisi fazla ¢ikmasina ragmen gruplar arasinda fertilizasyon
oranlar1 ve grade 1 embriyo gelisimi orani arasinda anlamli bir fark bulunamadi
(p>0,05). Bu sonug¢ bize toplanan oosit sayisiyla embriyo gelisiminin iliskili
olmadigmi gosterdi.

Kumulus hiicrelerinin birbiriyle ve oositlerle yaptigi sinyal molekiillerinin
transportu ve metabolik aligverise izin veren 6zellesmis gap-juctionlariyla oositler i¢in
gerekli besinleri saglama ve koruma yoniinden hayati 6neme sahiptir (34). Kumulus
hiicrelerinin yerel glikozaminoglikan {iretimi, steroid hormonlarin {iretimi ve
salmmasi, erkek proniikleus olusumu, monospermik fertilizasyon ve embriyonik
gelisimden sorumlu olan sitoplazmik olgunlasmay1 destekledigi bilinmektedir (41).

Bunlara ek olarak graniiloza hiicre apoptozisi aktif ve alternatif bir hiicre 6lim
stirecidir. Graniiloza hiicre apoptozisinin tetiklenmesi folikiil atrezisine sebep olur.
Overyan sikliisun normal siireci boyunca folikiiler atrezinin her evresinin graniiler
hiicre atrezisiyle giiclii iliskisi vardir. Graniiloza hiicre apoptozisinin folikiil atrezisinin
aktif mekanizmas: oldugu kabul edilmektedir (34). Bununla beraber kumulus
hiicrelerinin, oosit matiirasyonu sirasinda oositleri oksidatif strese kars1 koruduguna

dair kanitlar vardir. Kumulus hiicrelerinin antioksidan etkileri, embriyotrofik
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ozelliklerinde fertilizasyon ve embriyonik gelisime katkida bulunabilir. Kumulus
hiicreleri ve oositler arasindaki gap junctionlari siirdiirmek i¢in ortama ¢esitli faktorler
veya proteinler salgilar ve boylece optimum fertilizasyon i¢in ¢evreyi zenginlestirir
(42). Kumulus hiicrelerinin oosit olgunlagmasinda su yollarla 6nemli rolleri oldugu
diistiniilmektedir; 1. Mayotik arrest altindaki oositi tutmak, 2. Mayotik yeniden
diizenlenmenin indiikksiyonuna katki saglamak, 3. Sitoplazmik matiirasyonu
desteklemek. Oosit matiirasyonu boyunca kumulus hiicrelerinin bu anahtar etkisi gap
juctional baglant1 kompleksine ve spesifik metabolik aktivitesine baglidir. Prepubertal
kumulus hiicreleri belirgin bir ¢ekirdek igerir. Oosite reaksiyon siirecinde smirh ve
birbirleriyle zayif baglantilar1 olan, yiiksek transkripsiyonel aktivite gdsteren siirl bir
sitoplazmaya sahiptir (43).

Assou ve arkadaglari, oligoniikleotid microarray yontemi kullanarak immatiir ve
matiir oositlerin kumulus hiicrelerinin gen ifadeleri karsilastirdi. Bel-2 benzeri protein
10 ve BIRCS proteinlerinin apoptozda rol aldigin1 ve olgun veya olgunlasmamis
oositlerin kumulus hiicrelerinde apoptoz ile ilskili daha fazla gen olabilecegini
bildirdiler (44). Kumulus hiicrelerindeki Bcl-2 mMRNA igerigi oosit matiirasyon
evresiyle ve fertilizasyon oraniyla kolerasyon gosterdigi ve oositlerin matiirasyon ve
fertilizasyon Kkabiliyetinin, kumulus hiicrelerindeki Bcl-2 ve Bax genlerinin
ifadeleriyle iliskili oldugu gosterilmistir (45). Bizim ¢alismamizda Bax ve kaspaz-3
gen ifadeleri istatistiksel olarak anlamli olmasa da immatiir oositlerin kumulus
hiicrelerinde daha yiiksek bulunmustur. Ayni sekilde Bcl-2 gen ifadesinin immatiir
oositlerin kumulus hiicrelerinde diisiik oldugu saptanmistir. Calismamizda saptanan
en 6nemli bulgulardan biri matiir oositlerin kumulus hiicrelerinde Bax/Bcl-2 oraninin
matiir oositlerin kumulus hiicrelerinde, immatiir oositlerin kumulus hiicrelerindekine
gore anlamli olarak daha diisiik olmasidir. Bu da bize kumulus hiicrelerinin mayotik
yeniden diizenlenmeye ve sitoplazmik matiirasyona katki sagladigini géstermistir.

Oositler avaskiiler bir g¢evreye sahiptir. Bu yiizden normal folikiilogenez
herhangi iki graniiloza hiicresi, kumulus hiicresi ve oosit arasindaki ¢ift yonlii iletisime
dayanir. Hiicreler arasi gup junctionlar, folikiilogenez ve steroidogenezde ¢ok
onemlidir (46). Graniiloza hiicreleri ve oositler arasindaki kanallar sadece biiylime ve
gelisme icin gerekli metabolitlerin gecigine izin vermez ayni zamanda oositteki

mayotik arrestin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar (47). Graniiloza hiicreleri parakrin
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sinyallerle oosit matiirasyonunu kontrol eder. Oosit etrafindaki mikrogevreyi
degistirir. Apoptoz graniiloza hiicre yenilenmesinin fizyolojik bir mekanizmasi olarak
ortaya ¢ikar. Ancak bunun uyarilmis ovaryumdaki nasil bir iliski i¢inde oldugu net
degildir (10). Bununla birlikte kumulus hiicrelerinin infertilitenin farkli etiyolojisine
sahip hastalar i¢in farkli 6zelliklerde oldugu bilinmektedir. Yardimci tireme teknikleri
uygulanan ¢iftlerde kadin kaynakli infertilitenin ana nedenlerinden biri olan PKOS’ta
diger hastalara gore artmus Siklus iptal orani ve azalmis dollenme orani gesitli
calismalarda bildirilmistir (48-51). Bunun nedenin mayozdaki kusurlarla gii¢lii bir
sekilde iligkili oldugu cesitli ¢aligmalarda gdsterilmistir (52). Fesahat ve ark yaptigi
calismada rastgele 60 hastanin matiir oositleri ile rastgele 60 hastanin GV oositlerini
toplamiglar. Hastalarin etiyolojisine gore, kadin faktor etiyolojisinin bir alt grubu
olarak ZOY grubunda Bax, Bcl-2, kaspaz-8 ve kaspaz-3 genlerinde anlamli sekilde
daha yiiksek mRNA diizeyleri saptamislar. Bu ¢alismada ZOY hastalarinda immatiir
oositlerinde baslatic1 kaspaz olarak kaspaz-8'in ve hem intrinsik hem de ekstrinsik
yollarla aktive olan kaspaz-3'in mRNA diizeylerinin daha yiiksek oldugunu
bulmuslardir (53). Bu sonuglar bize in vivo olgunlagsmamis oositlerin folikiillerindeki
apoptotik kumulus hiicre yiizdelerinin hastanin etiyolojisine bagli olabilecegini
gostermistir. Loback ve ark. yaptigi ¢alismada 59 IVF hastasinin folikiil sivisindan
kumulus hiicrelerini izole etmisler ve kaspaz-3, kaspaz-8, Bax ve Bcl-2 gen ifadelerine
RT-PCR‘la incelemisler. Yapilan ¢alismada kaspaz-3 seviyesinin preovulativar folikiil
sayistyla, toplanan oosit sayisiyla, yasayan embriyo sayisiyla anlamli olarak negatif
kolerasyon saptamadiklarini soylemislerdir. Bu bulgulara gore graniiloza hiicrelerinde
artan kaspaz-3 gen ifadesinin insanda kotii overyan yanitla iligkili olabilecegini
savunmuslardir (10). Bizim ¢alismamizda PKOS ve ZOY grubunda daha fazla Bax
geni ifadesi oldugu bulunmustur. Bax gen ifadesinin PKOS grubundaki artig1 kontrol
grubuna gore anlamlidir. Ayrica PKOS grubunda Bax ifadesi ile kaspaz-3 ifadesi
istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonli (r=0.209) iliski bulunmustur. Yapilan
lojistik regresyon analizinde ZOY grubunda, kaspaz-3 ifadesinin pozitif gebelik
sonucu lizerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi oldugu gdsterilmistir. Kaspaz-3 gen
ifadesinin artmasi pozitif gebelik oranlarini istatistiksel olarak diisiirmektedir (O.R:
0.421). Bu sonuglar bize kumulus hiicrelerindeki apoptotik gen ifadesinin infertilitenin

etiyolojisiyle de iliskili oldugunu gdstermis oldu.
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In vitro embriyo degerlendirmesi ve transfer icin canli embriyolarm segilmesi,
yardimci iireme teknolojisinde en dnemli adimlardan biridir. En yiiksek implantasyon
potansiyeline sahip, kaliteli bir embriyonun belirlenmesi, gebelik olasiligini en iist
diizeye ¢ikarmak icin kritik 6neme sahiptir. Geleneksel olarak, transfer i¢cin embriyo
secimi morfolojik kriterlere dayanmaktadir. Kumulus hiicreleri ile oositler arasinda iki
tarafli bir iletisim oldugundan, bu hiicreler oositlerin islevlerini ve sonraki embriyo
gelistirme yeterliliklerini ortaya c¢ikarabilir ve kontrol edebilirler (54, 55). Son
zamanlarda, oositi ¢evreleyen kumulus hiicrelerinin 6zellikleri, embriyo se¢imi i¢in
invazif olmayan bir alternatif olarak kabul edilmistir (44, 56). Bazi calismalar,
kumulus hiicrelerindeki gen ifadesi modelinin, embriyo gelisimini ve gebelik
sonucunu tahmin etmek i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olduguna dair kanitlar 6ne
stirmiislerdir (57, 58). Bir¢ok ¢alisma, kumulus hiicrelerinde ifade edilen ve embriyo
kalitesi (54, 59) ya da implantasyon oranlar1 (60, 61) i¢in Ongdriicii olarak
kullanilabilecek aday genleri tespit etmeye calismistir.

Haouzi ve Hamamah tarafindan yazilan bir derlemede, apoptotik belirtecleri
oosit ve embriyo kalitesi se¢imi i¢in yeni kriterler olarak 6nermektedir (62). Bax ve
Bcl-2 insan preimplantasyon embriyolarinin kalitesinin degerlendirilmesi iki ana kriter
olarak degerlendirilmistir (63). Yapilan c¢aligmalarda kumulus hiicrelerindeki
apoptozis seviyesinin IVF yapilan insan ve sigir embriyolarinin gelisim
potansiyelleriyle korele oldugu bildirilmistir (64,65).

Faramarzi ve ark. 2019 yilinda yaptig1 ¢calismada, 26-37 yas aras1 90 infertilite
hastasindan elde edilen kumulus hiicrelerinin Bax, Bcl-2 ve kaspaz-3 genlerinin
ifadeleri, kumulus hiicreleri ile iligskili embriyolarin morfokinetigi agismdan
degerlendirmisler. Ik klivaj zamanm kumulus hiicrelerinin Bax ve kaspaz-3 gen
ifadeleri ile anlami sekilde pozitif korele iken Bcl-2 gen ifadesi ile anlamli sekilde
negatif korele oldugunu gostermisler. Bunun yaninda Bax ve kaspaz-3'iin mRNA
seviyelerinin, esit olmayan biiyliklilkte blastomerlere sahip embriyolarin kumulus
hiicrelerinde diger embriyolarin kumulus hiicrelerine gére anlamli sekilde daha yiiksek
olarak saptamuglardir. Ayrica blastomer fiizyonu olan embriyolarinin kumulus
hiicrelerindeki Bax, kaspaz-3 gen ifadeleri ve Bax/Bcl-2 orani, blastomer fiizyonu
olmayan embriyolarinin kumulus hiicrelerindeki gen ifadelerine ve oranma gore

anlamli sekilde daha fazla iken Bcl-2 gen ifadelerini anlamli sekilde daha diisiik
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bulmuslar. Ayrica trichotomous mitoz olan embriyolar ile iligkili kumulus hiicrelerinin
Bax, kaspaz-3 genlerinin ifadeleri ve Bax/Bcl-2 orani diger embriyolarn kumulus
hiicrelerindeki BAX ve kaspaz-3 gen ifadelerine ve Bax/Bcl-2 oranina anlamli sekilde
artis gosterdigini bulmuslar. Ayrica bununla paralel olarak trichotomous mitoz olan
embriyolarda diger embriyolarmm kumulus hiicrelerine gore Bcl-2 gen ifadesinin
anlamli sekilde azaldigni gostermisler (17).

Mandalar iizerinde yapilan bir c¢aligmada farkli evrelerdeki kumulus-o0osit
komplekslerinin in vitro matiirasyonu ve embriyo gelisimleri degerlendirilmis. Anti-
apoptotik Mcl-1 ve pro-apoptotik Bax genleri ve embriyolojik gelisim karsilastiriimis.
Iyi kalitede olarak siniflandirilan embriyolarin kumulus hiicrelerinin Mcl-1 gen ifadesi
kotii kaliteli olarak siniflandirilan embriyolarin kumulus hiicrelerininkine gore anlaml
olarak yiiksek bulunmus. Fakat Bax geninin ifadesi iyi kalitedeki embriyolarin
kumulus hiicrelerinde, kotii kalitedeki embriyolarm kumulus hiicrelerindekine gore
goreceli olarak diisiik saptandi. Bu nedenlerle bu ¢alismada erken evre embriyolarda
apoptotik gen ifadesi diizeyinin kumulus oosit kompleksinin gelisimsel yeterliligini
tahmin etmek i¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi kanisina varildi (42).

Tabibnejad ve ark.’nin 2018 yilinda PKOS ve tubal faktér nedenli infertilite
sebebiyle bagvuran hastalarda “Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP nick
end labeling” metodu ile yaptiklari ¢alismada embriyo morfokinetigi ile kumulus
hiicrelerinin apoptozisi arasinda higbir korelasyon bulamadi (40). Ancak, ICSI
sonuglarmin kumulus hiicrelerinin apoptozundan etkilendigini gosterdiler. Yapilan
diger c¢aligmalarda da kumulus hiicrelerindeki apoptozun 00sit dejenerasyonu ve
embriyo fragmantasyonun altinda yatan bir siire¢ oldugu gosterildi. (10). Bizim
calismamizda embriyo Kkaliteleri ile gen ifadeleri arasinda anlamli bir farklilik
saptanamamustir. Fakat kaspaz-3 gen ifadesinin ve Bax/Bcl-2 oraninin iyi kalitedeki
embriyolarda daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Yaptigimiz calismada kotii kalitedeki
embriyolarin kumuluslarindaki Bax ile Bcl-2 gen ifadeleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 ve negatif yonde (r=-0,233) korelasyon saptanmustir.

Kumulus hiicrelerinin apoptozisi ve proliferasyonu sadece oosit gelisimi ve
matiirasyonunda degil, ayn1 zamanda folikiil gelisimi ve atrezisinde de dnemli rol

oynar (34).
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Hizlanmis apoptozis ve graniiloza hiicre kaybi intrafolikiiler ortami tehlikeye
atabilir. Oositin ve sonu¢ olarak embriyonun kalitesini de etkileyerek muhtemel
gebelik sayisint azaltir. Overyan stimiilasyon infertilite tedavilerinin temelini
olusturur. Overyan stimiilasyonun amaci kaliteli embriyolar olusturmak icin yeterli
sayida oosit elde etmek ve basarili bir implantasyon ve canli dogum oranini
arttirmaktir. Loback ve ark yaptigi calismada IVF tedavisinde toplanan graniiloza
hiicrelerinde apoptozla ilgili genlerin ifadelerinin gebeligi ongiiriip 6ngérmedigini
degerlendirmisler ve anlamli bir iliski bulamamislardir (10). Onceki baska bir
caligmada ovaryan stimulasyon uygulanan kadmlarm folikiil sivi havuzundan elde
edilen graniiloza hiicrelerinde hesaplanan apoptotik indeks, tedavi siklusunda gebe
kalan kadmlarda daha diisiik saptanmis (14). Bizim ¢alismamizda da Loback ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismaya bezer sekilde gebelik sonuglariyla gen ifadeleri
arasimda anlamli bir iligki bulunamustir. Fakat gebelik pozitif hastalarda Bax ifadesinin

azaldigi, Bcl-2 ifadesinin ise arttig1 saptanmustir.
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SONUC
Kumulus hiicrelerindeki kaspaz-3 ifadesinin  ZOY hastalarda gebelik
pozitifligini diisiirmesinin diginda apoptotik gen ifadesiyle fertilizasyon ve iyi kalitede
embriyo gelistirme durumlarina etkisi saptanamamistir. Fakat Bax ifadesinin ve
Bax/Bcl-2 oraninin immatiir oosit kumuluslarinda yiiksek olmasi apoptotik siirecin

kumulus-oosit baglantis1 varken bagladigini bize gostermistir.
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