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1.  ÖZET 

 

 Günümüzde yardımla üreme tekniklerini kullanan (IVF: Ġn vitro fertilizasyon,  

ICSI: Ġntrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) hastaların gebelik oranı pek çok faktörün etkisi 

altındadır. Bu faktörlerden bazıları semen kalitesi, ovaryan stimülasyon tipi, östradiol (E2)  

seviyeleri ve hasta yaĢıdır. Bunlar oosit sayısını, kalitesini, matürasyon oranını ve embriyo 

geliĢimini etkilemektedir. Oosit matürasyonun ilerlemesini ya da gecikmesini sağlayan 

kümülüs hücreleri, lokal ürünler aracılığıyla oositi etkileyerek proliferasyon ve apopitozda 

güçlü birer düzenleyici olarak rol oynamaktadırlar.  

Bu çalıĢmada, kümülüs hücrelerinin proliferasyon ve apopitoz oranları belirlenip    

≤ 37 yaĢ ve altı ile ≥ 38 yaĢ ve üstü olmak üzere iki gruba ayrılan hastalarda, 

mikroenjeksiyon sonuçlarıyla iliĢkisi değerlendirildi.  

Bu amaçla, mikroenjeksiyon uygulamasına tabi tutulan hastalardan toplanan 

kümülüs-oosit komplekslerinden alınan kümülüs hücrelerine, prolifere hücre nükleer 

antijeni (PCNA) monoklonal antikoru uygulanarak proliferasyon indeksi tespit edildi.       

4, 6 diaminido 2 phenilindol (DAPI) floresan boyası uyguladıktan sonra mikroskop altında 

morfolojik kriterlere göre apopitoz oranı belirlendi.  

Elde edilen bulgulara göre, kümülüs hücrelerinin proliferasyon oranlarının  ≤ 37 

yaĢ ve altındaki grupta anlamlı derecede yüksek olduğu görüldü. Kümülüs hücre apopitoz 

oranları değerlendirildiğinde ise her iki grup arasındaki fark anlamlı değildi. Proliferasyon 

ve apopitoz oranları tespit edilen gruplarda ayrıca oosit matürasyonu, fertilizasyon ve 

gebelik düzeyleri değerlendirildi. Toplanan oosit sayısı ve matürasyon oranlarının yanı sıra 

gebelik düzeylerinin kümülüs hücrelerinde yüksek proliferasyon indeksine sahip hastalarda 

anlamlı derecede artmıĢ olduğu saptandı.  

ÇalıĢmamızda, mikroenjeksiyon uygulanan hastalarda kümülüs hücre proliferasyon 

oranlarının sağlıklı gebelik eldesi konusunda önemli bir parametre olan kaliteli oosit 

seçiminde kullanılabilecek potansiyel bir belirteç olduğu sonucuna varılmıĢtır. 

 

Anahtar Kelimeler: Proliferasyon, apopitoz, kümülüs, fertilizasyon, ICSI. 
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2. SUMMARY  

 

 Today, the pregnancy rate of the patients who used assisted reproductive technics 

(IVF, ICSI) is under the influence of numerous factors. Some of the factors are quality of 

semen, type of the ovarian stimulation, grade of estradiol (E2) and age of the patients. 

These ones effect quantity and quality of the oocyte, rate of maturation and embryo 

development. Cumulus cells are a kind of strong regulator for ovarian cells in proliferation 

and apoptosis, effect oocyte by the local productions, manage maturation of oocyte. 

  In this study, we have determined rates of proliferation and apoptosis for cumulus 

cells, according to age of the patients that seperated to two groups as ≤ 37 and ≥ 38 and 

evaluated correlation among results of the microenjection. 

 Due to the aim, cumulus cells that were taken from cumulus-oocyte complex in the 

patients who are applied microenjection, proliferation index was determined by 

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) monoclonal antibody. According to morphologic 

criteria under the microscope rate of the apoptosis was determined after the 4, 6 diaminido 

2 phenilindol (DAPI) fluoresan staining. 

 According to the findings, rates of proliferation of the cumulus cells were so high 

meaningfully for first group as ≤ 37. When rates of apoptosis of the cumulus cells have 

evaluated, difference between two groups is not significant. Furthermore maturation of 

oocyte, fertilization and pregnancy rate have evaluated on the groups that were determined 

rates of the proliferation and apoptosis. It was determined that total oocyte number and 

maturation rates as well as pregnancy rates increased significantly for the patients who 

have high proliferation index on the cumulus cells. 

In our study, we come to the conclusion that the proliferation rates of cumulus cells 

are a potentially indicator, will be applied for election of quality oocyte, which is a 

significant parameter in order to become healthy pregnant on the patients that are applied 

microenjection. 

 

Key words: Proliferation, apoptosis, cumulus, fertilization, ICSI. 
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3. GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

 Günümüzde yardımla üreme tekniklerinde, diĢiden alınan oositlerin in vitro 

ortamda spermatozoalarla biraraya getirilmesi rutin olarak uygulanan bir yöntemdir. 

Mikroenjeksiyon sonrası fertilizasyon kontrolü ve embriyo geliĢiminin takip edilmesi, 

implantasyon potansiyeli yüksek embriyoların seçilmesi ve transferi varsa artan 

embriyoların dondurulması baĢarıyla uygulanmaktadır. 

Embriyo geliĢiminin belirlenmesinde oosit kalitesinin önemi geniĢ ölçüde kabul 

edilmiĢtir. Yardımla üreme teknikleri sırasında, serum östradiol seviyelerinin ölçümü rutin 

olarak yapılmaktadır, bu da bize granüloza hücrelerinin sağlıklı, faal ve iĢler durumda olup 

olmadıklarına dair ipucu oluĢturmaktadır (1, 2). 

Ovulasyon öncesi foliküller, granüloza hücreleri ve kümülüs hücreleri içerirler. 

Kümülüs hücreleri, folliküler geliĢim ve ovulasyon sırasında oositle yakın iliĢki içinde 

olup,  oosit geliĢimi ve fertilizasyon için mediatör olarak rol oynamaktadırlar. Ovulasyon 

öncesi dönemde kümülüs hücrelerinin radial bir formda geliĢimi, lüteinizan hormon (LH) 

pikinin ya da eksojen insan koryonik gonadotropin (HCG)’nin etkisinde olmaktadır. Bu tip 

bir kümülüs geliĢimi fertilizasyon için en iyi aĢamayı göstermektedir. 

 GeliĢim sırasında kümülüs hücrelerinin salgıladığı hyaluronik asitçe zengin 

matriks, oosit ve kümülüsü beraber tutmakta ayrıca folikülün çatlamasını ve oviduktal 

fimbriyalar tarafından yakalanmasını kolaylaĢtırarak sperm penetrasyonuna ve 

fertilizasyona da izin vermektedir. Kümülüs geliĢimi, in vivo normal oosit geliĢimi için 

gereklidir (3). 

 Kümülüs hücreleri oosit matürasyonunda, matürasyonunun ilerlemesini ya da 

gecikmesini sağlayarak regülatör olarak önemli bir rol oynamaktadır. Kümülüs ve diğer 

folikül hücreleri, epidermal büyüme faktörü (EGF) ya da insülin benzeri büyüme faktörü 

(IGF-I, IGF-II) gibi lokal ürünler aracılığıyla oositi etkilemektedir. Bu faktörler, ovaryan 

hücrelerin proliferasyon ve apopitozunda güçlü birer düzenleyici olup, oosit 

matürasyonunu da stimüle ederler (4-8). 

Ovaryan siklustaki folikül geliĢimi, proliferasyon, diferansiyasyon ve folikül 

hücrelerinin ölümünü  (apopitoz) içine alan kompleks bir süreçtir (5). 

 Oosit geliĢiminin düzenlenmesi ve kontrolü, hem parakrin hem de endokrin 

faktörleri kapsamaktadır. Bu geliĢiminin düzenlenmesinde, hormonların yanı sıra         
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(LH, FSH), büyüme faktörleri, sitokinler, inhibin-aktivin gibi faktörler de önemli rol 

oynamaktadır (9). 

 Büyüme faktörleri (IGF-I ve EGF), kümülüs hücreleri yoluyla oositi harekete 

geçirerek granüloza hücrelerinin geliĢimlerinin düzenlenmesinde otokrin, parakrin ve 

endokrin mekanizmalar ile etki gösterirler. Bu mekanizmaların harekete geçmesi ise 

çoğunlukla hücre bölünmesiyle neticelenir (9, 10). 

ÇalıĢmamızda ICSI uygulanacak hastalardan toplanan kümülüs-oosit 

komplekslerinden alınan kümülüs hücrelerinde apopitoz ve proliferasyon indekslerinin 

saptanarak, oosit sayısı ve matürasyonu, fertilizasyon, embriyo kalitesi ve gebelik 

oranlarıyla iliĢkisinin incelenmesi amaçlanmıĢtır. 
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4. GENEL BĠLGĠLER 

 

 

4.1. OOGENEZĠS 

 

DiĢi germ hücrelerinin geliĢip olgunlaĢması sürecine oogenezis denir. Ġki evrede 

gerçekleĢir: 

1. Doğum öncesi (prenatal) evre  

2. Doğum sonrası (postnatal) evre  

 

4.1.1. Prenatal Evre 

 

Primordiyal germ hücreleri ilk olarak dördüncü haftada epiblastdan köken alır ve 

vitellüs kesesi duvarında gözlenir. Gonad taslaklarına göç ederler ve bu sırada mitoz 

bölünmeyle sayıları artar (11). DiĢi gonad taslaklarına gelen primordiyal germ hücreleri 

oogonyumlara farklılaĢır. Oogonyumlar mitozla bölünerek sayılarını arttırırlar ve bir kısmı 

büyüyerek primer oosite dönüĢür ve deoksiribonükleik asit'leri (DNA) replike olur, birinci 

olgunlaĢma bölünmesinin profaz evresine girerler. Tek katlı yassı epitel ile sarılmıĢ bu 

yapı, etrafındaki ovaryuma ait stroma hücreleri ile birlikte primordiyal folikül olarak 

adlandırılır (11-14).  

Üçüncü aydan itibaren bir iki ay içerisinde oogonyumların sayısı hızla artar ve 

beĢinci ayda yedi milyona ulaĢır. Bu dönemden sonra hücre dejenerasyonu ile oogonyum 

ve primer oositlerin sayısı son derece azalır (15). Yedinci ayda oogonyumların çoğu 

dejenere olur. Kalan primer oositlerin tümü birinci mayoz bölünmeye girer. Her biri tek 

sıra yassı folikül hücre tabakasıyla sarılır (16). Primordiyal foliküllerdeki primer oositler 

puberte dönemine kadar profaz evresinin diploten evresinde bekler (17). 

 

4.1.2. Postnatal Evre 

 

 

 Doğumda primer oositlerin sayısı 700.000 ile 2 milyon kadardır. Puberteye yakın 

bu sayı 400.000’e düĢer ancak bunların 400–450 kadarı kadının hayatı boyunca üreme 
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döngüsünde ovulasyonla atılabilir. Diğerleri çeĢitli geliĢim evrelerinde atretik foliküler 

haline gelir (11, 18). 

Büyüme evresi puberte ile baĢlar. Puberteyi baĢlatan olaylar sonucunda 

hipotalamustan gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH) salgılanır. GnRH, hipofiz bezinin 

ön lobundan folikül stimülan hormon (FSH) ve LH hormonlarının salgılanmasını sağlar 

(11). Bu iki hormon overlerdeki siklik değiĢikliklerin uyarılması ve ovaryan siklusun 

kontrolünden sorumludur. 

FSH, ovaryan foliküllerin geliĢimini ve folikül hücrelerinden östrojen salınımını 

uyarır. 

LH, sekonder oositte birinci mayoz bölünmenin tamamlanmasını, ovulasyonun 

tetiklenmesini ve oluĢan korpus luteumdan progesteron salgılanmasını sağlar (19). 

Pubertenin baĢlamasıyla her ovaryal siklusta FSH’ın etkisiyle beĢ ile onbeĢ 

primordiyal folikül olgunlaĢmaya baĢlar. Primordiyal foliküllerdeki oositler büyürler ve 

çevrelerindeki tek katlı yassı folikül epiteli, tek katlı kübik hale gelir ve mitoz ile çoğalarak 

çok katlı folikül epitelini (granüloza hücresi) oluĢturur. Bu yapı artık primer folikül olarak 

adlandırılmaktadır. Böylece bu dönemde FSH ve LH’ın etkisiyle primordial foliküllerden 

sırasıyla sekonder ve tersiyer foliküller geliĢir. GeliĢme ilerledikçe folikül hücreleri 

çoğalarak granüloza hücreleri adını alır (17).  

 Granüloza hücreleri ve onları çevreleyen stroma hücreleri (bağ dokusu) arasında 

bazal membran bulunur. Bu membranı çevreleyen bağ dokusu hücreleri teka folikülü 

olarak adlandırılır. Teka folikülü, içte teka interna, dıĢta teka eksterna olarak iki katmana 

ayrılır (11). Teka interna, bol miktarda kan damarı içerir ve buradaki bağ doku hücreleri 

daha sonra steroid sentezleyen hücrelere dönüĢürler. Teka eksterna tabakası, sıkı bağ 

dokusu yapısı gösterir ve fibroblast benzeri yapılarını korurlar (16). 

Sekonder ve tersiyer foliküller geliĢirken, granüloza hücrelerinin çoğalmasıyla oosit 

etrafında çok tabakalı yapı oluĢur. Granüloza hücreleri ile oosit, glikoprotein yapısındaki 

zona pellusidayı oluĢturmak için oosit etrafına mukopolisakkaritler salgılar. Granüloza 

hücreleri ve oosit, neksus tipi bağlantılarla birbirlerine bağlıdır, bu durum düĢük molekül 

ağırlıklı maddelerin oosit içerisine geçiĢine imkan sağlar. Aynı zamanda, oosit 

çevresindeki folikül hücrelerinin eldiven parmağı biçimindeki küçük sitoplazmik 

uzantıları, zona pellusidayı geçip oosit zarının mikrovilluslarıyla iç içe geçer. Bu yapısal 

düzenleme, düĢük moleküler ağırlıklı maddelerin geçiĢine ve parakrin sinyallerin iletimine 
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izin verir, bu yapı maddelerin folikül hücrelerinden oosite taĢınmasında önem   

taĢımaktadır (16, 20). 

GeliĢme ilerledikçe çoğalan granüloza hücreleri arasında içi sıvı dolu boĢluklar 

oluĢmaya baĢlar. Bu sıvıya folikül sıvısı adı verilir ve hyalüronik asitten zengindir. Ayrıca 

yapısında steroid ve gonadotropik hormonları barındırır. Sıvı miktarı arttıkça içi sıvı dolu 

boĢluklar birleĢir ve at nalı Ģeklinde antrum adı verilen tek bir boĢluk oluĢur ve bu foliküle 

antral folikül adı verilir. Çoğalan granüloza hücreleri oositi folikülün bir köĢesine       

iterler (17). 

GeliĢme ilerledikçe granüloza hücreleri oosite yakın bölgede çok tabakalı, folikülün 

diğer bölgelerinde tek ya da az tabakalı olarak gözlenir. Bu foliküle tersiyer folikül (graff 

follikül) adı verilir. Bu folikül iki tip hücre içerir. Oositin etrafını saran kümülüs hücreleri 

ve antrumu çevreleyip folikül periferinde yer alan mural granüloza hücreleri (21-25). 

Tersiyer folikülde oosit kendini foliküle bağlayan hücrelerle birlikte folikülün 

içerisine doğru bir tepecik oluĢturur. Bu yapıya kümülüs ooforus adı verilir. Bunun yanı 

sıra granüloza hücrelerinden oluĢan ıĢınsal düzenlenmiĢ tek tabakalı hücre grubu oositi 

çevreler. Bu tabakaya da korona radiata adı verilir.  

Oositi foliküle bağlayan granüloza hücreleri arasında folikül sıvısı birikmeye 

baĢlar, hücreler arası bağlantı zayıflar ve oosit folikülle bağlantısını kopararak folikül 

içerisinde yüzmeye baĢlar. Yine bu aĢamada tersiyer folikül ovaryum yüzeyinde çıkıntı 

yapar. Folikül duvarı incelir ve damarsız bir yapı kazanır. Teka interna hücreleri 

östrojenleri sentezlemektedir. 

Folikül olgun hale gelince, birinci olgunlaĢma bölünmesi, ovulasyondan az önce ya 

da ovulasyon sırasında tamamlanır. Birinci mayoz bölünmenin tamamlanmasıyla 

büyüklükleri farklı iki yavru hücre oluĢur. Bunlardan biri sitoplazmanın büyük bölümünü 

alan oosit diğeri ise çok daha az sitoplazma içeren birinci kutup cisimciğidir. Kutup cismi 

perivitellin aralıkta yer alır (17).  

Birinci mayozun tamamlanmasından hemen sonra, oosit dinlenme evresine 

geçmeden önce, hücre DNA çiftleĢmesi olmadan II. mayoz bölünmeye girer. Oositte 

bölünme mekiği oluĢup, kromozomlar metafaz plağına dizildiğinde ovulasyon gerçekleĢir 

ve oosit dıĢarıya atılır. Oosit ancak bir spermatozoa tarafından döllenirse II. mayoz 

bölünme tamamlanır yoksa dejenere olur (26). Ovulasyonla atılan oosit bir miktar 
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granüloza hücresi ile sarılı olarak ovaryumu terk eder ve tuba uterinanın açık ucundan içeri 

alınır (17, 27).  

Ġkinci olgunlaĢma bölünmesi, ovulasyondan sonra tuba uterinada spermatozoonun 

oosite giriĢi yani fertilizasyon gerçekleĢirse tamamlanır. Ġkinci olgunlaĢma bölünmesi 

sonunda oosit ile ikinci kutup cisimciği de oluĢur. Kutup cisimlerinin sitoplazmaları azdır, 

tam geliĢmediklerinden olgun oositlere dönüĢemezler ve dejenere olurlar (26). 

Oositin büyümesi ve geliĢimi boyunca foliküllerin %1’inden daha azı normal 

geliĢimine devam eder, geriye kalan foliküller ovule olmadan foliküler geliĢimin çeĢitli 

aĢamalarında atreziye giderler (25, 28). Atrezi, foliküler geliĢimin her aĢamasında 

meydana gelebilir ve farklı foliküler kompartmanlarda baĢlayabilir (29). Antral foliküllerde 

dört farklı hücresel kompartmanda apopitoz baĢlayabilir. Bunlar teka hücreleri, granüloza 

hücreleri, kümülüs hücreleri ve oositin kendisidir (25). Antral foliküllerde, granüloza 

hücrelerinin dejenerasyonu ile atrezi meydana gelir. Foliküler atrezinin sadece son 

aĢamasında oosit, bu durumdan etkilenir. Buna karĢın preantral foliküllerde hücre ölümü, 

sıklıkla oositte gözlenir (29). Antral foliküler atrezinin ilk sinyalleri, aromotaz 

aktivitelerini kaybedip apopitoza giden mural granüloza hücrelerinin dejenerasyonudur. 

Sonrasında ise teka hücrelerinin hipertrofiye girmesi ve androstenedion üretimlerini 

azaltması gelir. Kümülüs hücreleri ve oosit, yalnızca foliküler atrezinin en üst aĢamasında 

etkilenir. Antral foliküler atrezi boyunca kümülüs hücreleri, aynı folikül içerinde sağlıklı 

bir Ģekilde varlığını sürdürürken mural granüloza hücrelerinin apopitoza gitmeleri oldukça 

yaygındır (25). 

 Atretik foliküllerden farklı olarak ovulasyona yönlendirilmiĢ folikülerde, apopitotik 

sürecin aktif olmadığı gözlemlenir. Fakat ovulasyon ve fertilizasyondan sonra hücre ölümü 

süreçleri preimplantasyon boyunca aktive olur (30). 

 

4.2. OOSĠT – FOLĠKÜLER HÜCRE ETKĠLEġĠMĠ 

 

Ovaryan foliküllerin büyüme ve geliĢmesi, granüloza hücrelerinin proliferasyon ve 

diferansiasyonuyla karakterizedir. Folikül geliĢiminin erken aĢamalarında granüloza 

hücrelerinin yavaĢ proliferasyonu belirgindir. Büyüyen foliküllerdeki granüloza hücreleri 

gonadotropin stimülasyonu ve artan miktarlarda östradiol salınmasına yanıt verirler. 

BaĢlangıç fazında gonadotropin ve östradiol etkisine maruz kalmayla beraber, granüloza 



 9 

hücrelerinin proliferasyonunda artıĢ görülür (31). Son fazda ise, foliküler geliĢmeye 

östradiolün maksimal üretimi ile karakterize, azalmıĢ hücre proliferasyonu eĢlik eder ve 

bununla birlikte foliküllerin büyük bir çoğunluğu, baskılanmıĢ DNA sentezi ve granüloza 

hücre proliferasyonuyla karakterize olan atrezi sürecine girerler (32). 

Foliküller, kümülüs hücreleri ve teka hücreleri ile bir gamet hücresini ya da bir 

baĢka deyiĢle oositi kapsamaktadır. Eğer folikül geliĢmeye devam eder ve atreziye 

gitmezse oosit komponentleri yeni bir düzenlenmeye gider ve fertilizasyona hazır hale 

gelir.   

Oosit geliĢiminin çeĢitli aĢamalarında oosit morfolojisinde, fizyolojisinde ve onu 

çevreleyen kümülüs hücrelerinde çeĢitli değiĢiklikler olmaktadır. Granüloza hücrelerinin 

ve özellikle kümülüs hücrelerinin fonksiyonu, oosit matürasyonuyla oldukça yakından 

ilgilidir (21, 33). 

Granüloza hücreleri için iki ana fonksiyon tanımlanmaktadır. Birinci fonksiyon, 

ovulasyon baĢlangıcında ve sonrasında oositin bütünlüğünün korunmasına yardım 

edilmesi ve beslenmesidir. Ġkinci fonksiyon ise ovulasyon sonrasında folikül geliĢirken 

özellikle teka lutein hücrelerinin östrojen etkisi altında baĢlıca progesteron olmak üzere 

steroid hormon üretmesidir (34). 

LH piki, siklusun ortasında ovaryan foliküllerde ovulasyon için bir seri kritik 

değiĢiklik baĢlatır (6, 35). Normal ovulasyon, steroidogenez, kümülüs hücre büyümesi ve 

oosit matürasyonu gibi birçok kritik değiĢiklikte rol oynar (36). LH stimülasyonu, 

ovulasyon indüksiyonuyla mayozun tekrar baĢlamasına neden olur, mRNA ve proteinlerin 

ekspresyonuna eĢlik eder, oositi çevreleyen kümülüs hücrelerindeki salgılayıcı özellikler 

değiĢir (37). ġaĢırtıcı bir olay da, foliküllerdeki LH etkisidir. LH reseptörlerinin 

ekspresyonu mural granüloza hücreleriyle sınırlandırılmıĢtır. LH’ın tüm bu önemli 

etkilerine rağmen kümülüs hücreleri ve oositler ya birkaç tane LH reseptörü içerir ya da hiç 

içermezler ve direkt LH stimulasyonuna duyarsızdırlar (35, 38, 39). 

Memeli ovaryum foliküllerinde, ovulasyonun gerçekleĢmesi için gonadotropinlerin 

preovulatuar artıĢını izleyen iki önemli olay gerçekleĢmektedir. Oositin mayotik 

maturasyona devam ederek tamamlaması ve oositi çevreleyen kümülüs hücrelerinin 

geliĢimi. Kümülüs hücrelerinin morfolojisinde çarpıcı bir değiĢim meydana gelir. Bu 

değiĢiklik hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesini ve baĢlıca aktin mikrofilamentlerinin 

toplanmasını içeren geniĢ kapsamlı değiĢikliklerdir. Bu değiĢimi hyaluronik asitçe zengin 
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ekstraselülar matriks sentezinin artıĢı (24, 40) ve kümülüs hücreleri ile oosit arasındaki 

neksus tipi bağlantıların değiĢimi izler (21). Muhtemelen, bu geliĢimle ovulasyon sırasında 

foliküllerden oosit-kümülüs kompleksinin salınmasının kolaylaĢtırılması, oviduktal 

fimbriyalar tarafından yakalanması, oviduktlardan geçiĢ ve ovule olmuĢ oositin 

oviduktlarda canlılığının korunması sağlanır. Kümülüsün geliĢmesi ayrıca, sperm 

aktivasyonu ve motilitesi için uygun dıĢ Ģartların oluĢumuna katkı sağlar (41). 

 

4.3. HÜCRE SĠKLUSU 

 
Hücre siklusu, hem iç hem de dıĢ büyüme faktörleri tarafından düzenlenir. 

Hücre proliferasyonu, yeni fertlerin meydana gelmesi, büyüme, yenilenme ve eĢey 

hücrelerinin oluĢmasını sağlar.  

Hücre siklusu iki faza ayrılır: Mitoz ve interfaz. Ġnterfaz evreside üç alt evreye 

bölünerek incelenir.  

M evresi: Bu evre, hücre nukleusunun ikiye ayrıldığı karyokinez ve iki kardeĢ 

hücrenin oluĢtuğu sitokinez aĢamalarını kapsar. 

G1 evresi: Mitoz ile DNA replikasyonunun baĢlaması arasındaki süreci oluĢturan 

Gap 1 (G1) evresidir. Hücre, G1 boyunca metabolik olarak aktiftir ve DNA’sını 

kopyalamaksızın sürekli büyür.  

S evresi (sentez) : DNA replikasyonu yer alır.  

G2 evresi: DNA sentezinin tamamlandığı, hücre büyümesinin devam ettiği ve 

mitoza hazırlık için proteinlerin sentezlendiği evredir (42, 43). 

 

4.3.1. PCNA 

 

Proliferatif hücre nükleer antijeni, 36 kDa ağırlığında türler arasında iyi korunmuĢ, 

hücre siklusu için temel bir düzenleyicidir. DNA sentezi sırasında DNA hasarlarının 

onarılması ve S fazında DNA polimeraz delta için ko-faktör olarak iĢlem gördüğü 

gösterilmiĢtir. 

Hücre siklusunun G1 fazında ekspresyonu baĢlar, en yüksek seviyeye S fazında 

ulaĢır ve G2/M fazında da azalır (32, 44). 
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p21 proteini, siklin bağımlı protein kinaz düzenleyicisidir. p21, DNA polimeraz 

deltanın bir alt birimi olan PCNA’ya bağlanır. Böylece p21, DNA hasarı ile uyarılan hücre 

döngüsü duraklatılmasında ikili rol oynar, hücre döngüsünü sadece CDK’lar (cyclin 

dependent kinase/siklin bağımlı kinaz) aracılığıyla değil aynı zamanda S evresindeki 

hücrelerin DNA replikasyonunu doğrudan baskılayarak da durdurmaktadır (44-46). 

PCNA, tüm bu özellikleriyle prolifere hücrelerin incelenmesi amacıyla tercih edilen 

bir belirteçtir (42, 44). 

 
4.4. APOPĠTOZ 

 

Apopitoz, programlanmıĢ hücre ölümü, normal fizyolojik Ģartlar altında meydana 

gelen bir hücre ölüm Ģeklidir. Apopitoz boyunca artık ihtiyaç duyulmayan ya da 

fonksiyonları bozulmuĢ hücreler organizmadan uzaklaĢtırılırlar. Bu süreç normal 

embriyolojik geliĢim ya da ovaryumdaki foliküler atrezide olduğu gibi olağan fizyolojik 

süreçlerde meydana gelebilir. Apopitozda hücrenin kendisi aktif olarak rol oynar, hücreler 

kendi iç otonom mekanizmalarına göre programlanmıĢ ölümü gerçekleĢtirirler. Apopitoz 

hücre membran bütünlüğünün korunduğu, kontrollü bir ölüm Ģeklidir. Böylece komĢu 

hücrelere zarar vermeksizin ölür. 

Diğer bir hücre ölüm mekanizması nekrozdur. Nekroz patolojik bir süreçtir ve 

plazma membranını zedeleyen ya da hücreye zarar veren, uygun olmayan fiziksel ya da 

kimyasal koĢullarda (hipoksi, hipotermi, toksinlere maruz kalma, viral invazyon) meydana 

gelir. Hızlı mitokondri ĢiĢmesi ve hasarı, plazma membranının homeostazisini 

kaybetmesiyle fonksiyonunun bozulması, hücre ĢiĢmesi ve lizisi bu sürecin en karakteristik 

özellikleridir (47). 

Hücre hasarının bir sonucu olarak hücre membranının zarar görmesi ve enerji 

depolarındaki ani azalma ekstraselüler iyonlar ve suyun giriĢine izin verir. Mitokondrilerin 

ĢiĢmesiyle hücre membranı bütünlüğünü kaybeder. Plazma membranın parçalanmasıyla 

lizozomal enzimleri içeren sitoplazmik yapı hücre dıĢına yayılır. Böylece nekrotik hücre 

ölümü doku zararına ve Ģiddetli inflamatuar yanıta sebep olur (48-50). 

Apopitoz, çeĢitli içsel ve dıĢsal sinyaller tarafından aktive edilir. Apopitoza giden 

hücreler karakteristik morfolojik ve biyokimyasal özellikler gösterirler.  
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DNA fragmantasyonu, nukleusta meydana gelen hücreyi ölüme iten geri 

dönüĢümsüz bir olaydır. DNA fragmantasyonu, Ca
2+

 ve Mg
2+

 bağımlı endonukleazlarla 

DNA’nın 180-200 baz çiftlik küçük oligonükleozomal fragmentlere, bölünmesiyle 

gerçekleĢir. Nukleus, nükleer kromatinin kümelenmesi ile nükleer zar tarafından 

sınırlandırılarak birkaç fragmente bölünür (43, 51). 

Hücre hacminde azalma sitoplazmanın büzülmesiyle gerçekleĢir. Hücre iskeletine 

ait elemanlar hücre yüzeyine paralel yığılarak yeniden organize olurlar. Ribozomlar 

sitoplazma içinde kümelenirler, granüllü endoplazmik retikulum konsantrik sarmal yapılar 

olarak izlenir. 

Mitokondriyal fonksiyonların kaybı mitokondriyal membran kanallarının 

geçirgenliğindeki değiĢimlerin bir sonucudur. Mitokondri bütünlüğü bozulur; elektron 

transport zinciri yıkılır. Sitokrom c gibi proteinler, kaspaz adı verilen proteolitik enzimleri 

aktive etmek amacıyla intermembranöz boĢluktan sitoplazma içerisine salınırlar.   

Sitokrom c’nin salınımı Bcl-2 proteinlerinin etkisi altında gerçekleĢir.  

Hücre membran bleblerinin oluĢması, hücre membran değiĢiklikleri sonucu 

meydana gelir. Bu değiĢiklik sitoplazma yüzeyinden plazma membranının dıĢ yüzeyine 

belirli moleküllerin (fosfotidilserin) yer değiĢtirmesine bağlıdır. Plazma membranındaki 

fiziksel ve kimyasal değiĢiklikler membran bütünlüğü bozulmadan bleblerin oluĢmasına 

öncülük eder. 

Apopitotik cisimlerin oluĢması, son basamaktır. Bu membranla çevrili veziküller 

organel ve nükleik materyal içerirler. Hızlıca fagosite edildikleri için inflamatuar yanıt 

oluĢmaz (52, 53).  

 

4.4.1. Apopitozu Düzenleyen DıĢ ve Ġç Uyaranlar 

 

Apopitotik süreç, hücreye gelen dıĢ uyaranlar ya da çeĢitli iç sinyaller yoluyla 

tetiklenebilir (48).  

Apopitozu tetikleyen dıĢ uyaranların bazıları Ģu Ģekilde sıralanabilir: Büyüme 

faktörlerinin geri çekilmesi, sitokinler, hücre içi kalsiyum miktarındaki artıĢ, tümör nekroz 

faktör (TNF), koloni uyarıcı faktörler (CSF), nöron büyüme faktörü (NGF), insülin benzeri 

büyüme faktörü (IGF), transforme edici büyüme faktörü (TGF-B), Fas/FasL sisteminin 

aktive olması, serbest radikaller, ultraviyole, ilaçlar ve çeĢitli antijenler.                             
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Ġç uyaranlar arasında ise onkogenler, p53 gibi tümör süpressörler ve beslenme yetersizliği 

sayılabilir (51). 

 

4.4.2. Apopitozun Gen Regülasyonu 

 

Genotoksik olaylarla oluĢan hücre hasarı p53 genini aktive eder. p53 proteini, 

DNA’ya doğrudan bağlanarak hasarı tanıdıktan sonra ya G1’de hücre siklusunun 

durmasını indükleyerek tamir için gerekli zamanı kazanır ya da hasar fazlaysa apopitoza 

yönlendirir. 

Ayrıca p53’e bağlı hücre döngüsünün G1’de durması için p21 gereklidir (54). 

Apopitozun regülasyonunda önemli bir rol oynayan Bcl-2/Bax gen ailesi, 

antiapopitotik ve proapitotik olmak üzere iki bölüme ayrılır. Hücrenin canlılığını 

sürdürebilmesi, bu ailenin proapopitotik ve antiapopitotik üyelerinin oranına bağlıdır (47, 

55). Bcl-2 mitokondri dıĢ membranında bulunur ve iyon geçiĢini düzenler. Bax ise 

sitoplazmada bulunur ve apopitotik bir sinyal alınması halinde mitokondri membranına 

yerleĢerek por oluĢumunu sağlar (55). 

Kaspazlar, sistein proteazlar olarak adlandırılan bir grup enzim olup apapitoz için 

gereklidirler. Tüm hücrelerde inaktif pro-enzim halinde bulunurlar (56). Apopitozun son 

devresindeki hücresel substratların degradasyonundan sorumlu olup, apopitozun 

baĢlatılmasında da kritik önemleri vardır (57). 

 

4.4.3. Apopitozun Ġndüklenmesi 

 

Fas (APO-1, CD95 olarakta adlandırılır) ve TNFR (tümör nekroz faktör reseptörü) 

hücre ölüm reseptörleri olarak adlandırılır ve hücre membranında bulunurlar (58). Fas ve 

TNFR ligantlarıyla ölüm domainleri (DD, death domain) olarak adlandırılan bir proteine 

bağlanırlar ve bu proteinler sitoplazma ile interaksiyon sağlar. Bu ölüm domainlerini içeren 

protein yapıları, kaspaz 8’in aktivasyonu ile direk olarak apopitozun baĢlamasına neden 

olurlar (47, 48, 50, 57). 
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4.5. OOSĠT KALĠTESĠ 

 

Yardımla üreme tekniklerini kullanan hastaların gebelik sonuçlarını etkileyen 

birçok önemli faktör bulunmaktadır. Bunlar arasında infertilite nedeni, hasta yaĢı, ovaryan 

stimülasyon tipi ve östradiol seviyesi gibi faktörler yer almaktadır. Bu faktörler geliĢen 

oosit sayısı ve kalitesini, oosit matürasyonunu, fertilizasyon hızını ve transfer edilen 

embriyo sayısını etkilemektedir. Oosit kalitesi, baĢarılı bir fertilizasyon ve implantasyonun 

belirlenmesinde tek baĢına önemli bir faktördür. Gebelik oranını etkileyen diğer önemli 

faktörler arasında transfer edilen embriyo sayısı ve kalitesi görünmektedir (2, 59). 

Yardımla üreme teknikleri alanında, diĢi infertilitesinde oosit kalitesinin anahtar bir rol 

olarak görev yaptığı ve giderek de öneminin arttığı anlaĢılmıĢtır (2, 60). Artan anne yaĢının 

oosit kalitesine ve erken embriyo geliĢimine negatif bir etkisi olduğu da kesin olarak 

görülmüĢtür (1, 22).  

Ġleri yaĢlarda görülen menopoz diĢilerde, üreme potansiyelinin kaybına neden olur. 

Ġleri yaĢlara kadar aktif halde kalan spermatogeneze zıt olarak diĢi infertilitesinde, perinatal 

periyod boyunca ovaryumda oluĢan primordial foliküllerin rezervi ve kalitesi azalır. Germ 

hücre stokları, ergenlik sonrası dönemde yetiĢkin hayatı boyunca tüketilir ve bu hücreler 

menopoza kadar neredeyse tükenmiĢ olur. Menopozu destekleyen faktörler, ileri yaĢlardaki 

bayanlarda bir yandan da oosit kaybında çok önemli rol oynarlar (22).  

Oosit kalitesi için en elveriĢli ve non-invaziv analiz, özellikle kümülüs-oosit 

kompleksini ve oosit morfolojisini değerlendirme temeline dayanır (2). Kümülüs hücreleri, 

foliküler geliĢim boyunca oositle iĢbirliği içerisinde olup oositin etrafını çevreler ve 

ovulasyondan sonra kümülüs hücrelerinde meydana gelen apopitozis artıĢına bağlı olarak 

da oosit kalitesine etki ederler (59). Oositte meydana gelen apopitozis de, oosit geliĢim 

kapasitesi ve oosit kalitesinin belirlenmesinde iyi bir belirteç olarak kullanılabilir. 

Oositin intrensek geliĢim potansiyeli, oosit kalitesini yansıtmaktadır. Bu 

biyokimyasal ve moleküler yapı, olgun oositin fertilize olabilmesine ve geliĢerek sağlıklı 

bir embriyoya dönüĢmesine müsaade eder. Bununla birlikte oositin geliĢimsel 

potansiyeline etkide bulunan çevresel faktörlerin, embriyo ve fetusların geliĢimlerini de 

etkilediği bilinmektedir (22). 

Memelilerde oosit büyüme ve geliĢmesi, germ hücreleri ile somatik hücrelerin 

iliĢkisine bağlıdır. Oosit geliĢiminin kökeni, farklılaĢmamıĢ granüloza hücrelerinin 
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bağlantılı olduğu oositlerin bulunduğu preantral foliküllerde baĢlar. Kümülüs hücreleri, 

neksus bağlantılarıyla kümülüs-oosit adı verilen kompleks yapıyı oluĢtururlar. Neksus tipi 

bağlantılar, kümülüs-oosit hücreleri ile kümülüs-kümülüs hücreleri arasında düĢük 

moleküler ağırlıktaki maddelerin transferine izin verir. Foliküldeki bu birliktelik, fertilite 

ve geliĢim için oldukça gereklidir (60). 
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5. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

5.1. KULLANILAN KĠMYASAL MADDE VE ÇÖZELTĠLER 

 

ÜRÜN              MARKA       KATALOG NO 

 

Quinn’s Advantage Fertilization Medium   Sage  ART - 1020  

Quinn’s Advantage Protein Plus Cleavage Medium  Sage  ART - 1526 

Quinn’s Advantage Blastocyt Medium   Sage  ART - 1029 

Quinn’s Advantage Medium w/HEPES    Sage  ART -1023 

Quinn’s Sperm Washing Medium    Sage  ART - 1006 

PureCeption 100% Isotonic Solution    Sage  ART - 2100 

Hyaluronidase 80 U/mL in Hepes-HT   Sage  ART - 4007-A 

Human Serum Albümin 100mg/mL in Normal Saline Sage  ART - 3001 

Quinn’s Advantage SPS Serum Protein Substitute  Sage  ART - 3010 

Oil for Tissue Culture      Sage  ART - 4008-5 

ICSI         Vitrolife 10111 

Earle’s Balanced Salt Solution    Sigma  E2888 

Mineral oil       Sigma  M5310- 1L 

Histostain Plus, Broad Spectrum AEC   Zymed  85 - 9943 

AEC  Substrat Kit      Zymed  00 - 2007 

NaCl        Atabay  AT091-950 

Na2HPO4       Riedel-de Haen 81890  

KH2PO4        Riedel-de Haen 81890  

Anti-PCNA antikoru      Santa Cruz Sc-56 

DAPI (4, 6 Diaminido 2 Phenylindole)   Sigma  D9542
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5.2. HASTA GRUBU  

 

5.2.1. Hasta Grubu 

 

ÇalıĢmamıza Aralık 2007 ve Temmuz 2008 tarihleri arasında infertilite tedavisi için 

baĢvuran ve mikroenjeksiyon iĢlemi uygulanan 45 hasta dahil edilmiĢtir. ÇalıĢma grubuna 

sperm konsantrasyonu ve hareketliliği normal ve normale yakın değerlere sahip olan erkek 

bireylerin bulunduğu çiftler dahil edildi.  

Hastalardan mikroenjeksiyon iĢleminin planlandığı gün, oosit aspirasyonu      

(OPU: oocyte pick-up) iĢlemi sonrası elde edilen kümülüs-oosit kompleksinden alınan 

kümülüs hücreleri kullanıldı ve kadın hastalar yaĢlarına göre 37 yaĢ altı ve üstü olmak 

üzere iki gruba ayrıldı. 

 

5.2.2. Hastaların Hazırlanması 

 

Kontrollü ovaryan stimülasyon, GnRH analoglarından agonist (Lucrin; Abbott, 

Fransa) veya antagonisti (Cetrotide; Serono, Aubonne, Ġsviçre, Orgalutran; Organon Oss 

Hollanda) eĢliğinde insan menopozal gonadotropinleri (HMG; Pergonal; Serono, Aubonne, 

Ġsviçre, Humegon; Organon Oss Hollanda) veya rekombinant folikül stimülan hormonların 

(FSH) (Gonal-F; Serono, Aubonne, Ġsviçre, Puregon; Organon Oss Hollanda) birlikte 

kullanımlarını içeren protokoller ile gerçekleĢtirildi. Fazla sayıda oosit elde etmek için 

ovaryumları stimüle edilen hastaya, folikülleri yeterli büyüklüğe ulaĢtığında ve östrojen 

seviyesi istenilen düzeye geldiğinde oosit matürasyonunu sağlamak için insan koryonik 

gonadotropini (HCG, Pregnyl, Organon, Hollanda) veya rekombinant koryonik 

gonadotropin (Ovitrelle, Merck Serono, Ġsviçre) enjeksiyonu uygulandı.      

Overlerin tedaviye verdiği yanıt, ultrason taramaları ve serum östradiol 

seviyelerinin ölçülmesiyle takip edildi. Folikül çapı en az 18 mm çapına ulaĢtığında 

hastalara ovulasyon için 5000 ya da 10 000 IU HCG verildi (61).  
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5.2.3. Oosit Aspirasyonu (OPU) 

 

Oosit aspirasyonu HCG yapıldıktan 35-36 saat sonra transvajinal ultrason eĢliğinde 

yapıldı. Aspirasyonda Labotect (Model 4014, Almanya) markalı aspirasyon cihazı ile tek 

lümenli (Wallace ON 1633, Meksika) veya çift lümenli (Swemed 14105, Ġsveç) OPU 

iğneleri kullanıldı. Foliküller Earl’s Balance Salt Solution (E2888, Sigma, Amerika) 

medyumu kullanılarak tek tek aspire edildi ve steril tüplere (Falcon 2003, B.D., Fransa) 

toplanan folikül sıvıları embriyoloji laboratuvarında stereo mikroskop altında (Nikon SMZ 

1000, Japonya) incelendi. Toplanan kümülüs-oosit komplekslerinden temiz (kansız) ve 

uygun olanların kümülüs hücreleri ayrıĢtırıldı. Daha sonra hastaya ait oositler ve deneyde 

kullanılacak kümülüs hücreleri farklı kaplardaki medyum içerisine (Quinn’s Advantage 

Fertilization Medium, Sage, Amerika) aktarılarak inkübatörde (37°C ve %5 CO2)  

bekletildi (62).  

 

5.2.4. Oosit Denüdasyonu (Ayıklama, Soyma) 

 

Oosit toplama iĢleminden sonra 2-3 saat inkübe edilen kümülüs-oosit 

kompleklerinin ICSI iĢlemine hazırlanması için oositlerin etraflarındaki kümülüs ve 

granüloza hücreleri ayıklandı. Denüdasyon iĢlemi enzimatik ve mekanik olmak üzere iki 

aĢamalı olarak uygulandı. Enzimatik ayıklamada kümülüs-oosit kompleksinin dıĢında 

bulunan kümülüs hücreleri daha önce hazırlanmıĢ hyaluronidaz enzimi (Hyaluronidase 80 

U/mL in Hepes-HT, Sage, Amerika) içeren medyum içerisine (Quinn’s Advantage 

Medium w/HEPES, Sage, Amerika) koyularak iĢleme tabi tutuldu. Mekanik ayıklamada 

ise oositin hemen dıĢındaki granüloza hücreleri inceltilmiĢ pastör pipeti ile kısmen 

temizlendi. Ayıklama iĢlemi bittikten sonra oositler medyum içine (Quinn’s Advantage 

Fertilization Medium, Sage, Amerika) aktarıldı, stereomikroskop altında olgun olanlar MII 

(Metafaz II) oositler ayrıldı ve ICSI iĢlemine kadar inkübatörde bekletildi. 

 MII evresindeki oositler, kutup cisimciğini atmıĢ, iĢleme uygun oositler olarak 

değerlendirildi. MI evresindeki kutup cisimciğini henüz atmamıĢ oositler olgunlaĢmamıĢ 

olarak değerlendirildi ve takip edilerek MII safhasına ulaĢanlara iĢlem yapıldı. Germinal 

vesikül içeren olgunlaĢmamıĢ oositler ise iĢleme tabi tutulmadı (63).  
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5.2.5. Semenin Hazırlanması 

 

 Semen örnekleri mastürbasyon yoluyla steril plastik kaplara alındı. 37°C’lik 

inkübatörde likefiye olana kadar bekletildikten sonra Makler sayma kamarasında (Sefi 

Medikal Inst., Haifa, Israel) faz-kontrast mikroskobu (Nikon Eclipse E-200, Japonya) 

altında incelendi. Konsantrasyon ve motilite dünya sağlık örgütü (WHO) kriterlerine göre 

değerlendirildi. ICSI iĢleminde kullanılmak üzere semen örneğinin tamamı farklı 

yoğunlukta gradient solüsyonlarıyla (PureCeption 100% Isotonic Solution, Sage, Amerika) 

iĢleme tabi tutuldu.  

Daha önce %90 ve %50 konsantrasyonunda hazırlanan solüsyon oda ısısına 

getirildikten sonra, bir tüpe (Falcon 2095 B.D., Fransa) sırasıyla önce %90’lık daha 

sonrada  %50’lik solüsyon koyularak birbirine karıĢmayan iki tabaka oluĢturuldu. Bu 

tabakaların üzerine likefiye olmuĢ semen örneği koyulduktan sonra 1300 rpm’de 20 dakika 

santrifüj edildi (Sigma 2-16, Amerika). Pellet pipet yardımıyla alındı ve baĢka bir tüpe 

(Falcon 2003 B.D., Fransa) aktarıldı. Üzerine 4 ml medyum  (Quinn’s Sperm Washing 

Medium, Sage, Amerika) eklenerek 1800 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatant bir 

pipet yardımıyla alınarak üzerine tekrar 4 ml medyum (Quinn’s Advantage Fertilization 

Medium, Sage, Amerika) eklendi ve tekrar 1800 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant alınıp kalan solüsyon çalkalanarak karıĢtırıldı ve bir kültür tabağına yayılarak 

üzeri yağla kaplandı ve kullanılana kadar beklemek üzere inkübatöre kaldırıldı (64).  

 

5.2.6. Ġntrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI) 

 

Mikroenjeksiyon iĢlemi; ısıtıcı tabla, Hoffman modülasyonu ve Narishige (MMO 

202 ND) mikroenjeksiyon ünitesi ataçmanlı bir inverted mikroskopta (Nikon Eclipse TE 

2000-U, Japonya)  40X objektif altında gerçekleĢtirildi.  

Spermleri yavaĢlatmak için visköz yapıda bir madde olan polivinilpirolidon (PVP) 

(ICSI, Vitrolife, Ġsveç) damlası içine bir miktar sperm bırakıldı ve daha sonra bir 

enjeksiyon pipeti (MIC-35-30, Humagen, Amerika) yardımıyla motil ve morfolojik olarak 

normal görünümlü spermatozoa seçilerek hareketsizleĢtirildi. Enjeksiyon pipetine çekildi, 

oosit tutucu pipet (Matchmaker, Türkiye) yardımıyla kutup cisimciği saat 12 hizasında 

olacak Ģekilde sabitlendi ve spermatozoa oosit sitoplazmasına bırakıldı. Sırasıyla bütün 
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oositler için aynı iĢlem gerçekleĢtirildi. Enjekte edilmiĢ oositler kültür medyumuna 

(Quinn’s Advantage Protein Plus Cleavage Medium, Sage, Amerika) aktarıldı ve bundan 

sonra kültür süresince kalacakları 37°C , %5 CO2 ve %5 O2 ortam sağlayan inkübatörlere 

(Binder, CB 210 ve 150, Almanya; Thermo 3141, Amerika) kaldırıldı (65, 66). 

 

5.2.7. Fertilizasyon ve Bölünme Takibi 

 

Mikroenjeksiyon iĢleminden 16-18 saat sonra invert mikroskopta pronükleus 

kontrolü yapıldı. Fertilizasyon, iki pronükleusun varlığı olarak değerlendirildi ve normal 

fertilize olan oositler bir gün önce hazırlanmıĢ yeni medyum (Quinn’s Advantage Protein 

Plus Cleavage Medium) içerisine aktarıldı.  

OluĢan embriyo sayısı ve hastanın özellikleri dikkate alınarak embriyo transfer 

günleri tespit edildi. 2. ve 3. gün transfer edilecek embriyoların geliĢimleri kontrol edilerek 

morfolojik sınıflaması (hücre sayısı, fragmantasyon, multinukleasyon, hücre büyüklükleri 

vb.) yapıldı ve iĢlem gerçekleĢtirildi. Transferi 5. gün planlanan ve blastosist aĢamasına 

kadar takip edilecek vakalarda embriyolar 3. gün farklı bir medyum (Quinn’s Advantage 

Blastocyt Medium, Sage, Amerika) içerisine aktarıldı. 

 

Embriyoların değerlendirilmesinde kullanılan sınıflama sistemi ve kriterleri: 

 

Grade 1: EĢit büyüklükte blastomere sahip, fragmantasyon ve granülasyon 

göstermeyen embriyo. 

Grade 2: EĢit blastomere sahip, <%5-10 oranında fragmantasyon veya granülasyon 

gösteren embriyo. 

Grade 3: EĢit olmayan blastomere sahip, <%10-20 oranında fragmantasyon 

gösteren veya granülasyon gösteren embriyo. 

Grade 4: Blastomerleri birbirinden tamamen farklı, blastomer sayısı tam olarak 

tespit edilemeyen, ileri derecede fragmantasyona sahip veya ileri derecede granülasyon 

gösteren embriyo (67, 68).  
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5.2.8. Transfer ĠĢlemi 

 

 Hastaların özelliklerine bakılarak embriyo transferi 2. ve 3. gün bölünmüĢ embriyo 

veya 5. gün blastosist aĢamasında gerçekleĢtirildi. Embriyo sayısı ve transfer günü 

seçiminde hasta yaĢı, embriyo sayısı ve kalitesi, infertilite sebebi ve süresi gibi etkenler 

göz önünde bulunduruldu. 

 Embriyo transfer iĢlemi stereomikroskop altında 4 kuyucuklu kültür tabağı (Nunc 4 

well, 176740, Danimarka) içine konulan gazı dengelenmiĢ blastosist medyum ile 

gerçekleĢtirildi. Embriyo transfer kateteri (K-JETS 7019, Cook, Avustralya) medyumla 

doldurulduktan sonra enjektör (Hamilton 1705 LT, Ġsviçre) yardımıyla steril eldiven ile ve 

genel sterilizasyon kurallarına uyularak embriyolar kateterin içine yerleĢtirildi. Kateter bu 

Ģekilde jinekoloğa teslim edildi ve ultrason eĢliğinde embriyolar anne adayının uterusuna 

aktarıldı (69). 

 

5.2.9. Gebelik 

 

 Gebelik testi için transfer iĢleminden 12 gün sonra kanda HCG değerine bakıldı. 

HCG değerinin ≥ 15 mlU/ml olması pozitif değer olarak kabul edildi ve bu test iki gün 

sonra tekrarlandı. Değerin iki katına çıkmıĢ olması biyokimyasal gebelik, bu testten 15 gün 

sonra ultrasonda gestasyonel kesenin görülmesi ise klinik gebelik olarak tanımlandı. 

 

5.2.10. Kümülüs Hücrelerinin Yayılması ve Fiksasyonu 

 

 Kümülüs-oosit komplekslerinden ayrılan kümülüs hücreleri iĢlem esnasında 

medyumda (Quinn’s Advantage Fertilization Medium, Sage, Amerika) toplandı. ĠĢlem 

bittikten sonra toplanmıĢ olan kümülüs hücreleri fiziksel parçalanma iĢlemi için 

toplandıkları medyumdan alınıp boĢ bir petriye (Falcon 3004, B.D., Fransa) aktarıldı, 

üzerine yine aynı medyum eklenerek insülin enjektörü yardımıyla parçalandı. Daha sonra 

2000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek süpernatant uzaklaĢtırıldı, pelletteki hücreler bir 

pipet ucu yardımıyla 12 mm’lik 2 lamele yayılarak kurutuldu. Absolü metanolle 5 dakika 

fikse edildi (70).  
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5.2.11. Proliferasyon Ġndeksi  

 

Lameller üzerine yayılmıĢ ve metanolle fikse edilmiĢ kümülüs hücreleri fosfat 

tampon solüsyonu (PBS) yıkamalarını takiben spesifik olmayan reaksiyonları engellemek 

için non-immün serumla 20 dakika bloke edildi. Anti-PCNA primer antikoru uygulanarak 

gece boyunca 4°C’de bekletildikten sonra sırayla streptavidin ve biyotin sekonder 

antikorlarıyla 20 dakika inkübe edildiler. Aminoetilkarbozol kromojen uygulandıktan 

sonra zıt boyama olarak hematoksilen uygulandı. Tüm iĢlem aralarında PBS yıkamaları 

tekrarlandı. 

Proliferasyon indeksi, spesifik renk reaksiyonu veren ve hücre siklusunun farklı 

evrelerinde olduğu belirlenen hücrelerin toplam hücre sayısına oranı alınarak 

hesaplanmıĢtır (70).  

 

5.2.12. Apopitotik Ġndeks 

 

Ġkinci bir lamel üzerine yayılmıĢ ve fikse edilmiĢ kümülüs hücreleri apopitotik 

indeks için DAPI (200 ng/ml) floresan boyası ile boyanmıĢtır. Bunun için 45 dakika 

karanlık ortamda, oda ısısında DAPI boyası ile inkübe edilmiĢtir. PBS yıkamalarını takiben 

preparat kapatılmıĢ ve nukleusta morfolojik apopitoz kriteleri (kondensasyon, yarım ay 

görünümü, fragmantasyon) floresan mikroskopta değerlendirilmiĢtir. Apopitotik indeks, 

apopitotik hücrelerin tüm hücrelere oranıyla elde edilmiĢtir (70).  

 

5.3. ĠSTATĠSTĠKSEL DEĞERLENDĠRMELER 

 

 ÇalıĢmada elde edilen bulgular değerlendirilirken istatistiksel analizler için SPSS 

(Statistical Package for Social Science) for Windows 10.0 programı kullanıldı. ÇalıĢma 

verileri değerlendirilirken tamamlayıcı istatistiksel metodların (Ortalama, Standart Sapma) 

yanı sıra niceliksel verilerin karĢılaĢtırılmasında T testi, Mann Whitney-U ve Cqi-square 

testleri kullanıldı.  

 Sonuçlar %95’lik güven aralığında, anlamlılık p < 0,05 düzeyinde değerlendirildi. 
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6. BULGULAR 

 

ÇalıĢmamızda kümülüs hücre proliferasyon ve apopitoz oranlarının hasta yaĢına 

bağlı olarak değiĢimi ve embriyo kalitesi üzerine etkisi incelendi.  

ÇalıĢma grupları fertilite ile iliĢkisi bilinen yaĢ faktörü dikkate alınarak oluĢturuldu. 

Birinci grup 37 yaĢ ve altındaki, ikinci grup ise 38 yaĢ ve üzerindeki kadın hastalardan 

oluĢturuldu. Hastalara ait kümülüs hücrelerinde PCNA immünositokimyasal boyamasıyla 

saptanan proliferasyon indeksi sırasıyla 37 yaĢ ve altındaki grupta %59.60±22.40     

(Resim 1), 38 yaĢ ve üstündeki grupta ise %39.03±33.80 olarak bulundu (Resim 2). 

Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı (P= 0.024), (ġekil 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1: Hasta yaĢı ≤ 37 ve  ≥ 38 olarak ayrılan gruplarda kümülüs hücre proliferasyon 

oranları. 
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Resim 1a,b: Hasta yaĢı ≤ 37 olan gruba ait PCNA ekspresyon oranı yüksek kümülüs 

hücreleri izlenmekte. HE-X600. 

 

 

 

Resim 2a,b: Hasta yaĢı ≥ 38 olan gruba ait proliferasyon oranı düĢük kümülüs hücreleri. 

HE-X600. 

 

Kümülüs hücrelerinin apopitoz oranları DAPI ile boyanan hücre yaymalarında 

nukleus kondensasyonu, yarım ay görüntüsü ve fragmantasyon oranlarının saptanması ile 

belirlendi (Resim 3-5). Apopitoz indeksi 37 yaĢ ve altı grupta %4.45±2.63, 38 yaĢ ve üstü 

grupta ise %4.03±2.44 olarak bulundu (ġekil 2) ve gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark gözlemlenmedi  (P=0.570).   

 

 



 25 

 

 

Resim 3a,b: Kümülüs hücrelerinde normal nukleus kromatin materyalleri (*) izlenmekte 

(a). Kondanse olmuĢ kromatin materyali, çapı küçülmüĢ (→),  (b). X600. 

 

                    

 

Resim 4a,b: Kondanse olmuĢ (→) ve normal özellikte (*) kromatin materyali içeren 

kümülüs hücreleri izlenmekte (a). Apopitozun tipik morfolojik bulgularından biri olan 

nükleer fragmantasyon izlenmekte (b). X600. 

 

 

 

Resim 5a,b: Nükleer fragmentasyon (→) gösteren apopitotik hücre izlenmekte (a). 

Apopitozun diğer bir morfolojik bulgusu olan kromatin materyalin yarım ay (crescent) (→) 

görünüm kazandığı bir nukleus izlenmekte (b). X600. 
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ġekil 2: Hasta yaĢı ≤ 37 ve  ≥ 38 olarak ayrılan gruplarda kümülüs hücre apopitoz oranları. 

 

 

Hastalar, toplam oosit sayıları, oosit matürasyon düzeyleri, fertilizasyon oranları ve 

gebelik eldesi açısından değerlendirildi. Hasta yaĢı ≤ 37 ve  ≥ 38 olarak ayrılan gruplarda 

sırasıyla toplam oosit sayıları 20.00±7.82 ve 10.57±9.68 olarak saptandı, aradaki fark 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (P=0.001). Gruplara ait oosit matürasyon oranları 

84.17±11.81 ve 84.08±15.74, fertilizasyon oranları ise 63.36±18.36 ve 69.17±25.07 olarak 

bulundu. Gruplara ait değerler karĢılaĢtırıldığında oosit matürasyon oranları ve 

fertilizasyon oranları arasında anlamlı bir fark gözlenmedi (Tablo 1). Gebelik oranları ise 

37 yaĢ ve altı grupta %54.5 ve 38 yaĢ ve üstü grupta %22.2 olarak bulundu. Gruplar arası 

fark istatistiksel olarak anlamlı saptandı (P=0.038), (Tablo 1). 
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 Hasta yaĢı  

Değerlendirme Parametreleri   ≤ 37 yaĢ   ≥ 38 yaĢ P  

Oosit sayısı 20.00±7.82 10.57±9.68 0.001 

Matürasyon oranı (MII/toplam oosit) 84.17±11.81 84.08±15.74 0.983 

Fertilizasyon oranı (2PN/MII) 63.36±18.36 69.17±25.07 0.376 

Gebelik oranı % 54.5 % 22.2 0.038 

 

Tablo 1: Hasta gruplarına göre parametrelerin değerlendirilmesi. 

 

 GeliĢen embriyo kalitesi hasta gruplarına göre değerlendirildi. Bunun için geliĢen 

embriyolar iyi, orta ve kötü kalite olarak üç gruba ayrıldı ve hasta yaĢına göre ≤ 37 ve ≥ 38 

olarak ayrılan iki grupta değerlendirildi. Hasta grupları arasında karĢılaĢtırılan iyi kalite 

embriyo oranları 4.625±3.00 ve 3.285±4.12 bulundu. Orta kalite embriyo oranları 

3.125±2.15 ve 1.809±1.86 olarak, kötü kalite embriyo oranları ise 3.166±2.87 ve 

0.857±1.19 olarak bulundu, değerler arasındaki istatistiksel fark sırasıyla P=0.216, 

P=0.035, P=0.001 olarak bulundu (Tablo 2). 

 

 Hasta yaĢı  

Embriyo Kalite Oranı ≤ 37 yaĢ ≥ 38 yaĢ P  

Ġyi kalite embriyo ortalaması 4.625±3.00 3.285±4.12 0.216 

Orta kalite embriyo ortalaması 3.125±2.15 1.809±1.86 0.035 

Kötü kalite embriyo ortalaması 3.166±2.87 0.857±1.19 0.001 

 

 

Tablo 2: Hasta gruplarına göre embriyo kalite oranlarının değerlendirilmesi. 
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7. TARTIġMA 

 

Oosit kalitesi baĢarılı fertilizasyon ve implantasyon için gerekli ve son derece 

önemli bir faktördür. Foliküler geliĢim sürecinde oosit matürasyonu kümülüs hücrelerinin 

desteği altındadır. Kümülüs hücreleri ve oosit arasındaki karĢılıklı etkileĢim parakrin tipte 

olup neksus tipi bağlantılar ile sağlanır (22). Oosit kalitesinin saptanmasına iliĢkin çeĢitli 

değerlendirmeler yapılmakla birlikte henüz otoriterlerce ortak kabul gören hassas bir 

yöntem tanımlanmamıĢtır. Bu amaçla en uygun yöntemin kümülüs-oosit kompleksinin 

morfolojik değerlendirmesi olacağı düĢünülmüĢtür (59). Ancak sadece morfolojinin 

değerlendirildiği çalıĢmaların yeterli olmadığı sonucuna varılarak, kümülüs hücre 

proliferasyon ve apopitoz oranlarının yardımcı üreme tekniklerinde oosit kalitesi, 

fertilizasyon ve gebelik oranlarının belirlenmesi için potansiyel belirteçler olarak 

incelenmesi önem kazanmıĢtır. IVF uygulanan hastalarda, oosit kalitesini belirlemek için 

yapılan çalıĢmalarda kümülüs-oosit kompleksinin sadece morfolojisinin 

değerlendirilmesinin fertilizasyon ve gebelik oranlarını saptamaya yönelik katkı 

sağlamadığı bildirilmiĢ ve kümülüs hücrelerinin apopitoz ve proliferasyon düzeylerinin 

oosit kalitesinin saptanmasına yönelik bir belirteç olarak önemli olabileceği ileri 

sürülmüĢtür (60).   

Günümüzdeki çalıĢmalar, PCNA’nın ovaryumda meydana gelen proliferasyon 

sürecinde çok önemli bir belirteç olarak görev aldığına dikkat çekmektedir (32). Erken 

dönem folikülogenezi incelemek için fare, sıçan, sığır, babun ve bufalo embriyolarında 

immünohistokimyasal olarak PCNA ekspresyon düzeyleri değerlendirilmiĢtir. Bu canlı 

gruplarına ait ovaryumlarda primordiyal folikül geliĢiminin incelendiği ayrıca hücreler 

arası etkileĢimin ve azalan folikülogenez mekanizmasının araĢtırıldığı pek çok çalıĢmada 

PCNA bir proliferasyon iĢaretleyicisi olarak kullanılmıĢtır (44, 71-73). Diğer canlı 

gruplarında yapılan çalıĢmalarda olduğu gibi Tomanek ve arkadaĢlarının yaptığı bir 

çalıĢmada domuz preantral foliküllerinde de çok sayıda granüloza hücresinde pozitif 

iĢaretli PCNA gözlenmiĢtir. Granüloza hücrelerindeki proliferasyonun büyük bir kısmının 

antrum oluĢumundan önce preantral foliküllerde meydana geldiği bildirilmiĢtir. GeliĢim 

aĢamalarında ki antral foliküllerde PCNA immünoreaktivitesi incelendiğinde granüloza ve 

teka hücrelerindeki proliferasyon hızının yüksek olduğu gözlenmiĢtir (32). Sirotkin ve 

arkadaĢları, in-vitro kültür ortamında domuzlardan elde edilen kümülüs-oosit 
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komplekslerini incelemiĢlerdir. Kümülüs hücrelerinde immünohistokimyasal olarak PCNA 

pozitif iĢaretlenmiĢ hücre oranını %51 olarak bulmuĢlardır. Matürasyon sürecinde kültüre 

edilen kümülüs hücrelerinde proliferasyon oranlarının azaldığını bildirmiĢlerdir (4). 

ÇalıĢmamızda mikroenjeksiyon uygulanan hastalarda kümülüs hücre proliferasyon oranları 

incelendiğinde yaĢ ile negatif korelasyon gösterdiği saptanmıĢtır. Ġlerleyen hasta yaĢıyla 

birlikte oosit matürasyonunu destekleyen kümülüs hücrelerinde proliferasyon oranlarının 

azalması oosit kalitesinin de düĢeceğini düĢündürmektedir. 

Foliküler geliĢim boyunca, atrezi sürecine giren folikülerden %99’undan fazlası 

yok olurken yalnızca bir kaçı son ebatına ulaĢır ve ovulasyona girer. Apopitozun foliküler 

atrezi ile yakından iliĢkili olduğu çok açıktır. Birçok çalıĢmada, oosit kalitesinin ve 

geliĢiminin değerlendirilmesinde granüloza hücrelerindeki apopitoz insidansı bir parametre 

olarak kullanmıĢtır (4, 13, 59, 74-78). Domuz ve sığır ovaryumlarında foliküler atrezi 

boyunca teka interna ve granüloza hücrelerindeki apopitotik hücrelerde meydana gelen türe 

özgü farklılıkların TUNEL yöntemiyle araĢtırıldığı bir çalıĢmada ise Nakayama ve 

arkadaĢları, her iki türde de apopitozun ilk olarak granüloza hücrelerinde ortaya çıktığını 

ve türe özgü farklılık gösterdiğini bildirmiĢlerdir (75). Han ve arkadaĢlarının keçilerde 

yaptıkları bir araĢtırmada, oositin geliĢim potansiyelinin granüloza hücrelerindeki 

apopitozun yanısıra, folikül büyüklüğü, kümülüs-oosit kompleksi morfolojisi gibi pek çok 

faktörün etkisi altında olduğunu ve bu çoklu faktörlerin oosit kalitesiyle birlikte 

değerlendirilmesi gerektiğini bildirmiĢlerdir (76).  Yine Sirotkin ve arkadaĢlarının 

domuzlarda kümülüs-oosit kompleksindeki hücrelerin apopitoz hızlarını incelemek 

amacıyla yaptıkları bir çalıĢmada ise, TUNEL metodu kullanılarak immunohistokimyasal 

olarak değerlendirilmiĢtir ve apopitoz insidansı %42 olarak tespit edilmiĢtir (4). Bu 

çalıĢmada kültür sürecinin proliferasyon ile apopitoz geliĢiminde azalmaya neden olduğu 

ve kültüre eklenen büyüme faktörlerinin proliferasyonu stimüle ederken apopitozu ise 

inhibe ettiği gözlenmiĢtir. Amopour ve arkadaĢları, ICSI sonrası fertilize olan ve fertilize 

olmayan oositlerdeki kümülüs hücrelerinin apopitoz oranlarını incelemiĢler ve fertilize 

olanlarda %15.83, olmayanlarda ise %13.34 olduğunu görmüĢler ve bu oranın istatistiksel 

olarak anlamlı olduğunu tespit etmiĢlerdir (77). ÇalıĢmamızda ise gruplar arasında 

fertilizasyon oranları arasında anlamlı fark bulunmamıĢtır. Lee ve arkadaĢları ise IVF 

uygulanan hastalarda, kümülüs hücrelerinde apopitoz insidansını incelemiĢlerdir. 40 yaĢ 

üzerindeki hasta gruplarından alınan kümülüs hücrelerinde, apopitoz insidasında önemli bir 
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artıĢ (%1.59) ve fertilizasyon hızında düĢüĢ saptamıĢ, diğer yaĢ gruplarıyla 

karĢılaĢtırıldığında oosit sayısında azalma olduğunu bildirmiĢlerdir (60). ÇalıĢmamızda da 

yaĢa bağlı olarak ikiye ayrılan hasta grubunda DAPI metodu kulanılarak boyanan 

hücrelerin nukleuslarında morfolojik olarak belirlenen apopitoz oranları, 37 yaĢ ve altı 

grupta %4.45 olarak tespit edilirken, 38 yaĢ ve üstü grupta ise bu değer %4.03 olarak 

bulundu. Apopitoz oranları arasında yaĢa bağlı bir artıĢ saptamamamıza karĢın bireysel 

farklılıkların bu sonuçları etkilediğini düĢünmekteyiz.  

ÇalıĢmamızda ayrıca hasta yaĢına göre ayrılan gruplarda ortalama oosit sayıları 

arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır. Bu farkın hasta yaĢının artmasıyla beraber 

over rezervinin azalmasına bağlı olduğu düĢünülmektedir. Granüloza hücrelerindeki 

apopitoz, mikroenjeksiyon iĢlemine gidemeyen kadınlardaki ovaryum rezervinin 

anlaĢılmasında da bir fonksiyon olarak destek sağlamaktadır (60). ÇalıĢmamızda ayrıca 

elde edilen embriyoların kalitesi değerlendirildiğinde 37 yaĢ ve altındaki grupta kötü kalite 

embriyo sayısının arttığı saptanmıĢtır. Bu beklenmeyen sonuç bu grupta elde edilen 

embriyo sayılarının yüksek olması ve bireysel farklılıklar ile iliĢkilendirilebilir.  

Corn ve arkadaĢları ICSI uygulanan hastalarda apopitotik kümülüs hücre oranları 

ve blastosist oluĢum hızını araĢtırdıkları çalıĢmalarında 35 yaĢ altı hasta gruplarında 

apopitotik kümülüs hücrelerinde (10.8±6.7) önemli bir azalma, 36 yaĢ ve üstü hasta 

grubunda ise (16.4±7.3) ciddi bir artıĢ olduğunu bildirmiĢlerdir. Elde ettikleri bulgular 

doğrultusunda apopitoz oranlarının implantasyon ve gebelik sonuçlarıyla iliĢkili olmadığını 

bildirmiĢlerdir (79). ÇalıĢmamızda ise ≤ 37 ve ≥ 38 olarak ikiye ayrılan hasta gruplarında, 

gebelik oranları arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edilmiĢtir. Bu 

farkın artan hasta yaĢıyla birlikte meydana gelen endometriyal değiĢikliklerle de iliĢkisi 

göz ardı edilemez. Kadınlarda artan yaĢla birlikte, yapılan mikroenjeksiyon iĢlemi ve 

embriyo transferinden sonra gebelik oranlarının düĢtüğü herkesçe bilinen bir gerçektir. Bu 

sonuçlar yardımla üreme tekniklerine ihtiyaç duyan hastalarda gebelik için yaĢın çok 

önemli bir faktör olduğu sonucunu desteklemektedir.  
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8. SONUÇ  

 

ÇalıĢmamızda, infertilite nedeniyle merkezimize baĢvuran hastalar yaĢ aralıklarına 

göre ≤ 37 ve ≥ 38 olarak iki gruba ayrılmıĢ ve kümülüs hücrelerinin proliferasyon ve 

apopitoz oranları belirlenerek, mikroenjeksiyon sonrası fertilizasyon, embriyo geliĢimi ve 

gebelik sonuçlarıyla iliĢkisi incelenmiĢtir. ICSI uygulanan hastalarda kümülüs hücre 

proliferasyon oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülürken, aynı hasta 

grubunda kümülüs hücre apopitoz oranları arasında anlamlı bir fark tespit edilmedi. Yine 

bu hastalardan elde edilen ortalama oosit sayıları ile gebelik oranları arasında fark 

gözlemlenirken, matürasyon ve fertilizasyon oranları arasında fark gözlenmedi. Bununla 

beraber geliĢen embriyo kalitelerine göre üç gruba ayırdığımız hasta gruplarında iyi kalite 

embriyo oranları arasında bir fark gözlenmemesine rağmen, orta ve kötü kalite embriyo 

oranları arasında bir fark görüldü. 

Elde ettiğimiz bulgular doğrultusunda, kümülüs hücrelerinin proliferasyon 

indeksinin intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonuçlarının belirlenmesinde potansiyel bir 

belirteç olarak önemli olabileceği ancak apopitoz indeksinin yapılacak yeni çalıĢmalarda 

değerlendirilmesi gerektiği sonucuna varılmıĢtır.  
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