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1. OZET

Giiniimiizde yardimla iireme tekniklerini kullanan (IVF: In vitro fertilizasyon,
ICSI: Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) hastalarin gebelik orani pek ¢ok faktdriin etkisi
altindadir. Bu faktorlerden bazilar1 semen kalitesi, ovaryan stimiilasyon tipi, 6stradiol (Ez)
seviyeleri ve hasta yasidir. Bunlar oosit sayisini, kalitesini, matiirasyon oranini ve embriyo
gelisimini etkilemektedir. Oosit matiirasyonun ilerlemesini ya da gecikmesini saglayan
kiimiiliis hiicreleri, lokal tirlinler araciligiyla oositi etkileyerek proliferasyon ve apopitozda
giiclii birer diizenleyici olarak rol oynamaktadirlar.

Bu calismada, kiimiiliis hiicrelerinin proliferasyon ve apopitoz oranlari1 belirlenip
< 37 yas ve alt1 ile > 38 yas ve istli olmak iizere iki gruba ayrilan hastalarda,
mikroenjeksiyon sonuglariyla iligkisi degerlendirildi.

Bu amagla, mikroenjeksiyon uygulamasina tabi tutulan hastalardan toplanan
kiimiiliis-oosit komplekslerinden alinan kiimiiliis hiicrelerine, prolifere hiicre niikleer
antijeni (PCNA) monoklonal antikoru uygulanarak proliferasyon indeksi tespit edildi.
4, 6 diaminido 2 phenilindol (DAPI) floresan boyasi uyguladiktan sonra mikroskop altinda
morfolojik kriterlere gore apopitoz orani belirlendi.

Elde edilen bulgulara gore, kiimiiliis hiicrelerinin proliferasyon oranlarinin < 37
yas ve altindaki grupta anlamli derecede yiiksek oldugu goriildi. Kiimiiliis hiicre apopitoz
oranlar1 degerlendirildiginde ise her iki grup arasindaki fark anlamli degildi. Proliferasyon
ve apopitoz oranlari tespit edilen gruplarda ayrica oosit matiirasyonu, fertilizasyon ve
gebelik diizeyleri degerlendirildi. Toplanan oosit sayist ve matiirasyon oranlarinin yani sira
gebelik diizeylerinin kiimiiliis hiicrelerinde yliksek proliferasyon indeksine sahip hastalarda
anlamli derecede artmis oldugu saptandi.

Caligmamizda, mikroenjeksiyon uygulanan hastalarda kiimiiliis hiicre proliferasyon
oranlarinin saglikli gebelik eldesi konusunda Onemli bir parametre olan kaliteli oosit

seciminde kullanilabilecek potansiyel bir belirte¢ oldugu sonucuna varilmastir.

Anahtar Kelimeler: Proliferasyon, apopitoz, kiimiilis, fertilizasyon, ICSI.



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.



3. GIRIS VE AMAC

Giliniimlizde yardimla {ireme tekniklerinde, disiden alinan oositlerin in vitro
ortamda spermatozoalarla biraraya getirilmesi rutin olarak uygulanan bir yontemdir.
Mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon kontrolii ve embriyo gelisiminin takip edilmesi,
implantasyon potansiyeli yiiksek embriyolarin secilmesi ve transferi varsa artan
embriyolarin dondurulmasi basariyla uygulanmaktadir.

Embriyo gelisiminin belirlenmesinde oosit kalitesinin 6nemi genis dl¢iide kabul
edilmistir. Yardimla tireme teknikleri sirasinda, serum ostradiol seviyelerinin 6l¢iimii rutin
olarak yapilmaktadir, bu da bize graniiloza hiicrelerinin saglikli, faal ve isler durumda olup
olmadiklarina dair ipucu olusturmaktadir (1, 2).

Ovulasyon oncesi folikiiller, graniiloza hiicreleri ve kiimiiliis hiicreleri igerirler.
Kiimiiliis hiicreleri, follikiiler gelisim ve ovulasyon sirasinda oositle yakin iliski iginde
olup, oosit gelisimi ve fertilizasyon igin mediator olarak rol oynamaktadirlar. Ovulasyon
oncesi donemde kiimiiliis hiicrelerinin radial bir formda gelisimi, liiteinizan hormon (LH)
pikinin ya da eksojen insan koryonik gonadotropin (HCG)’nin etkisinde olmaktadir. Bu tip
bir kiimiiliis gelisimi fertilizasyon igin en iyi asamay1 gostermektedir.

Gelisim sirasinda kiimiliis hiicrelerinin salgiladigi hyaluronik asitge zengin
matriks, oosit ve kiimiiliisii beraber tutmakta ayrica folikiiliin ¢atlamasini ve oviduktal
fimbriyalar tarafindan yakalanmasmi kolaylastirarak sperm penetrasyonuna ve
fertilizasyona da izin vermektedir. Kiimiiliis gelisimi, in vivo normal oosit gelisimi igin
gereklidir (3).

Kiimiiliis hiicreleri oosit matiirasyonunda, matiirasyonunun ilerlemesini ya da
gecikmesini saglayarak regiilator olarak 6nemli bir rol oynamaktadir. Kiimiiliis ve diger
folikiil hiicreleri, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ya da insiilin benzeri biiyiime faktorii
(IGF-I, IGF-II) gibi lokal iirinler araciligiyla oositi etkilemektedir. Bu faktorler, ovaryan
hiicrelerin  proliferasyon ve apopitozunda giicli birer diizenleyici olup, 00sit
matiirasyonunu da stimiile ederler (4-8).

Ovaryan siklustaki folikiil gelisimi, proliferasyon, diferansiyasyon ve folikiil
hiicrelerinin 6liimiinii (apopitoz) i¢ine alan kompleks bir siiregtir (5).

Oosit gelisiminin diizenlenmesi ve kontrolii, hem parakrin hem de endokrin

faktorleri kapsamaktadir. Bu gelisiminin diizenlenmesinde, hormonlarin yani sira



(LH, FSH), biliyime faktorleri, sitokinler, inhibin-aktivin gibi faktorler de 6nemli rol
oynamaktadir (9).

Biiytime faktorleri (IGF-1 ve EGF), kiimiiliis hiicreleri yoluyla oositi harekete
gecirerek graniiloza hiicrelerinin gelisimlerinin diizenlenmesinde otokrin, parakrin ve
endokrin mekanizmalar ile etki gosterirler. Bu mekanizmalarin harekete gegmesi ise
¢ogunlukla hiicre boliinmesiyle neticelenir (9, 10).

Calismamizda ICSI  uygulanacak  hastalardan  toplanan  kiimiiliis-00sit
komplekslerinden alinan kiimiiliis hiicrelerinde apopitoz ve proliferasyon indekslerinin
saptanarak, o0osit sayist ve matiirasyonu, fertilizasyon, embriyo Kkalitesi ve gebelik

oranlariyla iligkisinin incelenmesi amaglanmistir.



4. GENEL BiLGILER

4.1. OOGENEZIS

Disi germ hiicrelerinin gelisip olgunlasmas: siirecine oogenezis denir. iki evrede

gergeklesir:

1. Dogum o6ncesi (prenatal) evre

2. Dogum sonrasi (postnatal) evre

4.1.1. Prenatal Evre

Primordiyal germ hiicreleri ilk olarak dordiincii haftada epiblastdan koken alir ve
vitelliis kesesi duvarinda gozlenir. Gonad taslaklarima go¢ ederler ve bu sirada mitoz
boliinmeyle sayilar artar (11). Disi gonad taslaklarina gelen primordiyal germ hiicreleri
oogonyumlara farklilagir. Oogonyumlar mitozla boliinerek sayilarini arttirirlar ve bir kismi
biiyliyerek primer oosite doniisiir ve deoksiriboniikleik asit'leri (DNA) replike olur, birinci
olgunlagma boliinmesinin profaz evresine girerler. Tek katli yassi epitel ile sarilmisg bu
yapi, etrafindaki ovaryuma ait stroma hiicreleri ile birlikte primordiyal folikiil olarak
adlandirilir (11-14).

Ugiincii aydan itibaren bir iki ay icerisinde oogonyumlarin sayis1 hizla artar ve
besinci ayda yedi milyona ulasir. Bu donemden sonra hiicre dejenerasyonu ile oogonyum
ve primer oositlerin sayisi son derece azalir (15). Yedinci ayda oogonyumlarin ¢ogu
dejenere olur. Kalan primer oositlerin tiimii birinci mayoz boliinmeye girer. Her biri tek
sira yassi folikiil hiicre tabakasiyla sarilir (16). Primordiyal folikiillerdeki primer oositler

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

4.1.2. Postnatal Evre

Dogumda primer oositlerin sayist 700.000 ile 2 milyon kadardir. Puberteye yakin
bu say1 400.000’e diiser ancak bunlarin 400-450 kadari1 kadinin hayat1 boyunca iireme



dongiisiinde ovulasyonla atilabilir. Digerleri g¢esitli gelisim evrelerinde atretik folikiiler
haline gelir (11, 18).

Biiytime evresi puberte ile bagslar. Puberteyi baslatan olaylar sonucunda
hipotalamustan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) salgilanir. GnRH, hipofiz bezinin
on lobundan folikiil stimilan hormon (FSH) ve LH hormonlarinin salgilanmasini saglar
(11). Bu iki hormon overlerdeki siklik degisikliklerin uyarilmasi ve ovaryan siklusun
kontroliinden sorumludur.

FSH, ovaryan folikiillerin gelisimini ve folikiil hiicrelerinden Ostrojen salinimini

uyarir.

LH, sekonder oositte birinci mayoz béliinmenin tamamlanmasini, ovulasyonun

tetiklenmesini ve olusan korpus luteumdan progesteron salgilanmasini saglar (19).

Pubertenin baslamasiyla her ovaryal siklusta FSH’in etkisiyle bes ile onbes
primordiyal folikiil olgunlagsmaya baglar. Primordiyal folikiillerdeki oositler biiyiirler ve
cevrelerindeki tek katli yassi folikiil epiteli, tek katli kiibik hale gelir ve mitoz ile gogalarak
cok katli folikiil epitelini (graniiloza hiicresi) olusturur. Bu yap1 artik primer folikiil olarak
adlandirilmaktadir. Boylece bu déonemde FSH ve LH’in etkisiyle primordial folikiillerden
sirasiyla sekonder ve tersiyer folikiiller gelisir. Gelisme ilerledikge folikiil hiicreleri
cogalarak graniiloza hiicreleri adin alir (17).

Graniiloza hiicreleri ve onlar1 ¢evreleyen stroma hiicreleri (bag dokusu) arasinda
bazal membran bulunur. Bu membrani ¢evreleyen bag dokusu hiicreleri teka folikiili
olarak adlandirilir. Teka folikiilii, igte teka interna, dista teka eksterna olarak iki katmana
ayrilir (11). Teka interna, bol miktarda kan damari igerir ve buradaki bag doku hiicreleri
daha sonra steroid sentezleyen hiicrelere doniisiirler. Teka eksterna tabakasi, siki bag
dokusu yapis1 gosterir ve fibroblast benzeri yapilarini korurlar (16).

Sekonder ve tersiyer folikiiller gelisirken, graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasiyla oosit
etrafinda ¢ok tabakali yapi olusur. Graniiloza hiicreleri ile oosit, glikoprotein yapisindaKki
zona pellusiday1 olusturmak i¢in oosit etrafina mukopolisakkaritler salgilar. Graniiloza
hiicreleri ve oosit, neksus tipi baglantilarla birbirlerine baglidir, bu durum disiik molekiil
agirlikli maddelerin oosit igerisine gecisine imkan saglar. Ayni zamanda, 00Sit
cevresindeki folikiil hiicrelerinin eldiven parmagi bi¢imindeki kiigiikk sitoplazmik
uzantilari, zona pellusiday1 geg¢ip oosit zarmin mikrovilluslariyla i¢ ice gecer. Bu yapisal

diizenleme, diisiik molekiiler agirlikli maddelerin gegisine ve parakrin sinyallerin iletimine



izin verir, bu yapt maddelerin folikiil hiicrelerinden oosite taginmasinda Onem
tasimaktadir (16, 20).

Gelisme ilerledik¢e ¢ogalan graniiloza hiicreleri arasinda i¢i sivi dolu bosluklar
olugsmaya baslar. Bu siviya folikiil sivis1 ad1 verilir ve hyaliironik asitten zengindir. Ayrica
yapisinda steroid ve gonadotropik hormonlari barindirir. Stvi miktart arttik¢a ici sivi dolu
bosluklar birlesir ve at nali seklinde antrum ad verilen tek bir bosluk olusur ve bu folikiile
antral folikiil adi verilir. Cogalan graniiloza hiicreleri oositi folikiilin bir kosesine
iterler (17).

Gelisme ilerledikg¢e graniiloza hiicreleri oosite yakin bolgede ¢ok tabakali, folikiiliin
diger bolgelerinde tek ya da az tabakali olarak gozlenir. Bu folikiile tersiyer folikiil (graff
follikiil) ad1 verilir. Bu folikiil iki tip hiicre igerir. Oositin etrafini saran kiimiiliis hiicreleri
ve antrumu ¢evreleyip folikiil periferinde yer alan mural graniiloza hiicreleri (21-25).

Tersiyer folikiilde oosit kendini folikiile baglayan hiicrelerle birlikte folikiiliin
igerisine dogru bir tepecik olusturur. Bu yapiya kiimiiliis ooforus adi verilir. Bunun yani
sira graniiloza hiicrelerinden olusan 1sinsal diizenlenmis tek tabakali hiicre grubu oositi
cevreler. Bu tabakaya da korona radiata adi verilir.

Oositi folikiile baglayan graniiloza hiicreleri arasinda folikiil sivisi birikmeye
baglar, hiicreler aras1 baglant1 zayiflar ve oosit folikiille baglantisin1 kopararak folikiil
icerisinde yiizmeye baslar. Yine bu asamada tersiyer folikiil ovaryum yiizeyinde ¢ikinti
yapar. Folikiil duvari incelir ve damarsiz bir yap1 kazanir. Teka interna hiicreleri
Ostrojenleri sentezlemektedir.

Folikiil olgun hale gelince, birinci olgunlasma béliinmesi, ovulasyondan az 6nce ya
da ovulasyon sirasinda tamamlanir. Birinci mayoz bdliinmenin tamamlanmasiyla
biyiikliikleri farkli iki yavru hiicre olusur. Bunlardan biri sitoplazmanin biiyiik bolimiinii
alan oosit digeri ise ¢ok daha az sitoplazma igeren birinci kutup cisimcigidir. Kutup cismi
perivitellin aralikta yer alir (17).

Birinci mayozun tamamlanmasindan hemen sonra, oosit dinlenme evresine
gegmeden Once, hiicre DNA c¢iftlesmesi olmadan II. mayoz bdliinmeye girer. Oositte
boliinme mekigi olusup, kromozomlar metafaz plagina dizildiginde ovulasyon gergeklesir
ve oosit digsartya atilir. Oosit ancak bir spermatozoa tarafindan dollenirse II. mayoz

boliinme tamamlanir yoksa dejenere olur (26). Ovulasyonla atilan oosit bir miktar



graniiloza hiicresi ile sarili olarak ovaryumu terk eder ve tuba uterinanin acik ucundan igeri
alinir (17, 27).

Ikinci olgunlasma béliinmesi, ovulasyondan sonra tuba uterinada spermatozoonun
oosite girisi yani fertilizasyon gergeklesirse tamamlanir. ikinci olgunlasma béliinmesi
sonunda oosit ile ikinci kutup cisimcigi de olusur. Kutup cisimlerinin sitoplazmalar azdir,
tam gelismediklerinden olgun oositlere doniisemezler ve dejenere olurlar (26).

Oositin biiytimesi ve gelisimi boyunca folikiillerin %1’inden daha azi normal
gelisimine devam eder, geriye kalan folikiiller ovule olmadan folikiiler gelisimin gesitli
asamalarinda atreziye giderler (25, 28). Atrezi, folikiiler gelisimin her asamasinda
meydana gelebilir ve farkli folikiiler kompartmanlarda baslayabilir (29). Antral folikiillerde
dort farkli hiicresel kompartmanda apopitoz baslayabilir. Bunlar teka hiicreleri, graniiloza
hiicreleri, kiimiiliis hiicreleri ve oositin kendisidir (25). Antral folikiillerde, graniiloza
hiicrelerinin dejenerasyonu ile atrezi meydana gelir. Folikiiler atrezinin sadece son
asamasinda oosit, bu durumdan etkilenir. Buna karsin preantral folikiillerde hiicre 6liimii,
siklikla oositte gozlenir (29). Antral folikiiler atrezinin ilk sinyalleri, aromotaz
aktivitelerini kaybedip apopitoza giden mural graniiloza hiicrelerinin dejenerasyonudur.
Sonrasinda ise teka hiicrelerinin hipertrofiye girmesi ve androstenedion iiretimlerini
azaltmasi gelir. Kiimiiliis hiicreleri ve 00sit, yalnizca folikiiler atrezinin en iist asamasinda
etkilenir. Antral folikiiler atrezi boyunca kiimiiliis hiicreleri, ayni1 folikiil i¢erinde saglikli
bir sekilde varligin siirdiirlirken mural graniiloza hiicrelerinin apopitoza gitmeleri oldukca
yaygindir (25).

Atretik folikiillerden farkli olarak ovulasyona yonlendirilmis folikiilerde, apopitotik
stirecin aktif olmadigi gézlemlenir. Fakat ovulasyon ve fertilizasyondan sonra hiicre 6limii

stirecleri preimplantasyon boyunca aktive olur (30).

4.2. OOSIT - FOLIKULER HUCRE ETKIiLESIMi

Ovaryan folikiillerin biiyiime ve gelismesi, graniiloza hiicrelerinin proliferasyon ve
diferansiasyonuyla karakterizedir. Folikiil gelisiminin erken agamalarinda graniiloza
hiicrelerinin yavas proliferasyonu belirgindir. Biiyiiyen folikiillerdeki graniiloza hiicreleri
gonadotropin stimiilasyonu ve artan miktarlarda Ostradiol salinmasina yanit verirler.

Baslangi¢c fazinda gonadotropin ve Ostradiol etkisine maruz kalmayla beraber, graniiloza



hiicrelerinin proliferasyonunda artis gortlir (31). Son fazda ise, folikiiler gelismeye
Ostradioliin maksimal {iretimi ile karakterize, azalmis hiicre proliferasyonu eslik eder ve
bununla birlikte folikiillerin biiyiik bir ¢ogunlugu, baskilanmis DNA sentezi ve graniiloza
hiicre proliferasyonuyla karakterize olan atrezi siirecine girerler (32).

Folikiiller, kiimiiliis hiicreleri ve teka hiicreleri ile bir gamet hiicresini ya da bir
baska deyisle oositi kapsamaktadir. Eger folikiil gelismeye devam eder ve atreziye
gitmezse oosit komponentleri yeni bir diizenlenmeye gider ve fertilizasyona hazir hale
gelir.

Oosit gelisiminin ¢esitli asamalarinda oosit morfolojisinde, fizyolojisinde ve onu
cevreleyen kiimiiliis hiicrelerinde ¢esitli degisiklikler olmaktadir. Graniiloza hiicrelerinin
ve Ozellikle kiimiiliis hiicrelerinin fonksiyonu, oosit matiirasyonuyla oldukca yakindan
ilgilidir (21, 33).

Graniiloza hiicreleri i¢in iki ana fonksiyon tanimlanmaktadir. Birinci fonksiyon,
ovulasyon baslangicinda ve sonrasinda oositin bitiinliigiiniin korunmasina yardim
edilmesi ve beslenmesidir. Ikinci fonksiyon ise ovulasyon sonrasinda folikiil gelisirken
ozellikle teka lutein hiicrelerinin dstrojen etkisi altinda baglica progesteron olmak iizere
steroid hormon iiretmesidir (34).

LH piki, siklusun ortasinda ovaryan folikiillerde ovulasyon igin bir seri Kkritik
degisiklik baglatir (6, 35). Normal ovulasyon, steroidogenez, kiimiiliis hiicre biiylimesi ve
oosit matiirasyonu gibi birgok kritik degisiklikte rol oynar (36). LH stimiilasyonu,
ovulasyon indiiksiyonuyla mayozun tekrar baglamasina neden olur, mMRNA ve proteinlerin
ekspresyonuna eslik eder, oositi ¢evreleyen kiimiiliis hiicrelerindeki salgilayict 6zellikler
degisir (37). Sasirtict bir olay da, folikiillerdeki LH etkisidir. LH reseptorlerinin
ekspresyonu mural graniiloza hiicreleriyle simirlandirilmigtir. LH’in tiim bu G6nemli
etkilerine ragmen kiimiiliis hiicreleri ve oositler ya birkag¢ tane LH reseptorii igerir ya da hig
icermezler ve direkt LH stimulasyonuna duyarsizdirlar (35, 38, 39).

Memeli ovaryum folikiillerinde, ovulasyonun gergeklesmesi i¢in gonadotropinlerin
preovulatuar artisin1 izleyen iki O6nemli olay gergeklesmektedir. Oositin  mayotik
maturasyona devam ederek tamamlamasi ve oOositi ¢evreleyen kiimiiliis hiicrelerinin
gelisimi. Kiimiiliis hiicrelerinin morfolojisinde carpici bir degisim meydana gelir. Bu
degisiklik hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini ve baslica aktin mikrofilamentlerinin

toplanmasini igeren genis kapsamli degisikliklerdir. Bu degisimi hyaluronik asit¢e zengin



ekstraseliilar matriks sentezinin artisi (24, 40) ve kiimilis hiicreleri ile oosit arasindaki
neksus tipi baglantilarin degisimi izler (21). Muhtemelen, bu gelisimle ovulasyon sirasinda
folikiillerden oosit-kiimiiliis kompleksinin salinmasinin kolaylastirilmasi, oviduktal
fimbriyalar tarafindan yakalanmasi, oviduktlardan gecis ve ovule olmus oositin
oviduktlarda canliliginin korunmasi saglanir. Kiimiilisiin gelismesi ayrica, sperm

aktivasyonu ve motilitesi i¢in uygun dis sartlarin olusumuna katki saglar (41).

4.3. HUCRE SIiKLUSU

Hiicre siklusu, hem i¢ hem de dis biiyiime faktorleri tarafindan diizenlenir.

Hiicre proliferasyonu, yeni fertlerin meydana gelmesi, biiyiime, yenilenme ve esey
hiicrelerinin olugmasini saglar.

Hiicre siklusu iki faza ayrilir: Mitoz ve interfaz. Interfaz evreside ii¢ alt evreye
boliinerek incelenir.

M evresi: Bu evre, hiicre nukleusunun ikiye ayrildigi karyokinez ve iki kardes
hiicrenin olustugu sitokinez asamalarini kapsar.

G1 evresi: Mitoz ile DNA replikasyonunun baglamasi arasindaki siireci olusturan
Gap 1 (Gl1) evresidir. Hiicre, G1 boyunca metabolik olarak aktiftir ve DNA’sii
kopyalamaksizin siirekli biiyiir.

S evresi (sentez) : DNA replikasyonu yer alir.

G2 evresi: DNA sentezinin tamamlandigi, hiicre biiyiimesinin devam ettigi ve

mitoza hazirlik i¢in proteinlerin sentezlendigi evredir (42, 43).

4.3.1. PCNA

Proliferatif hiicre niikleer antijeni, 36 kDa agirliginda tiirler arasinda iyi korunmus,
hiicre siklusu i¢in temel bir diizenleyicidir. DNA sentezi sirasinda DNA hasarlarinin
onarilmast ve S fazinda DNA polimeraz delta i¢in ko-faktér olarak islem gordigi
gosterilmistir.

Hiicre siklusunun G1 fazinda ekspresyonu bagslar, en yiiksek seviyeye S fazinda

ulasir ve G2/M fazinda da azalir (32, 44).
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p21 proteini, siklin bagimli protein kinaz diizenleyicisidir. p21, DNA polimeraz
deltanin bir alt birimi olan PCNA’ya baglanir. Boylece p21, DNA hasari ile uyarilan hiicre
dongiisii duraklatilmasinda ikili rol oynar, hiicre dongiisiinii sadece CDK’lar (cyclin
dependent kinase/siklin bagimli kinaz) araciligiyla degil ayn1 zamanda S evresindeki
hiicrelerin DNA replikasyonunu dogrudan baskilayarak da durdurmaktadir (44-46).

PCNA, tiim bu 6zellikleriyle prolifere hiicrelerin incelenmesi amaciyla tercih edilen

bir belirtetir (42, 44).

4.4. APOPITOZ

Apopitoz, programlanmis hiicre 6liimii, normal fizyolojik sartlar altinda meydana
gelen bir hiicre 6lim seklidir. Apopitoz boyunca artik ihtiyag duyulmayan ya da
fonksiyonlari bozulmus hiicreler organizmadan uzaklastirilirlar. Bu siire¢ normal
embriyolojik gelisim ya da ovaryumdaki folikiiler atrezide oldugu gibi olagan fizyolojik
siireclerde meydana gelebilir. Apopitozda hiicrenin kendisi aktif olarak rol oynar, hiicreler
kendi i¢ otonom mekanizmalarina gére programlanmis 6limii gergeklestirirler. Apopitoz
hiicre membran biitiinliigiiniin korundugu, kontrollii bir 6lim seklidir. Boylece komsu
hiicrelere zarar vermeksizin Oliir.

Diger bir hiicre 6lim mekanizmasi nekrozdur. Nekroz patolojik bir siiregtir ve
plazma membranini zedeleyen ya da hiicreye zarar veren, uygun olmayan fiziksel ya da
kimyasal kosullarda (hipoksi, hipotermi, toksinlere maruz kalma, viral invazyon) meydana
gelir. Hizli mitokondri sismesi ve hasari, plazma membraninin homeostazisini
kaybetmesiyle fonksiyonunun bozulmasi, hiicre sismesi ve lizisi bu siirecin en karakteristik
ozellikleridir (47).

Hiicre hasarinin bir sonucu olarak hiicre membraninin zarar gérmesi Ve enerji
depolarindaki ani azalma ekstraseliiler iyonlar ve suyun girisine izin verir. Mitokondrilerin
sismesiyle hiicre membrani biitiinliiglinii kaybeder. Plazma membranin pargalanmasiyla
lizozomal enzimleri igeren sitoplazmik yap1 hiicre disina yayilir. Boylece nekrotik hiicre
oliimii doku zararina ve siddetli inflamatuar yanita sebep olur (48-50).

Apopitoz, gesitli igsel ve dissal sinyaller tarafindan aktive edilir. Apopitoza giden

hiicreler karakteristik morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler gosterirler.
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DNA fragmantasyonu, nukleusta meydana gelen hiicreyi oOliime iten geri
déniisiimsiiz bir olaydir. DNA fragmantasyonu, Ca** ve Mg** bagimli endonukleazlarla
DNA’nin 180-200 baz ciftlik kiiciik oligoniikleozomal fragmentlere, bdliinmesiyle
gerceklesir. Nukleus, niikleer kromatinin kiimelenmesi ile niikleer zar tarafindan
simirlandirilarak birkag fragmente boliintir (43, 51).

Hiicre hacminde azalma sitoplazmanin biiziilmesiyle gergeklesir. Hiicre iskeletine
ait elemanlar hiicre yiizeyine paralel yigilarak yeniden organize olurlar. Ribozomlar
sitoplazma i¢inde kiimelenirler, graniillii endoplazmik retikulum konsantrik sarmal yapilar
olarak izlenir.

Mitokondriyal fonksiyonlarin  kaybi mitokondriyal membran kanallarinin
gecirgenligindeki degisimlerin bir sonucudur. Mitokondri biitiinliigii bozulur; elektron
transport zinciri yikilir. Sitokrom c gibi proteinler, kaspaz ad: verilen proteolitik enzimleri
aktive etmek amaciyla intermembranéz bosluktan sitoplazma igerisine salinirlar.
Sitokrom c¢’nin salinimi Bcl-2 proteinlerinin etkisi altinda gergeklesir.

Hiicre membran bleblerinin olusmasi, hiicre membran degisiklikleri sonucu
meydana gelir. Bu degisiklik sitoplazma yiizeyinden plazma membraninin dig yiizeyine
belirli molekiillerin (fosfotidilserin) yer degistirmesine baglidir. Plazma membranindaki
fiziksel ve kimyasal degisiklikler membran biitiinliigii bozulmadan bleblerin olusmasina
onciiliik eder.

Apopitotik cisimlerin olusmasi, son basamaktir. Bu membranla gevrili vezikiiller
organel ve niikleik materyal igerirler. Hizlica fagosite edildikleri i¢in inflamatuar yanit
olusmaz (52, 53).

4.4.1. Apopitozu Diizenleyen Dis ve ¢ Uyaranlar

Apopitotik siireg, hiicreye gelen dis uyaranlar ya da ¢esitli i¢ sinyaller yoluyla
tetiklenebilir (48).

Apopitozu tetikleyen dis uyaranlarin bazilar1 su sekilde siralanabilir: Biiylime
faktorlerinin geri ¢ekilmesi, sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artig, timor nekroz
faktor (TNF), koloni uyarici faktorler (CSF), néron biiylime faktorii (NGF), insiilin benzeri
biiyiime faktorii (IGF), transforme edici biiyiime faktorii (TGF-B), Fas/FasL sisteminin

aktive olmasi, serbest radikaller, ultraviyole, ilaclar ve c¢esitli antijenler.
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I¢ uyaranlar arasinda ise onkogenler, p53 gibi tiimér siipressorler ve beslenme yetersizligi
sayilabilir (51).

4.4.2. Apopitozun Gen Regiilasyonu

Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasart p53 genini aktive eder. p53 proteini,
DNA’ya dogrudan baglanarak hasar1 tanidiktan sonra ya Gl’de hiicre siklusunun
durmasimi indiikleyerek tamir i¢in gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa apopitoza
yonlendirir.

Ayrica p53°e bagl hiicre dongiistiniin G1’de durmast i¢in p21 gereklidir (54).

Apopitozun regiilasyonunda onemli bir rol oynayan Bcl-2/Bax gen ailesi,
antiapopitotik ve proapitotik olmak {izere iki boliime ayrilir. Hiicrenin canliligin
stirdiirebilmesi, bu ailenin proapopitotik ve antiapopitotik tiyelerinin oranina baglidir (47,
55). Bcl-2 mitokondri dis membraninda bulunur ve iyon gegisini diizenler. Bax ise
sitoplazmada bulunur ve apopitotik bir sinyal alinmasi halinde mitokondri membranina
yerleserek por olusumunu saglar (55).

Kaspazlar, sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzim olup apapitoz i¢in
gereklidirler. Tiim hiicrelerde inaktif pro-enzim halinde bulunurlar (56). Apopitozun son
devresindeki hiicresel substratlarin degradasyonundan sorumlu olup, apopitozun

baslatilmasinda da kritik 6nemleri vardir (57).

4.4.3. Apopitozun Indiiklenmesi

Fas (APO-1, CD95 olarakta adlandirilir) ve TNFR (tiimor nekroz faktor reseptorii)
hiicre 6liim reseptorleri olarak adlandirilir ve hiicre membraninda bulunurlar (58). Fas ve
TNFR ligantlariyla 6liim domainleri (DD, death domain) olarak adlandirilan bir proteine
baglanirlar ve bu proteinler sitoplazma ile interaksiyon saglar. Bu 6liim domainlerini igeren

protein yapilari, kaspaz 8’in aktivasyonu ile direk olarak apopitozun baslamasina neden

olurlar (47, 48, 50, 57).
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4.5. OOSIT KALITESI

Yardimla tireme tekniklerini kullanan hastalarin gebelik sonuglarini etkileyen
bircok dnemli faktor bulunmaktadir. Bunlar arasinda infertilite nedeni, hasta yasi, ovaryan
stimiilasyon tipi ve Ostradiol seviyesi gibi faktorler yer almaktadir. Bu faktorler gelisen
oosit sayist ve kalitesini, oosit matiirasyonunu, fertilizasyon hizin1 ve transfer edilen
embriyo sayisini etkilemektedir. Oosit kalitesi, basarili bir fertilizasyon ve implantasyonun
belirlenmesinde tek basina 6nemli bir faktordiir. Gebelik oranini etkileyen diger 6nemli
faktorler arasinda transfer edilen embriyo sayisi ve kalitesi goriinmektedir (2, 59).
Yardimla tireme teknikleri alaninda, disi infertilitesinde oosit kalitesinin anahtar bir rol
olarak gorev yaptigi ve giderek de 6neminin arttigi anlagilmistir (2, 60). Artan anne yasinin
oosit kalitesine ve erken embriyo gelisimine negatif bir etkisi oldugu da kesin olarak
gorilmistiir (1, 22).

Ileri yaslarda goriilen menopoz disilerde, iireme potansiyelinin kaybina neden olur.
fleri yaslara kadar aktif halde kalan spermatogeneze zit olarak disi infertilitesinde, perinatal
periyod boyunca ovaryumda olusan primordial folikiillerin rezervi ve kalitesi azalir. Germ
hiicre stoklari, ergenlik sonrasi donemde yetiskin hayat1 boyunca tiiketilir ve bu hiicreler
menopoza kadar neredeyse tiikenmis olur. Menopozu destekleyen faktorler, ileri yaslardaki
bayanlarda bir yandan da oosit kaybinda ¢ok énemli rol oynarlar (22).

Oosit kalitesi igin en elverisli ve non-invaziv analiz, 6zellikle kiimiiliis-00sit
kompleksini ve oosit morfolojisini degerlendirme temeline dayanir (2). Kiimiilis hiicreleri,
folikiiler gelisim boyunca oositle isbirligi igerisinde olup oositin etrafin1 gevreler ve
ovulasyondan sonra kiimiiliis hiicrelerinde meydana gelen apopitozis artisina bagli olarak
da oosit kalitesine etki ederler (59). Oositte meydana gelen apopitozis de, oosit gelisim
kapasitesi ve oosit kalitesinin belirlenmesinde iyi bir belirteg olarak kullanilabilir.

Oositin intrensek gelisim potansiyeli, oosit kalitesini yansitmaktadir. Bu
biyokimyasal ve molekiiler yap1, olgun oositin fertilize olabilmesine ve geliserek saglikli
bir embriyoya donlismesine miisaade eder. Bununla birlikte oositin gelisimsel
potansiyeline etkide bulunan cevresel faktorlerin, embriyo ve fetuslarin gelisimlerini de
etkiledigi bilinmektedir (22).

Memelilerde oosit biiyiime ve gelismesi, germ hiicreleri ile somatik hiicrelerin

iliskisine baglidir. Oosit gelisiminin kokeni, farklilagmamis graniiloza hiicrelerinin
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baglantilt oldugu oositlerin bulundugu preantral folikiillerde baslar. Kiimiiliis hiicreleri,
neksus baglantilariyla kiimiiliis-oosit ad1 verilen kompleks yapiy1 olustururlar. Neksus tipi
baglantilar, kiimiiliis-oosit hiicreleri ile kiimiiliis-kiimiiliis hiicreleri arasinda diisiik
molekiiler agirliktaki maddelerin transferine izin verir. Folikiildeki bu birliktelik, fertilite

ve gelisim i¢in oldukga gereklidir (60).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDE VE COZELTILER

URON 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 Albiimin 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
Na;HPO, Riedel-de Haen 81890
KH,PO, Riedel-de Haen 81890
Anti-PCNA antikoru Santa Cruz  Sc-56

DAPI (4, 6 Diaminido 2 Phenylindole) Sigma D9542



5.2. HASTA GRUBU

5.2.1. Hasta Grubu

Calismamiza Aralik 2007 ve Temmuz 2008 tarihleri arasinda infertilite tedavisi i¢in
basvuran ve mikroenjeksiyon islemi uygulanan 45 hasta dahil edilmistir. Calisma grubuna
sperm konsantrasyonu ve hareketliligi normal ve normale yakin degerlere sahip olan erkek
bireylerin bulundugu c¢iftler dahil edildi.

Hastalardan mikroenjeksiyon isleminin planlandigi giin, oosit aspirasyonu
(OPU: oocyte pick-up) islemi sonrasi elde edilen kiimiiliis-oosit kompleksinden alinan
kiimiilis hiicreleri kullanildi ve kadin hastalar yaslarina gore 37 yas alti ve istii olmak

tizere iki gruba ayrildi.

5.2.2. Hastalarin Hazirlanmasi

Kontrollii ovaryan stimiilasyon, GNnRH analoglarindan agonist (Lucrin; Abbott,
Fransa) veya antagonisti (Cetrotide; Serono, Aubonne, Isvicre, Orgalutran; Organon Oss
Hollanda) esliginde insan menopozal gonadotropinleri (HMG; Pergonal; Serono, Aubonne,
Isvigre, Humegon; Organon Oss Hollanda) veya rekombinant folikiil stimiilan hormonlarin
(FSH) (Gonal-F; Serono, Aubonne, Isvicre, Puregon; Organon Oss Hollanda) birlikte
kullanimlarini igeren protokoller ile gerceklestirildi. Fazla sayida oosit elde etmek igin
ovaryumlar1 stimiile edilen hastaya, folikiilleri yeterli biiyiikliige ulastiginda ve Ostrojen
seviyesi istenilen diizeye geldiginde oosit matiirasyonunu saglamak igin insan koryonik
gonadotropini (HCG, Pregnyl, Organon, Hollanda) veya rekombinant koryonik
gonadotropin (Ovitrelle, Merck Serono, isvigre) enjeksiyonu uyguland.

Overlerin tedaviye verdigi yanit, ultrason taramalar1 ve serum Ostradiol
seviyelerinin Olglilmesiyle takip edildi. Folikiil ¢apt en az 18 mm c¢apina ulastiginda

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

Oosit aspirasyonu HCG yapildiktan 35-36 saat sonra transvajinal ultrason esliginde
yapildi. Aspirasyonda Labotect (Model 4014, Almanya) markali aspirasyon cihazi ile tek
limenli (Wallace ON 1633, Meksika) veya ¢ift liimenli (Swemed 14105, Isve¢) OPU
igneleri kullanildi. Folikiiller Earl’s Balance Salt Solution (E2888, Sigma, Amerika)
medyumu kullanilarak tek tek aspire edildi ve steril tiiplere (Falcon 2003, B.D., Fransa)
toplanan folikiil sivilart embriyoloji laboratuvarinda stereo mikroskop altinda (Nikon SMZ
1000, Japonya) incelendi. Toplanan kiimiiliis-oosit komplekslerinden temiz (kansiz) ve
uygun olanlarin kiimiiliis hiicreleri ayristirildi. Daha sonra hastaya ait oositler ve deneyde
kullanilacak kiimiiliis hiicreleri farkli kaplardaki medyum igerisine (Quinn’s Advantage
Fertilization Medium, Sage, Amerika) aktarilarak inkiibatorde (37°C ve %5 CO,)
bekletildi (62).

5.2.4. Oosit Deniidasyonu (Ayiklama, Soyma)

Oosit toplama isleminden sonra 2-3 saat inkiilbe edilen kiimiiliis-00sit
kompleklerinin ICSI islemine hazirlanmasi i¢in oositlerin etraflarindaki kiimiiliis ve
graniiloza hiicreleri ayiklandi. Dentidasyon islemi enzimatik ve mekanik olmak tizere iki
asamalt olarak uygulandi. Enzimatik ayiklamada kiimiiliis-oosit kompleksinin diginda
bulunan kiimiiliis hiicreleri daha 6nce hazirlanmis hyaluronidaz enzimi (Hyaluronidase 80
U/mL in Hepes-HT, Sage, Amerika) igeren medyum igerisine (Quinn’s Advantage
Medium wW/HEPES, Sage, Amerika) koyularak isleme tabi tutuldu. Mekanik ayiklamada
ise oositin hemen disindaki graniiloza hiicreleri inceltilmis pastor pipeti ile kismen
temizlendi. Ayiklama islemi bittikten sonra oositler medyum igine (Quinn’s Advantage
Fertilization Medium, Sage, Amerika) aktarildi, stereomikroskop altinda olgun olanlar MII
(Metafaz 1) oositler ayrildi ve ICSI islemine kadar inkiibatorde bekletildi.

MII evresindeki oositler, kutup cisimcigini atmis, isleme uygun oositler olarak
degerlendirildi. MI evresindeki kutup cisimcigini heniiz atmamis oositler olgunlasmamais
olarak degerlendirildi ve takip edilerek MII safhasina ulasanlara islem yapildi. Germinal

vesikiil igeren olgunlagsmamis oositler ise igsleme tabi tutulmad (63).
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5.2.5. Semenin Hazirlanmasi

Semen Ornekleri mastiirbasyon yoluyla steril plastik kaplara alindi. 37°C’lik
inkiibatorde likefiye olana kadar bekletildikten sonra Makler sayma kamarasinda (Sefi
Medikal Inst., Haifa, Israel) faz-kontrast mikroskobu (Nikon Eclipse E-200, Japonya)
altinda incelendi. Konsantrasyon ve motilite diinya saglik orgiitii (WHO) kriterlerine gore
degerlendirildi. ICSI isleminde kullanilmak {izere semen Orneginin tamami farkl
yogunlukta gradient soliisyonlariyla (PureCeption 100% Isotonic Solution, Sage, Amerika)
isleme tabi tutuldu.

Daha once %90 ve %50 konsantrasyonunda hazirlanan soliisyon oda 1sisina
getirildikten sonra, bir tipe (Falcon 2095 B.D., Fransa) sirasiyla dnce %90°lik daha
sonrada %50’lik soliisyon koyularak birbirine karigmayan iki tabaka olusturuldu. Bu
tabakalarin tizerine likefiye olmus semen 6rnegi koyulduktan sonra 1300 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi (Sigma 2-16, Amerika). Pellet pipet yardimiyla alindi ve baska bir tiipe
(Falcon 2003 B.D., Fransa) aktarildi. Uzerine 4 ml medyum (Quinn’s Sperm Washing
Medium, Sage, Amerika) eklenerek 1800 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant bir
pipet yardimiyla alinarak iizerine tekrar 4 ml medyum (Quinn’s Advantage Fertilization
Medium, Sage, Amerika) eklendi ve tekrar 1800 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant alinip kalan soliisyon ¢alkalanarak karistirild1 ve bir kiiltiir tabagina yayilarak

tizeri yagla kaplandi ve kullanilana kadar beklemek iizere inkiibatore kaldirildi (64).

5.2.6. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Mikroenjeksiyon islemi; 1sitict tabla, Hoffman modiilasyonu ve Narishige (MMO
202 ND) mikroenjeksiyon iinitesi atagmanli bir inverted mikroskopta (Nikon Eclipse TE
2000-U, Japonya) 40X objektif altinda gergeklestirildi.

Spermleri yavaslatmak i¢in visk6z yapida bir madde olan polivinilpirolidon (PVP)
(ICSI, Vitrolife, Isve¢) damlasi igine bir miktar sperm birakildi ve daha sonra bir
enjeksiyon pipeti (MIC-35-30, Humagen, Amerika) yardimiyla motil ve morfolojik olarak
normal goriiniimlii spermatozoa secilerek hareketsizlestirildi. Enjeksiyon pipetine ¢ekildi,
oosit tutucu pipet (Matchmaker, Tiirkiye) yardimiyla kutup cisimcigi saat 12 hizasinda

olacak sekilde sabitlendi ve spermatozoa oosit sitoplazmasina birakildi. Sirasiyla biitiin
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oositler i¢in ayni islem gerceklestirildi. Enjekte edilmis oositler kiiltiir medyumuna
(Quinn’s Advantage Protein Plus Cleavage Medium, Sage, Amerika) aktarildi ve bundan
sonra kiiltiir stiresince kalacaklar1 37°C , %5 CO, ve %5 O, ortam saglayan inkiibatorlere

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

5.2.7. Fertilizasyon ve Boliinme Takibi

Mikroenjeksiyon isleminden 16-18 saat sonra invert mikroskopta pronitikleus
kontrolii yapildi. Fertilizasyon, iki proniikleusun varligi olarak degerlendirildi ve normal
fertilize olan oositler bir giin 6nce hazirlanmig yeni medyum (Quinn’s Advantage Protein
Plus Cleavage Medium) igerisine aktarildi.

Olusan embriyo sayist ve hastanin ozellikleri dikkate alinarak embriyo transfer
giinleri tespit edildi. 2. ve 3. giin transfer edilecek embriyolarin gelisimleri kontrol edilerek
morfolojik siiflamasi (hiicre sayisi, fragmantasyon, multinukleasyon, hiicre biiytikliikleri
vb.) yapild1 ve islem gerceklestirildi. Transferi 5. giin planlanan ve blastosist agamasina
kadar takip edilecek vakalarda embriyolar 3. giin farkli bir medyum (Quinn’s Advantage

Blastocyt Medium, Sage, Amerika) igerisine aktarildu.

Embriyolarin degerlendirilmesinde kullanilan siiflama sistemi ve kriterleri:

Grade 1: Esit biyiikliikte blastomere sahip, fragmantasyon ve graniilasyon
gostermeyen embriyo.

Grade 2: Esit blastomere sahip, <%5-10 oraninda fragmantasyon veya graniilasyon
gosteren embriyo.

Grade 3: Esit olmayan blastomere sahip, <%10-20 oraninda fragmantasyon
gosteren veya graniilasyon gosteren embriyo.

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

gosteren embriyo (67, 68).
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5.2.8. Transfer Islemi

Hastalarin 6zelliklerine bakilarak embriyo transferi 2. ve 3. glin boliinmiis embriyo
veya 5. giin blastosist asamasinda gerceklestirildi. Embriyo sayisi ve transfer giinii
seciminde hasta yasi, embriyo sayisi ve kalitesi, infertilite sebebi ve siiresi gibi etkenler
g6z Oniinde bulunduruldu.

Embriyo transfer islemi stereomikroskop altinda 4 kuyucuklu kiiltiir tabagi (Nunc 4
well, 176740, Danimarka) icine konulan gazi dengelenmis blastosist medyum ile
gerceklestirildi. Embriyo transfer kateteri (K-JETS 7019, Cook, Avustralya) medyumla
doldurulduktan sonra enjektdr (Hamilton 1705 LT, Isvicre) yardimiyla steril eldiven ile ve
genel sterilizasyon kurallarina uyularak embriyolar kateterin i¢ine yerlestirildi. Kateter bu
sekilde jinekologa teslim edildi ve ultrason esliginde embriyolar anne adayinin uterusuna

aktarildi (69).

5.2.9. Gebelik

Gebelik testi icin transfer isleminden 12 giin sonra kanda HCG degerine bakildu.
HCG degerinin > 15 mlU/ml olmas1 pozitif deger olarak kabul edildi ve bu test iki giin
sonra tekrarlandi. Degerin iki katina ¢ikmis olmas1 biyokimyasal gebelik, bu testten 15 giin

sonra ultrasonda gestasyonel kesenin goriilmesi ise klinik gebelik olarak tanimlandi.

5.2.10. Kiimiiliis Hiicrelerinin Yayilmasi ve Fiksasyonu

Kiimiiliis-oosit komplekslerinden ayrilan kiimiiliis hiicreleri islem esnasinda
medyumda (Quinn’s Advantage Fertilization Medium, Sage, Amerika) toplandi. Islem
bittikten sonra toplanmis olan kiimiiliis hiicreleri fiziksel parcalanma islemi icin
toplandiklar1 medyumdan alinip bos bir petriye (Falcon 3004, B.D., Fransa) aktarildi,
lizerine yine aynt medyum eklenerek insiilin enjektorii yardimiyla pargalandi. Daha sonra
2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi, pelletteki hiicreler bir
pipet ucu yardimiyla 12 mm’lik 2 lamele yayilarak kurutuldu. Absolii metanolle 5 dakika
fikse edildi (70).
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5.2.11. Proliferasyon indeksi

Lameller {izerine yayilmis ve metanolle fikse edilmis kiimiiliis hiicreleri fosfat
tampon soliisyonu (PBS) yikamalarini takiben spesifik olmayan reaksiyonlari engellemek
i¢in non-immiin serumla 20 dakika bloke edildi. Anti-PCNA primer antikoru uygulanarak
gece boyunca 4°C’de bekletildikten sonra sirayla streptavidin ve biyotin sekonder
antikorlariyla 20 dakika inkiibe edildiler. Aminoetilkarbozol kromojen uygulandiktan
sonra zit boyama olarak hematoksilen uygulandi. Tiim islem aralarinda PBS yikamalari
tekrarlandi.

Proliferasyon indeksi, spesifik renk reaksiyonu veren ve hiicre siklusunun farkl
evrelerinde oldugu belirlenen hiicrelerin toplam hiicre sayisina orani1 alinarak

hesaplanmustir (70).

5.2.12. Apopitotik Indeks

Ikinci bir lamel iizerine yayilmis ve fikse edilmis kiimiiliis hiicreleri apopitotik
indeks i¢in DAPI (200 ng/ml) floresan boyasi ile boyanmistir. Bunun igin 45 dakika
karanlik ortamda, oda 1sisinda DAPI boyasi ile inkiibe edilmistir. PBS yikamalarini takiben
preparat kapatilmig ve nukleusta morfolojik apopitoz kriteleri (kondensasyon, yarim ay
gortinimii, fragmantasyon) floresan mikroskopta degerlendirilmistir. Apopitotik indeks,

apopitotik hiicrelerin tiim hiicrelere oraniyla elde edilmistir (70).

5.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIiRMELER

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken istatistiksel analizler i¢in SPSS
(Statistical Package for Social Science) for Windows 10.0 programi kullanildi. Calisma
verileri degerlendirilirken tamamlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart Sapma)
yani sira niceliksel verilerin karsilastirilmasinda T testi, Mann Whitney-U ve Cgi-square

testleri kullanildi.

Sonuglar %95°1ik giiven araliginda, anlamlilik p < 0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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6. BULGULAR

Calismamizda kimiiliis hiicre proliferasyon ve apopitoz oranlarinin hasta yasina
bagli olarak degisimi ve embriyo kalitesi iizerine etkisi incelendi.

Calisma gruplar fertilite ile iligkisi bilinen yas faktorii dikkate alinarak olusturuldu.
Birinci grup 37 yas ve altindaki, ikinci grup ise 38 yas ve iizerindeki kadin hastalardan
olusturuldu. Hastalara ait kiimiiliis hiicrelerinde PCNA immiinositokimyasal boyamasiyla
saptanan proliferasyon indeksi sirasiyla 37 yas ve altindaki grupta %59.60+22.40
(Resim 1), 38 yas ve dstiindeki grupta ise %39.03+33.80 olarak bulundu (Resim 2).
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (P= 0.024), (Sekil 1).

60 /
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201

Proliferasyon oranlari (%)

10+

<37 yas > 38 yas

Kiimiiliis Hiicre Proliferasyon Oranlan (%)

Sekil 1: Hasta yas1 <37 ve > 38 olarak ayrilan gruplarda kiimiiliis hiicre proliferasyon
oranlari.

23



Resim 1a,b: Hasta yasi < 37 olan gruba ait PCNA ekspresyon orani yiiksek kiimiiliis
hiicreleri izlenmekte. HE-X600.

Resim 2a,b: Hasta yas1 > 38 olan gruba ait proliferasyon oran1 diisiik kiimiiliis hiicreleri.
HE-X600.

Kiimiiliis hiicrelerinin apopitoz oranlari DAPI ile boyanan hiicre yaymalarinda
nukleus kondensasyonu, yarim ay goriintiisii ve fragmantasyon oranlarinin saptanmasi ile
belirlendi (Resim 3-5). Apopitoz indeksi 37 yas ve alt1 grupta %4.45+2.63, 38 yas ve istii
grupta ise %4.03+2.44 olarak bulundu (Sekil 2) ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlemlenmedi (P=0.570).
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Resim 3a,b: Kiimiiliis hiicrelerinde normal nukleus kromatin materyalleri (*) izlenmekte

(a). Kondanse olmus kromatin materyali, ¢ap1 kiigiilmiis (—), (b). X600.

Resim 4a,b: Kondanse olmus (—) ve normal 6zellikte (*) kromatin materyali igeren
kiimiiliis hiicreleri izlenmekte (a). Apopitozun tipik morfolojik bulgularindan biri olan

niikleer fragmantasyon izlenmekte (b). X600.

Resim 5a,b: Niikleer fragmentasyon (—) gosteren apopitotik hiicre izlenmekte (a).
Apopitozun diger bir morfolojik bulgusu olan kromatin materyalin yarim ay (crescent) (—)

goriiniim kazandig1 bir nukleus izlenmekte (b). X600.
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Apopitoz Oranlari (%)

<37 yas > 38 yas

Kiimiiliis Hiicre Apopitoz Oranlan (%)

Sekil 2: Hasta yas1 <37 ve > 38 olarak ayrilan gruplarda kiimiiliis hiicre apopitoz oranlart.

Hastalar, toplam oosit sayilari, 00sit matiirasyon diizeyleri, fertilizasyon oranlar1 ve
gebelik eldesi agisindan degerlendirildi. Hasta yas1 < 37 ve > 38 olarak ayrilan gruplarda
sirasiyla toplam oosit sayilar1 20.00+7.82 ve 10.57+9.68 olarak saptandi, aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0.001). Gruplara ait oosit matiirasyon oranlari
84.17+11.81 ve 84.08+15.74, fertilizasyon oranlar1 ise 63.36+18.36 ve 69.17+25.07 olarak
bulundu. Gruplara ait degerler karsilastirildiginda oosit matiirasyon oranlar1 ve
fertilizasyon oranlar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (Tablo 1). Gebelik oranlari ise
37 yas ve alt1 grupta %54.5 ve 38 yas ve iistii grupta %22.2 olarak bulundu. Gruplar arasi
fark istatistiksel olarak anlamli saptand1 (P=0.038), (Tablo 1).
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Hasta yasi
Degerlendirme Parametreleri <37 yas > 38 yas P
Oosit sayisi 20.00+7.82 10.57+9.68 0.001
Matiirasyon orani (MII/toplam oosit) 84.17£11.81 84.08+15.74 0.983
Fertilizasyon orani (2PN/MII) 63.36+£18.36 69.17+25.07 0.376
Gebelik orani % 54.5 % 22.2 0.038

Tablo 1: Hasta gruplarina gore parametrelerin degerlendirilmesi.

Gelisen embriyo kalitesi hasta gruplarma gore degerlendirildi. Bunun igin gelisen
embriyolar iyi, orta ve kotii kalite olarak {i¢ gruba ayrildi ve hasta yasina gore <37 ve > 38
olarak ayrilan iki grupta degerlendirildi. Hasta gruplar arasinda karsilastirilan iyi kalite
embriyo oranlar1 4.625+3.00 ve 3.285+4.12 bulundu. Orta kalite embriyo oranlar
3.125+2.15 ve 1.809+1.86 olarak, kotii kalite embriyo oranlart ise 3.166+2.87 ve
0.857+£1.19 olarak bulundu, degerler arasindaki istatistiksel fark sirasiyla P=0.216,
P=0.035, P=0.001 olarak bulundu (Tablo 2).

Hasta yasi
Embriyo Kalite Oram <37 yas > 38 yas P
Iyi kalite embriyo ortalamasi 4.625+3.00 3.285+4.12 0.216
Orta kalite embriyo ortalamasi 3.125+2.15 1.809+1.86 0.035
Koétii kalite embriyo ortalamast 3.166+2.87 0.857+1.19 0.001

Tablo 2: Hasta gruplarina gére embriyo kalite oranlarinin degerlendirilmesi.
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7. TARTISMA

Oosit kalitesi basarili fertilizasyon ve implantasyon i¢in gerekli ve son derece
onemli bir faktordiir. Folikiiler gelisim siirecinde oosit matiirasyonu kiimiiliis hiicrelerinin
destegi altindadir. Kiimiiliis hiicreleri ve oosit arasindaki karsilikli etkilesim parakrin tipte
olup neksus tipi baglantilar ile saglanir (22). Oosit kalitesinin saptanmasina iligkin g¢esitli
degerlendirmeler yapilmakla birlikte heniiz otoriterlerce ortak kabul goren hassas bir
yontem tanimlanmamistir. Bu amagla en uygun yontemin kiimiiliis-oosit kompleksinin
morfolojik degerlendirmesi olacagi distinilmiistiir (59). Ancak sadece morfolojinin
degerlendirildigi calismalarin yeterli olmadigi sonucuna varilarak, kiimiiliis hiicre
proliferasyon ve apopitoz oranlarinin yardimci ireme tekniklerinde oosit Kalitesi,
fertilizasyon ve gebelik oranlarimin belirlenmesi icin potansiyel belirtegler olarak
incelenmesi 6nem kazanmistir. IVF uygulanan hastalarda, oosit kalitesini belirlemek i¢in
yapilan  calismalarda  kiimiiliis-oosit ~ kompleksinin sadece morfolojisinin
degerlendirilmesinin fertilizasyon ve gebelik oranlarin1 saptamaya yonelik katki
saglamadig1 bildirilmis ve kiimiiliis hiicrelerinin apopitoz ve proliferasyon diizeylerinin
oosit kalitesinin saptanmasina yonelik bir belirte¢ olarak Onemli olabilecegi ileri
stirtiilmiistiir (60).

Giintimiizdeki ¢alismalar, PCNA’nin ovaryumda meydana gelen proliferasyon
stirecinde ¢ok 6nemli bir belirte¢ olarak gorev aldigina dikkat ¢ekmektedir (32). Erken
donem folikiilogenezi incelemek igin fare, si¢an, sigir, babun ve bufalo embriyolarinda
immiinohistokimyasal olarak PCNA ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. Bu canl
gruplarina ait ovaryumlarda primordiyal folikiil gelisiminin incelendigi ayrica hiicreler
arasi etkilesimin ve azalan folikiillogenez mekanizmasinin arastirildigi pek ¢ok calismada
PCNA bir proliferasyon isaretleyicisi olarak kullanilmistir (44, 71-73). Diger canli
gruplarinda yapilan calismalarda oldugu gibi Tomanek ve arkadaslarinin yaptigi bir
caligmada domuz preantral folikiillerinde de ¢ok sayida graniiloza hiicresinde pozitif
isaretli PCNA gozlenmistir. Graniiloza hiicrelerindeki proliferasyonun biiytlik bir kisminin
antrum olusumundan Once preantral folikiillerde meydana geldigi bildirilmistir. Gelisim
asamalarinda ki antral folikiillerde PCNA immiinoreaktivitesi incelendiginde graniiloza ve
teka hiicrelerindeki proliferasyon hizinin yiiksek oldugu gozlenmistir (32). Sirotkin ve

arkadaglari, in-vitro kiiltir ortaminda domuzlardan elde edilen kiimiiliis-00sit
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komplekslerini incelemislerdir. Kiimiiliis hiicrelerinde immiinohistokimyasal olarak PCNA
pozitif isaretlenmis hiicre oranini %51 olarak bulmuslardir. Matiirasyon siirecinde kiiltiire
edilen kiimiiliis hiicrelerinde proliferasyon oranlarinin azaldigini bildirmislerdir (4).
Caligmamizda mikroenjeksiyon uygulanan hastalarda kiimiiliis hiicre proliferasyon oranlari
incelendiginde yas ile negatif korelasyon gosterdigi saptanmustir. ilerleyen hasta yasiyla
birlikte oosit matiirasyonunu destekleyen kiimiiliis hiicrelerinde proliferasyon oranlarinin
azalmasi oosit kalitesinin de diisecegini diisiindiirmektedir.

Folikiiler gelisim boyunca, atrezi siirecine giren folikiilerden %99’undan fazlasi
yok olurken yalnizca bir kac1 son ebatina ulasir ve ovulasyona girer. Apopitozun folikiiler
atrezi ile yakindan iligkili oldugu ¢ok agiktir. Bir¢ok c¢alismada, oosit kalitesinin ve
gelisiminin degerlendirilmesinde graniiloza hiicrelerindeki apopitoz insidansi bir parametre
olarak kullanmistir (4, 13, 59, 74-78). Domuz ve sigir ovaryumlarinda folikiiler atrezi
boyunca teka interna ve graniiloza hiicrelerindeki apopitotik hiicrelerde meydana gelen tiire
Ozgi farkliliklarin TUNEL yontemiyle arastirildigi bir ¢aligmada ise Nakayama ve
arkadaslari, her iki tiirde de apopitozun ilk olarak graniiloza hiicrelerinde ortaya ¢iktigin
ve tiire ozgl farklilik gosterdigini bildirmislerdir (75). Han ve arkadaslarinin kecilerde
yaptiklar1 bir arastirmada, oositin gelisim potansiyelinin graniiloza hiicrelerindeki
apopitozun yanisira, folikiil biiyiikliigi, kiimiiliis-oosit kompleksi morfolojisi gibi pek ¢ok
faktoriin etkisi altinda oldugunu ve bu coklu faktorlerin oosit Kalitesiyle birlikte
degerlendirilmesi gerektigini bildirmiglerdir (76).  Yine Sirotkin ve arkadaglarinmn
domuzlarda kiimiiliis-0oosit kompleksindeki hiicrelerin apopitoz hizlarin1 incelemek
amaciyla yaptiklar bir ¢alismada ise, TUNEL metodu kullanilarak immunohistokimyasal
olarak degerlendirilmistir ve apopitoz insidans1 %42 olarak tespit edilmistir (4). Bu
caligmada kiiltiir siirecinin proliferasyon ile apopitoz gelisiminde azalmaya neden oldugu
ve kiiltiire eklenen biiylime faktorlerinin proliferasyonu stimiile ederken apopitozu ise
inhibe ettigi gézlenmistir. Amopour ve arkadaslari, ICSI sonras: fertilize olan ve fertilize
olmayan oositlerdeki kiimiiliis hiicrelerinin apopitoz oranlarmi incelemisler ve fertilize
olanlarda %15.83, olmayanlarda ise %13.34 oldugunu gormiisler ve bu oranin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu tespit etmislerdir (77). Calismamizda ise gruplar arasinda
fertilizasyon oranlar1 arasinda anlamli fark bulunmamistir. Lee ve arkadaslar ise IVF
uygulanan hastalarda, kiimiiliis hiicrelerinde apopitoz insidansini incelemislerdir. 40 yas

tizerindeki hasta gruplarindan alinan kiimiiliis hiicrelerinde, apopitoz insidasinda énemli bir
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artis  (%1.59) ve fertilizasyon hizinda diisiis saptamis, diger yas gruplariyla
karsilastirildiginda oosit sayisinda azalma oldugunu bildirmislerdir (60). Calismamizda da
yasa bagli olarak ikiye ayrilan hasta grubunda DAPI metodu kulanilarak boyanan
hiicrelerin nukleuslarinda morfolojik olarak belirlenen apopitoz oranlari, 37 yas ve alt1
grupta %4.45 olarak tespit edilirken, 38 yas ve istli grupta ise bu deger %4.03 olarak
bulundu. Apopitoz oranlar1 arasinda yasa bagli bir artis saptamamamiza karsin bireysel
farkliliklarin bu sonuglar etkiledigini diisiinmekteyiz.

Calismamizda ayrica hasta yasina gore ayrilan gruplarda ortalama oosit sayilar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. Bu farkin hasta yasinin artmasiyla beraber
over rezervinin azalmasma bagli oldugu disiiniilmektedir. Graniiloza hiicrelerindeki
apopitoz, mikroenjeksiyon islemine gidemeyen kadinlardaki ovaryum rezervinin
anlasilmasinda da bir fonksiyon olarak destek saglamaktadir (60). Calismamizda ayrica
elde edilen embriyolarin kalitesi degerlendirildiginde 37 yas ve altindaki grupta kotii kalite
embriyo sayisinin arttigi saptanmistir. Bu beklenmeyen sonu¢ bu grupta elde edilen
embriyo sayilarinin yiliksek olmasi ve bireysel farkliliklar ile iliskilendirilebilir.

Corn ve arkadaglar1 ICSI uygulanan hastalarda apopitotik kiimiiliis hiicre oranlari
ve blastosist olusum hizim1 arastirdiklar1 c¢aligmalarinda 35 yas alti hasta gruplarinda
apopitotik kiimiiliis hiicrelerinde (10.8+6.7) 6nemli bir azalma, 36 yas ve {istii hasta
grubunda ise (16.4+7.3) ciddi bir artis oldugunu bildirmislerdir. Elde ettikleri bulgular
dogrultusunda apopitoz oranlarinin implantasyon ve gebelik sonuglariyla iligkili olmadigini
bildirmislerdir (79). Calismamizda ise < 37 ve > 38 olarak ikiye ayrilan hasta gruplarinda,
gebelik oranlari arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. Bu
farkin artan hasta yasiyla birlikte meydana gelen endometriyal degisikliklerle de iliskisi
goz ardi edilemez. Kadinlarda artan yagla birlikte, yapilan mikroenjeksiyon islemi ve
embriyo transferinden sonra gebelik oranlarinin diistiigii herkesge bilinen bir gergektir. Bu
sonuglar yardimla tireme tekniklerine ihtiyag duyan hastalarda gebelik ig¢in yasin ¢ok

onemli bir faktor oldugu sonucunu desteklemektedir.
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8. SONUC

Calismamizda, infertilite nedeniyle merkezimize bagvuran hastalar yas araliklarina
gore < 37 ve > 38 olarak iki gruba ayrilmis ve kiimiiliis hiicrelerinin proliferasyon ve
apopitoz oranlar1 belirlenerek, mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon, embriyo gelisimi ve
gebelik sonuglariyla iliskisi incelenmistir. ICSI uygulanan hastalarda kiimiiliis hiicre
proliferasyon oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriiliirken, ayni hasta
grubunda kiimiiliis hiicre apopitoz oranlari arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi. Yine
bu hastalardan elde edilen ortalama oosit sayilar1 ile gebelik oranlar1 arasinda fark
gozlemlenirken, matiirasyon ve fertilizasyon oranlari arasinda fark gézlenmedi. Bununla
beraber gelisen embriyo kalitelerine gore ti¢ gruba ayirdigimiz hasta gruplarinda iyi kalite
embriyo oranlart arasinda bir fark gézlenmemesine ragmen, orta ve kotii kalite embriyo
oranlar1 arasinda bir fark goriildii.

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda, kiimiiliis hiicrelerinin proliferasyon
indeksinin intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonuglarinin belirlenmesinde potansiyel bir
belirte¢ olarak onemli olabilecegi ancak apopitoz indeksinin yapilacak yeni calismalarda

degerlendirilmesi gerektigi sonucuna vartlmaigtir.
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esirgemeyen, her tiirlii destegi saglayan degerli hocam Istanbul Bilim Universitesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali Baskani sayin Dog. Dr. Meral KOYUTURK e
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siirekli yanimda olan ve yardimlarini esirgemeyen Dr. Faruk BENER, Ozcan DUZCU,
Iren KIZILOZ ve Yusuf SAGIROGLU' na

Tezimin hazirlanmas1 sirasinda istatistiksel c¢alismalarima destek veren Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali’ndan Dog.Dr.
Mehmet N. ORMAN’a
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