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OZET

Bu calismada, tiip bebek tedavisi sonucunda 1yi/ zay1if morfolojiye sahip embriyo gelistiren
oositlerin kiimiiliis hiicrelerinde, versikan (VCAN), prostaglandin-endoperoksit sentetaz 2
(PTGS2), inositol-trifosfat 3-kinaz A (ITPKA) genlerinin ifade seviyeleri incelenmistir.
Artmis ya da azalmis gen ifadesinin, embriyo morfolojisi ve tedavi sonuglari ile
karsilastirilarak, potansiyel gebelik olasiligin1 degerlendirebilecek bir biyobelirteg
arastirilmas1 hedeflendi. Calismaya Gazi Universitesi Tiip bebek Merkezine gebelik istemi
ile bagvuran 20 agiklanamayan infertil hasta dahil edildi. Tiip bebek tedavisi ile kontrollii
ovaryen hipersitiimiilasyon yapilarak elde edilen oositlerin kiimiiliis hiicreleri toplanarak
donduruldu. Tedavi boyunca gelisen en kaliteli embriyolar hastaya transfer edildi. Transfer
sonrast 12. giinde serumda P-hcg seviyesi Olclilerek gebelik sonucu degerlendirildi.
Hastalarin gelistirdigi en kaliteli/zayif morfolojiye sahip embriyolarin gelisimini saglayan
oositin kiimiiliis hiicreleri ¢6ziilerek RNA izolasyonu yapildi ve gPCR ile ilgili genlerin ifade
seviyeleri degerlendirildi. Tedavi sonucunda hastalarin gelistirdikleri en iyi kaliteli embriyo
ile en zayif kaliteli embriyolarin kiimiiliis hiicrelerindeki ITPKA (p-value = 0.11), VCAN (p-
value = 0.78), PTGS2 (p-value = 0.19) gen ifade seviyelerinde anlamli bir farklilik
gosterilmemistir (p degeri < 0,005 anlamlilik diizeyi). Transfer edilen iyi kaliteli
embriyolarin  kiimiilis hiicrelerinde ilgili genlerin ifadesi ile gebelik sonuglar
karsilagtirildiginda, ITPKA geninin ekspresyonunda anlamli bir farklilik gézlenmemistir.
Kiimiilis hiicrelerinde VCAN geninin ifade seviyesi ise daha yiiksek bulundu, ancak
istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.10). PTGS2 geninin ekspresyon seviyesi, gebe
olmayan gruba gore gebe olan grupta 6nemli 6lglide artmist1 (p= 0.01; anlamlilik diizeyi p>
0.05). Gebe olanlar hastalarin iyi kaliteli embriyolarinin kiimiiliis hiicrelerinde PTGS2
geninin ifadelenmesi, gebe olmayanlara gore 3,18 kat artti. Bulgulara gore gen
ekspresyonundaki 3,18 Kkat artis, gebelik tahmininde biyobelirteg olarak kullanilabilir. Bu
sayede tiip bebek tedavisindeki basar1 oraninin artirilabilecegi diistiniilmektedir.
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ABSTRACT

In this study, the relationship between the expression level of versican (VCAN),
prostaglandin-endoperoxide synthetase 2 (PTGS2), inositol-triphosphate 3-kinase A
(ITPKA) genes in cumulus cells and embryo morphology, pregnancy outcomes were
evaluated by using qPCR. 20 unexplained infertile patients who applied to Gazi University
IVF Center were included in the study. Cumulus cells of oocytes obtained by controlled
ovarian hypersitulation in IVF treatment were collected and then frozen. The best quality
embryos were choosen for transfer. The p-hcg level in the serum was measured 12 days after
the transfer, and the pregnancy outcome was assessed. Dissolving the cumulus cells of the
oocyte, which provided the production of the good and poor embryos of the patients, was
used to isolate RNA. Then expression levels of genes were evaluated by gPCR. According
to embryo morphology, there was no significant difference in the expression levels of ITPKA
(p-value =0.11), VCAN (p-value = 0.78), PTGS2 (p-value = 0.19) genes in the cumulus cells.
(p-value <0.005 significance level). When the relationship between the expression of genes
in the cumulus cells of the transferred good quality embryos was compared to pregnancy
outcomes, no significant difference was observed in the expression of the ITPKA gene. When
the expression level of the VCAN gene in cumulus cells was found to be higher, but not
statistically significant. (p = 0.10). The expression level of the PTGS2 gene increased
significantly in the pregnant group relative to the non-pregnant group. (p = 0.01; significance
level p> 0.05). When pregnant women compared to non-pregnant women, gene expression
in high quality embryos increased 3.18 times. The 3.18-fold increase in gene expression may
be used as a biomarker in pregnancy prediction, according to the findings. We believe that
the success rate in IVF treatment can be increased by this means.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

°C Santigrat derece

ng Mikrogram

ul Mikrolitre

pm Mikrometre

ml Mililitre

mm Milimetre

ng Nanogram

Kisaltmalar Aciklamalar

cDNA Tamamlayicit DNA

DNA Deoksiriboniikleik asit

DSO Diinya Saglik Orgiitii

FSH Folikiil stimiilan hormon

GnRHa Gonadotropin releasing hormon agonisti
GnRHant Gonadotropin releasing hormon antagonisti
hCG Insan koryonik gonadotropin

HMG Insan menopozal gonadotropinini

ICSI Intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu
IUI Intra uterin inseminasyon

IVF In-vitro fertilizasyon

LH Luteinizan hormon

OPU Oosit toplama

gPCR Eszamanli polimeraz zincir reaksiyonu
RNA Riboniikleik asit

YUT Yardimla iireme teknikleri



1. GIRIS

Infertilite, herhangi bir korunma yéntemi uygulamaksizin, bir yil siireyle, diizenli cinsel
iliski olmasina ragmen gebe kalamama veya gebeligi siirdiirememe durumudur [1]. Normal
bir ¢iftin gebelik gelistirebilme sans1 bir ayda %20-25, alt1 ayda %72 ve bir yil igerisinde ise
%85°dir. Infertilite iireme cagindaki ¢iftlerin %15’ini etkilemektedir. Diizenli ve dogum
kontrolii uygulamaksizin cinsel iligki ile gecen 12 aylik siire sonunda ¢iftlerin %80°1 ilk 6 ay
icinde gebe kalabilirken, geri kalan ciftlerin ancak %10’u takip eden 6 ay i¢inde gebe
kalabilmektedir [2]. interfil ¢iftlerin %30-401 erkek, %30-50’si kadin ve %20-25’inde ise
hem erkek hem de kadin ile ilgili faktorler nedeniyle tan1 almaktadir. Ciftlerin %15’inde ise
tiim degerlendirmeler sonucunda herhangi bir infertilite nedeni bulunamamaktadir [3]. Bu

hastalar agiklanamayan infertilite grubunu olusturmaktadir.

Yasadigimiz ¢agda birgok faktoriin etkisiyle toplum dogurganligini hizla kaybetmektedir.
Kadinlarin egitim ve kariyerlerine yonelik caligma isteginin artmasi ve buna bagli olarak
evlenme ve cocuk dogurma yasinin yiikselmesi s6z konusudur. Degisen ve kotiilesen
beslenme ve yasam aligkanliklarinin ortaya ¢ikmasi, infertilitenin bir halk sagligi olarak
karsimiza ¢ikmasina neden olmaktadir. Infertilitenin diinyada gériilme siklig1 (prevalans)

yaklasik %8-12 olarak bildirilmistir [4].

Yardimla iireme teknikleri (YUT); infertil ¢iftlerin gesitli tan1 ve tedavi ydntemlerini
uygulayarak saglikli cocuk elde edebilmelerine yardimer olan tiim islemleri icermektedir.
Tedavi i¢in uygulanan yontemde overlerin kontrollii bir sekilde uyarilmasi sonrasinda
ovulasyonun tetiklenmesiyle tek bir dongiide birden fazla sayida oosit elde edilir. Erkek
esten alinan sperm Ornegi yikama sonrasinda dollenme kabiliyeti kazanir. Her iki gametin
bir araya getirilmesi ile elde edilen embriyolarin gelisimi takip edilir ve bu embriyolar

icinden morfolojik olarak en kaliteli olan embriyo anneye transfer edilir.

In-vitro fertilizasyon (IVF) tedavilerinde embriyo degerlendirmesi morfolojik 6zelliklere
gore yapilir. Embriyonun gelisim seviyesine gore sahip oldugu hiicre sayisi, hiicrelerin
biiyiikliiklerinin esit olmasi ve fragmantasyon tasiyilp tasimadiklarina bakilarak
degerlendirilir. Ancak, embriyonun ya da oositin morfolojisi her zaman onun saglikli

oldugunu gostermez. Morfolojik olarak anormal goziiken embriyolarin %70-80’1 anormal



kromozom dizilimine sahipken, normal gorinimlii olan embriyolarin % 40’1 anormal
s y

kromozom dizilimine sahip olabilmektedir [6].

Yardimla tireme tekniklerinde uygulanan tedavilerin tiim amaci, infertil ¢iftlerin saglikli
cocuk sahibi olmasina yardimei olmaktir. 1978 yilinda Ingiltere’de dogan ilk IVF bebeginin
ardindan, yardimla tireme tekniklerinde yasanan gelismelerle 5 milyonun {izerinde bebek
diinyaya gelmistir [5]. Fakat tiim gelismelere ragmen gebelik hizinda beklenen anlamli artis
yakalanamamuistir. IVF tedavisi alan ciftler ilk denemelerinde ~ %30 oraninda eve bebek
gotiirebiliyorken ikinci denemede bu oran kiimiilatif olarak daha da artmaktadir [6]. Gebelik
olusma ihtimali basta anne yasi olmak iizere bir¢ok etkene bagimlidir. Gebelik hizin
arttirmak adina transfer edilen embriyo sayisi arttirilmakta bu da ¢cogul gebeliklerin sayisin
dramatik olarak yiikseltmektedir. Bu durum hem anne ve bebegin sagligini riske atmakta

hem de artan medikal harcamalar1 da beraberinde getirmektedir [7].

Ureme tibbinin en biiyiik arastirma sorusu yardimla iireme tekniklerinde gebelik oraninin
nasil arttirilacagidir. Bu c¢alisma ile girisimsel olmayan bir yontemle en kaliteli embriyoyu
olusturacak olan oositin segilmesi hedeflenmektedir. Bu sayede en kaliteli oositin gelistirdigi

embriyonun transfer edilmesiyle implantasyon olasiliginin arttirabilecegi diistiniilmektedir.

Folikiil, gamet ve embriyo hiicrelerinde ifade edilen genlerin seviyelerinin degerlendirilmesi
ile embriyo canliligi arasindaki iliski 6nemli arastirma alanlarindir. Bir 6rnekte bulunan
RNAlarin eg zamanl incelenmesine traskriptomik denir. Bu sayede segilen belli bir grup
genin veya genlerin tiimiiniin ifade diizeyi olgiilebilir [8]. Oosite en yakin hiicreler olan
kiimiiliis hiicrelerinin transkriptomik analizi ile oosit olgunlagmasi, déllenmesi, embriyo
yeterliligi ve gebelik sonucu ile iligkilendirilebilir. Geleneksel degerlendirme kriterlerine
eklenecek bir takim yeni tanisal biyobelirtegler tanimlanabilir. Bu sayede gebelik oraninda

artis yakalanabilir.

Yapilan ¢aligmalarda kiimiiliis hiicrelerinin gelisiminde rol oynayan sinyal yolaklarinda
gorev alan genlerin ifade profilleri oosit ve embriyo kalitesini belirlemede biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir [7, 9-11]. Kiimiiliis hiicrelerindeki metabolik
aktivitelerde, hiicre sinyal mekanizmasinda, hiicre dis1 matriks bilesenlerinde gorev alan

bir¢ok gen ifadesi degerlendirilmistir [7, 10-19]



Bu calismada, tiip bebek tedavisi sonucunda iyi/ zayif morfolojiye sahip embriyo gelistiren
oositlerin kiimiiliis hiicrelerinde, Versikan (VCAN), Prostaglandin-endoperoksit sentetaz 2
(PTGS2), Inositol-trifosfat 3-kinaz A (ITPKA) genlerinin ifade seviyeleri arastiriimistir. Bu
genlerden VCAN proteoglikan siiperailesinin bir tiyesi olan hiicre dis1 matrik bilesenlerinden
bir protein kodlar. Kodladig1 protein hiicre adezyonu, ¢ogalmasi, gocii, anjiyogenez, doku
gelisim ve onariminda rol oynar. PTGS2 geni prostoglandin biyosentezindeki anahtar enzimi
kodlar. ITPKA geni ise sinyal mekanizmalarindan inositol fosfat metabolizmasinda rol
oynayan ikincil haberci molekiilii kodlar. Calismamizda artmis ya da azalmis gen ifadesi ile
tedavi sonuglar1 karsilastirilarak, potansiyel gebelik olasihigimi degerlendirecek bir
biyobelirte¢ arastirilmistir. Bu sayede tiip bebek tedavisindeki basar1 oranin ytikseltilmesi

hedeflenmektedir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. infertilite

Dogurganlik, insan gelisiminin énemli bir pargasidir. insanmn temel icgiidiilerinden olan
iireme ile neslin devamliligini saglanmaktadir. Bu ihtiyacin karsilanamamasi insan hayatini
tehdit eden bir rahatsizlik olmasa da, bireyi, aileyi sonug olarak toplumu etkileyen sosyal bir
problemdir. infertilitenin psikolojik, duygusal, finansal, fiziksel ve sosyal bir¢ok etkisi
vardir [20].

Infertilite goriilme siklig1, gelismis iilkelerde %8-10 iken gelismekte olan iilkelerde %15-20
oldugu diisiiniilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii diinyada 60-80 milyon infertil ¢ift oldugunu
tahmin etmektedir [21]. Tiirkiye’deki infertilite goriilme sikligi net olarak bilinmese de %15
olarak tahmin edilmektedir [22].

Infertil ¢iftlerin tedavilerine oncelikle infertilite nedenlerinin arastirilmasiyla baslanr.

Ciftler es zamanl ve birlikte degerlendirilir.
2.2. Infertil Ciftlerin Degerlendirilmesi
2.2.1. Erkek infertilitesinin degerlendirilmesi

Urolojik degerlendirme fiziki muayene sonrasinda detayli hasta dykiisii almarak yapilir.
Oncelikle hastaya spermiyogram testi yapilir. Bu test ile semen 6rneginin rengi, kokusu,
akiskanligi, likefaksiyon (sivilasma siiresi), sperm sayist ve hareketliligi degerlendirilir.
Sperm sayimi Resim 2.1°de gosterilen bu is i¢in 0zel tasarlanmis makler sayim kamarasinda
yapilir. Mikroskobik inceleme ile semende 16kosit, eritrosit gibi farkli hiicrelerin ve
mikroorganizmalarin varlig1 degerlendirilir. Semen steril bir pipetle homojen hale getirilir.
10 pl sayim kamarasina konularak faz kontrast mikroskopta 20X biiylitmede inceleme

yapilir.



Resim 2.1. Sperm sayma kamarasi (Makler kamara)

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan en son 2010 yilinda yenilenen semen degerlendirme
kriterlerine gore spermiyogramlar degerlendirilir [23]. Degerlendirme kriterleri Cizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Semen analizi igin DSO'niin belirledigi en diisiik referans degerler [24]

Parametreler En diisiik referans degerler
Semen hacmi (ml) 1,5(1,4-1,7)

pH >7,2

Total sperm sayis1 (10°) 39 (33-46)

Sperm konsantrasyonu (10° / ml) 15 (12-16)
Toplam motilite (A+B derece %) 40 (38-42)

Ileri hizli motilite (ileri hizli, %) 32 (31-34)

Canli sperm (%) 58 (55-63)

Sperm morfolojisi (normal sekil, %) 4 (3-4)




DSO degerlendirme kriterlerine gore, verilen semen érneginin hacmi en az 1,5 ml olmalidir.
Semenin az olmasi meni kanallarinda bir tikanikliga isaret ediyor olabilir [25]. Hacim
dereceli plastik ya da cam pastor pipet ile ol¢iiliir. Normalde semen opak ve grimsi bir
renktedir. Opakligin az olmast sperm sayisinin az oldugunun gostergesidir. Uzun siireli
cinsel perhiz sonrasi verilen drnek sar1 goriiniimlii olabilir. Kahverengi/ kirmizi goriinimli
orneklerde eritrosit varligi s6z konusudur [26]. Semenin pH degeri 7,2-8 arasinda olmalidir.
7,0 altindaki degerler seminal plazmay1 olusturan kanallarda tikaniklik olabilecegi, idrarin
semene karigmis olabilecegini distindiiriir [25]. Semeni degerlendirmeden once likefiye
olmasi beklenir. Likefaksiyon siiresi semen ilk alindigi anda gozlenen kivamli yapisinin
stvilagmasi i¢in beklenen siiredir. Ortalama 30-60 dk arasinda degismektedir. Bu siirenin
uzamasi istenmeyen bir durum olup, prostat bezinin fonksiyonlarindaki degisiklikten veya
enfeksiyondan kaynaklanabilir [27]. Normalde semen hafif viskéz yapidadir. Kronik

enfeksiyonlarda viskozite artis1 gozlenebilir [27].

Mikroskopik incelemede sperm motilitesi, sayis1 ve morfolojisi degerlendirilir. Ayrica
16kosit ya da eritrosit gibi hiicrelerin varlig1 arastirilir. Lokosit ya da eritrosit hiicrelerinin
semende 1 milyondan az olmast beklenir. Semen likefasyonundan sonra sperm
konsantrasyonu faz kontrast mikroskopta 20X biiylitmede makler kamarada yapilir. Sperm
konsantrasyonu her bir {inite sperm hacmine diisen sperm sayisini ifade eder. Makler
kamarasinin sayim alaninda 10x10 kareden olusan 100 kare bulunur. Kamaraya 10 ul semen
ornegi konulur. Kareli alandaki birbirinden farkli 10 kare sayilarak ortalama sperm
konsantrasyonu belirlenir. Sperm konsatrasyonu i¢in en diisiik referans deger 15 milyon/
ml’dir. Dogru bir degerlendirme i¢in 15 giin ara ile li¢ farkli spermiyogram testi yapilmalidir.
Sperm motilitesi faz kontrast mikroskopta 20X biiyiitmede degerlendirilir. Motilite

degerlendirilmesi dort derece tlizerinden yapilir [28].

A derece (+4): ileri dogrusal hareket eden sperm
B derece (+3): ileri dogrusal olmayan hareket eden sperm
C derece (+2): Yerinde hareket eden sperm

D derece (+1): Hareketsiz sperm

Ideal bir degerlendirme igin makler kamarasinda 100 adet sperm sayilir. Her sperm hareket
kategorisine gore siniflandirilip yiizde hesaplama yapilir. Buna gore toplam motilite (A+ B

derece %) icin en diisiik referans deger %40 iken, ileri hizli motilite %32°dir [24].



Sperm canliligin1 degerlendirmek ic¢in sperm hiicresinin membran biitiinliigiine bakilir. Bu
test hipoozmatik bir ¢dzelti ya da boya kullanilarak yapilir. Ideal olarak 100 adet sperm
degerlendirip yiizde hesaplamasi yapilir. Hareketsiz spermlerin canli olup olmadigini
degerlendirmek oOnemlidir. Hareketsiz ama canli olan spermler kuyruk anomalisinin
oldugunu gosterir. Hem hareketsiz hem cansiz spermlerin varligr ise epididimal bir

patolojiye isaret edebilir [29]. Sperm canlilig1 i¢in en diisiik referans deger %58’dir [24].

Sperm morfolojisini degerlendirmek i¢in 20 pl semen 6rnegi lam {izerine yayilarak preparat
hazirlanir. Spermac veya Diff-Quik Boyama yontemleri kullanilarak preparat boyanir. Bas,
boyun, akrozom ve kuyruk goériinlimlerine gore faz kontrast mikroskopta 100X biiylitmede
degerlendirilir. Ideal bir degerlendirme igin 100 adet sperm say1lir. Degerlendirme esnasinda
spermi normal ya da anormal olarak degerlendirme kriterlerini ortaya koymak i¢in pek ¢ok

girisim yapilmistir. Bunun i¢in DSO tarafindan pek ¢ok smiflandirma yapilmistir.

Spermin morfolojisini degerlendirmede yaygin olarak Kruger ve arkadaslarinin yayinladigi
Kruger kriterleri baz alinir [30]. Spermdeki sekil bozukluklarina odaklanan Kruger kriterleri
DSO sekil degerlendirmesine oranla ¢ok daha sikidir. Buna gore normal sperm hiicresi 60
um uzunlugunda olup bas, boyun, orta par¢a ve kuyruktan olusmaktadir. Sekil. 2.1°de
normal sperm hiicresinin kisimlar1 gésterilmistir. Bas kismi dollenme siirecindeki en 6nemli
kisim olup genetik materyali tasir. Ayrica bu yapilari saran akrozom bulunur. Akrozom basin
% 40- 70’ini kaplayan ve hidrolitik enzimler igeren oval kisimdir. Boyun bélgesi basin
kuyruga baglandigi kisimdir. Orta parga ise karsilikli dizilmis mitokondrilerin bulundugu ve
hareket icin gerekli olan enerjinin iretildigi yerdir. Kuyruk kismi aksonem ve

mikrotiibiillerden olusan ve hareketi saglayan kisimdir [31].



Bas Akrozom

Postakrozom
Boyun

Orta parca

Kuyruk Ana Kuyruk

U¢ kuyruk

Sekil 2.1. Sperm hiicresinin kisimlarinin gosterimi [32]

Kruger kriterlerine gére % 4-14 arast normal form iceren sperm 6rnegi iyi prognozlu, %
4’ten az normal form igeren sperm drnegi ise kotii prognozlu grup olarak degerlendirilir [30].
Normal formu tanimlanan spermin morfolojisinde meydana gelen degisiklige bagl olarak
bas, akrozom, boyun, orta kistm ve kuyruk anomalileri belirlenmistir. Bu anomalilerin
sematik gosterimi Sekil 2.3°te verilmistir. Buna gore bas defektleri; biiyiik, kiiciik, priform,
yuvarlak, elonge, ¢ift bas, amorf bas olarak sayilabilir. Akrozom anomalileri; akrozomun
tam olarak kaybolmasi, akrozomal igerigin azalmasi, akrozomun normalden biiyiik veya
kii¢iik olmasi1 olarak sayilabilir. Boyun ve orta kisim anomalileri; basin asimetrik olarak
kuyruga baglanmasi, kalin ve diizensiz olmasi sayilabilir. Kuyruk anomalileri ise; ¢ift

kuyruk, kivrik kuyruk, keskin a¢ili veya kirik kuyruk seklinde goriilebilir [33].

Semen Orneginde hi¢ sperm olmamasi durumuna azospermi, normalden az sperm
bulunmasina ise oligozoospermi (<15 milyon spermatozoa/mL) denir. Sperm
motilitesindeki azlia ise asthenozoospermi (<%S50 motil spermatozoa) denir. Sperm
morfolojisinin bozuk olmasina ise teratozoospermi (<%4 normal morfoloji) denir. Bir
ornekte tiim anomalilerin birlikte bulunma durumuna oligo-asteno-teratozoospermi
sendromu (OAT Sendromu) adi verilir. Siddetli olarak ortaya ¢ikan OAT sendromunda (<1
milyon spermatozoa/mL) erkek hastanin genital sisteminde tikaniklik ve/veya genetik

bozukluklar goriilmektedir [34].
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Sekil 2.2. Normal ve anormal sperm yapilarinin gosterimi [32] a: Bas anomalilerinin
sematik gosterimi, b: Kuyruk anomalilerinin sematik gdsterimi, c: Boyun
anomalilerinin sematik gosterimi, d: Akrazom anomalilerinin sematik gosterimi

Sperm analizi sonrasinda degerlerin normal smirlar i¢inde bulunmasi kesin gebelik
olusturabilecegi anlamina gelmez. Sperm sayist normal degerin altinda olan bir erkegin
esinde gebelik gergeklesebilirken, sperm sayisi normal sinirlar i¢erisinde olan bir erkegin esi

gebe kalamayabilir.

Erkek infertilitesinin etyolojisi ve dagilimi Cizelge 2.2°de gosterilmistir. Erkeklerde en sik
goriilen infertilite sebebi idiyopatik semen bozukluklaridir (OAT Sendromu). Sperm sayi,
hareketlilik ve morfolojisindeki bozukluklarin anatomik, fizyolojik ve endokrinolojik
nedenleri olabilmektedir. Erkek hastalarin %75,1’inde idiyopatik semen bozukluklari

goriilmektedir [35].
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Cizelge 2.2. Erkek infertilitesinin etyolojisi ve dagilimi (%) [35]

Cinsel Faktorler 1,7
Urogenital enfeksiyonlar 6,6
Dogumsal anomaliler 2,1
Varikosel 12,3
Endokrin bozukluklar 0,6
Immiinolojik faktérler 3,1
Diger hastaliklar 3,0
Idiyopatik semen bozukluklari 75,1

DSO tarafindan iiretrit, prostatit, orsit ve epididimit iirogenital enfeksiyonlar olarak
tanimlanmaktadir. Cinsel yolla bulasan patojenler nedeniyle {ireme organlarinda
inflamasyon gelisir. Bunun sonucunda spermatogenez asamalarinda duraksama, sperm

tiretimi ve fonksiyon bozuklugu meydana gelmektedir [36].

Varikosel testisteki toplardamarlarin asir1 genislemesiyle ortaya ¢ikan bir damar hastaligidir.
Testis gelisiminde gerilemeye ve sperm iiretimini bozarak infertiliteye sebep olmaktadir.
Erkek hastalarin %12,3’iinde varikosele rastlanmaktadir. Ereksiyon, bosalma, libido
problemleri gibi cinsel faktorler tan1 konulduktan sonra uygun tedavi ile ¢iftler ¢ocuk sahibi
olabilirler. Erkek hastalarmm %1,7’sinde cinsel faktdrler goriilmektedir. Immiinolojik
faktorler nedeniyle ortaya ¢ikan infertilite %3,1 oraninda gozlenirken, dogumsal anomaliler
nedeniyle ortaya ¢ikan infertilite % 2,1 oranindadir. Erkek hastalarin %6,6’sinda lirogenital
enfeksiyonlar goriilmektedir. Endokrin bozukluklar ise % 0,6 oraninda goriilmektedir.
Enfeksiyonlar ve hormonal bozukluklar ila¢ verilerek tedavi edilebilmektedir. Semen
parametreleri 1s18inda degerlendirmeler; endokrinolojik, genetik ve ultrasonografik

tetkiklerle yapilir. Bu sayede erkek hastanin infertilite degerlendirilmesi tamamlanir [35].

Erkege bagl infertilite tiim infertilite olgularinin % 30-40’1n1 olusturmaktadir. Genellikle;
sperm sayisindaki azlik, sperm morfolojisindeki bozukluklar, sperm hareketliligindeki
yetersizlik ya da bunlarin ¢esitli kombinasyonu seklinde ortaya g¢ikmaktadir. Semen
parametreleri tibbi veya cerrahi yollarla diizeltilebilir. Tedavisi miimkiin olmayan vakalarda
epididimden ya da testisten sperm elde etme sonrasinda mikroenjeksiyon yontemi ile tedavi

planlanabilir.
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2.2.2. Kadin infertilitesinin degerlendirilmesi

Saglikli bir gebelik ve dogum kadin anatomisi ve fizyolojisine bagli oldugu icin infertilite
tedavisinde kadin hastanin degerlendirilmesi en kritik asamadir [34]. Degerlendirme
oncelikle fiziki muayene ve detayli Oykii alinarak yapilir. Hem anatomik hem de
ultrasonografik degerlendirme yapilir. Yumurta hiicreleri overlerdeki folikiiller igerisine
yerlesmislerdir. Ultrason ile folikiiller degerlendirilir. Hastanin tubal ve pelvik patalojilerini
degerlendirmek i¢in histerosalpingografi yapilir. Bunun i¢in rahim ig¢ine verilen kontrast

madde ile rahmin i¢i ve tliplerin agiklig1 ¢ekilen grafi ile degerlendirilir.

Kadinlarda ilerleyen yasla beraber over fonksiyonlarinda gerileme ve buna bagl olarak
dolleme kapasitesi olan oosit iiretebilme (over rezervi) hizi 6zellikle 35 yas lizerinde
azalmaya baslar. Hastanin ovaryen rezervini 6lgmek i¢in erken folikiiler fazdaki (dongiiniin
3. glinii) serum folikiil stimiilan hormon (FSH) konsantrasyonu en basit ve en sik uygulanan
ovaryan rezerv O0l¢im yontemidir [37]. FSH iireme sisteminin 6nemli hormonlarindan olup
folikiillerin biiytimesinden sorumludur. Kadin infertilitesinin etyolojisi ve dagilimi Cizelge

2.3’ de gosterilmistir.

Infertil kadinlarda yumurtlama ile ilgili yasanan problemler (ovulatuar disfonksiyon) %40
oraninda gozlenir. Genelde yumurtlama diizensizligi sonucunda adet diizensizligi seklinde
kendini gosterir. Infertil kadinlarda ovulasyon varhig mutlaka tespit edilmelidir. Ovulasyon
hipoptalamus, hipofiz ve over aksinin hormonal ve fizyolojik olarak uyumlu c¢alismasiyla
olusur. Bu uyum herhangi bir asamada bozulursa anovulasyon ile sonuglanir. Anovulatuar
kadinlarda endometrium kalinlasamadigi i¢in implantasyona uygun mikrogevre de
saglanamaz. Polikistik over sendromu, hipogonadotropik hipogonadizm, ovaryen yetmezlik

hastalar1 bu grubun i¢inde yer alir [34].

Cizelge 2.3. Kadm infertilitesinin etyolojisi dagilimi (%) [34]

Ovulatuar disfonksiyon ~ %40
Tubal ve pelvik patolojiler ~ %40
Uterin/ servikal patolojiler ~ %10

Aciklanamayan infertilite ~ %10
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Infertil kadmnlarin % 40’mnda tubal/ pelvik faktorler tespit edilmistir. Tubalar overlerde
olgunlasan oositlerin dollendigi ve sonrasinda rahme tagindigi organlardir. Proksimal ve
distal tubal tikanikliklar, hidrosalpinks, pelvik adezyonlar, endometriozis, gegirilen tubal
cerrahiler, gecirilen pelvik inflamatuar hastaliklar nedeniyle olusmaktadir. Tiim bu faktorler
rahim filmi ve laparoskopi ile degerlendirilir. Tiiplerde goriilen hasarli boliimlerin veya
tikanikliklarin ameliyatla diizeltilmesi ¢ok kabul gormemekte ve olusacak yeni yapisikliklar

nedeniyle dogrudan tiip bebek tedavisine gegilmesi onerilir [34].

Infertil kadmlarin % 10’unda uterin/ servikal faktdrler tespit edilmistir. Miillerian
anomaliler, servikal polip, endometrial polip, intramural ve submiik6z miyomlar bu gruba
ornek verilebilir. Uterusta yer alan polip ve miyomlar kavite yiizeyini bozarak, kanlanmay1

bozarak, tubal ostiumlari tikayarak infertiliteye sebep olmaktadir [38].

Degerlendirmeler sonucunda kullanilan tanisal testler normal ¢ikmasina ragmen cocuk
sahibi olamayan giftler ise agiklanamayan infertilite ile tanimlanir. Agiklanamayan infertilite
tanis1 i¢cin normal sperm parametreleri, ovulasyon, iiterin kavite ve tubalardan en az birinin
acik oldugunun gosterilmesi gerekir. Bu hastalarin iireme hiz1 alt sinirdadir. Bu hastalarda
aylik gebe kalma olasiligi %2-4’diir ve normal giftlerin (% 20) oldukea altindadir [39]. Bu
gruptaki hastalarin oosit ve sperm gelisiminde, déllenme, implantasyon ve erken embriyonik
donemde gelisimsel bozukluklar oldugu diisiiniilmektedir. Agiklanamayan Infertil

hastalarda kadinin yas1 ve infertilite siiresi arttik¢a, gebelik sansi1 da azalmaktadir.

Infertil ciftlerin %85-90’nin tibbi ve cerrahi tedavilerle infertiliteye neden olan sorunun
giderilmesiyle ¢ocuk sahibi olma yolu agilmaktadir. Geriye kalan % 10-15’1 ise yardimla
tireme tekniklerinden destek almaktadirlar [40]. Yardimci tireme teknikleri sayesinde kadin
viicudunda iiretilen birden fazla yumurta hiicresinin viicut disina alinarak erkegin spermi ile
laboratuvar ortaminda IVF teknikleri ile d6llenmesi, embriyo gelistirilmesi ve elde edilen

embriyonun kadin rahmi i¢ine konulmasi ile gebelik olusturulmasi amaglanir.

2.3. Yardimla Ureme Teknikleri (YUT)

Dogal yollardan gebe kalamayan ¢iftlerde uygulanan tibbi yontem ve tedavilerin tamami
yardimla lireme teknikleri olarak adlandirilir. Bu sayede infertil ¢iftlerin saglikli ¢ocuk

sahibi olmas1 amaglanir.
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Yardimla iireme teknikleri ile yapilan tedaviler bircok asamadan olusur. Kontrollii yapilan
overyan stimiilasyon ile overler uyarilir ve sonrasinda oositler toplanir. Erkek hastadan
semen aliarak fertilizasyon icin yikama yapilir. Her iki gamet laboratuvar ortaminda bir
araya getirilerek embriyolar olusturulur. Embriyolarin inkiibatérde gelisimleri takip edilir.

Elde edilen embriyolardan en kaliteli olan1 anne adayina transfer edilir.

Louise Brown adinda saglikli ilk tiip bebek Dr. Edwars ve Dr. Steptoe’nun yaptigi in-vitro
fertilizasyon yontemiyle 1978 yilinda Cambridge’de diinyaya gelmistir [41]. Uzerinden
gecen zaman i¢inde yapilan yatirimlar ve gelistirilen teknolojiler sayesinde bugiin yardimla
tireme tedavileri infertil hastalara umut 15131 olmaktadir. Infertil bir ¢ift degerlendirildiginde,

infertilitenin altinda yatan nedenler iyice belirlenmeli, ona uygun bir tedavi uygulanmalidir.

IIk TVF bebegi dogal dongii sonrasi diinyaya gelmistir. Bu basarinin ardindan ABD’de
baglatilan bir programin sonunda 41 laparoskopik oosit toplama (OPU) denemesinin
hi¢birinin gebelikle sonu¢lanmamasi sonrasinda hastalarin overlerini hiperstimiile etmek
i¢cin insan menopozal gonadotropinini (HMG) uygulamaya karar verilmistir. Hastaya 4 giin
icinde toplam 7 ampul HMG uygulanmistir. Sonucta ABD’de ilk IVF bebegi diinyaya
gelmistir [42]. Atilan bu basarili adimla IVF tedavilerinde over stimiilasyon donemi
baslamistir. Zaman iginde artan iireme biyolojisi bilgisi, farmakolojik ilerlemeler ve
teknolojik gelismeler sayesinde insan menopozal gonadotropinini (HMG) uygulamalar1 IVF
tedavilerinin etkinligini arttirmistir. Yardimla iireme tekniklerinin tamaminda ilk basamak

tedavidir.

Yardimla tireme tekniklerinde en yaygin olarak kullanilan tedaviler giiniimiizde ii¢ baslik
altinda toplanabilir. Bunlar intra uterin inseminasyon (IUI), In-vitro fertilizasyon (IVF) ve

intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)’ dur.

Tiim hastalar i¢in gegerli sabit bir gonadotropin dozu, kullanim siiresi, uygulama sekli
yoktur. Baslangi¢c dozuna karar vermek igin yas, viicut kitle endeksi (VKI), antral folikiil
sayisi, bazal FSH ve 0strodiol (E2) seviyesini birlikte degerlendirmek gerekir. Tedavi
protokollerinde folikiil ve oosit gelisimini saglamak i¢in gonadotropinler, hormonal kontrol
icin gonadotropin releasing hormon agonisti (GnRHa) ve antagonisti (GnRHant), oosit
olgunlagmasi i¢in insan koryonik gonadotropin (hCG) ve luteal destek icin progesteron

kullanilir. KOH uygulamasinda temel hedef disaridan verilen gonadotropin uyaristyla ideal
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say1 ve kalitede oosit elde etmektir. Bu nedenle FSH, luteinizan hormon (LH) ve HMG
preperatlari tek basina veya birlikte kullanilabilir [43].

IUI tedavisinde kadiin overleri kontrollii yapilan stimiilasyon ile uyarilir. Folikiillerin
biiyiikliikleri ultrasonografik 6l¢iim ve es zamanli yapilan serum 6strojen (E2) seviyesi takibi
ile devam eder. Folikiillerin en az biri 18 mm biiyiikliige ulastiginda ovulasyonu tetiklemek
icin insan koryonik gonadotropin (hCG) uygulamasi yapilir. hCG uygulamasindan 36 saat
sonra IUI islemi planlanir. Islem giinii erkek hastadan alinan semen drnegi cesitli yikama
asamalarindan gegcirilerek seminal plazmadan ayrnistirilir ve spermlerin dolleme kabiliyeti
kazanmas1 saglanir. Hazirlanan sperm o6rnegi kadin hastanin uterin kavitesine bir katater
yardimiyla verilerek gametlerin dogal ortamlarinda karsilagma olasilig1 arttirilir. Bu sayede
fertilizasyon kadin hastanin viicudunda gerceklesmis olur. IUI tedavisinin gebelik olasiligi

% 10-15 arasindadir [40].

IVF tedavisinde 6nce kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon yapilir. Gelisen folikiillerden en
az 3 tanesinin 18 mm olmasi ve her bir folikiil i¢in E2 degerinin 800- 1000 pmol/ L olmas1
halide ovulasyonu tetiklemek i¢in insan koryonik gonadotropin (hCG) uygulamasi yapilir.
hCG uygulamasindan 36 saat sonra OPU islemi planlanir. Bu planlamaya gére embriyoloji
laboratuvarinda OPU’ dan bir gilin 6nce hazirlik yapilir. Giintimiizde oosit, sperm ve embriyo
icin her birinin ihtiyag¢larina yonelik olarak tasarlanmis ve ticari olarak satilan besiyerleri
gelistirilmistir. Hiicreler i¢in yapilacak mikromanipiilasyonlar i¢in gerekli olan besiyerleri
tek kullanimlik steril plastik petri kaplarina hazirlanarak bir gece 6ncesinden 37 °C’de %6
CO2 ve %5 O kontrollii inkiibatére konulur. Bu sayede besiyerlerinin sicaklik ve pH’s1
dengelenir. IVF tedavisi boyunca yapilan tiim mikromanipiilasyonlar i¢in kullanilan petri

kaplar1 Resim 2.4’°te gosterilmistir.

Erkek hastada alinan semen ornegi yikanarak seminal plazmadan ayristirilir. Bu sayede
dolleme yetenegi kazanan sperm IVF i¢in hazirlanmis olur. Kararlastirilan saatte oositler,
transvaginal ultrason esliginde igne yardimiyla toplanir. Aspirasyon ignesi ile aspire edilen
folikiil stvilar1 IVF laboratuvarina iletilir. Folikiil sivilar1 10 cm steril plastik petri kaplarina
dokiiliir. Stero mikroskop altinda kiimiiliis- oosit kompleksleri arastirilir ve cam pastor pipet

yardimiyla oosit toplama petri kabina (Resim 2.2) konulur.
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Toplanan kiimiiliis-oosit kompleksleri 2-4 saatligine oosit inkiibasyon petri kabina (Resim
2.2) aktarilip inkiibatore kaldirilir. Fertilizasyon islemi i¢in, her bir kiimiiliis-oosit kompleksi
basina 100 000 sperm gelecek sekilde hazirlanmis sperm 6rneginden eklenir. Bu sayede
hastalarin gametleri in-vitro ortamada dollenmesi i¢in ayni petri kabinda bir araya getirilmis
olur. Ertesi giin oositlerin etrafindaki kiimiiliis hiicreleri deniidasyon pipeti ile pipetaj
yapilarak temizlenir. Kiimiiliis hiicrelerinden ve spermlerden temizlenen oositler kiiltiir petri
kabina (Resim 2.2) alinir ve inverted mikroskopta fertilizasyon kontrolii yapilir. Oositin
sitoplazmasinda erkek ve disi proniikleus gozlemlenir. Dollenen oositlerin devam eden

kiiltiir glinlerinde once ikiye sonra sirasiyla dorde ve sekize boliinmesi takip edilir.
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Resim 2.2. IVF laboratuarinda mikromanipulasyon i¢in hazirlanan petri kaplari a) Oosit
toplama petri kabi, b) Oosit inkiibasyon petri kabi, ¢) Oosit temizleme petri kabi,
d) ICSI petri kabi, €) Embriyo kiiltiir petri kabi, f) Embriyo transfer petri kabi

Gelisen en kaliteli embriyonun uterusa bir katater yardimiyla transferinin yapilmasiyla
tedavi son bulur. IVF tedavisinde ddllenme laboratuvar ortaminda olmasina ragmen sperm

kendi marifeti ile oositi doller.
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Intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) IVF tedavilerinin 6zel bir seklidir. ilk kez 1992
yilinda Briiksel’de Palermo tarafindan gelistirilmis bir tekniktir [44]. Siddetli erkek
infertilitesinin tedavisi igin ¢ok biiyiik bir basar1 saglamigtir [45]. Cok diisiik sperm sayisi
ve motilitesi olan erkek hastalarin ancak sperm donasyonu ya da evlat edinme ile ¢ocuk
sahibi olma olasilig1 varken, ICSI sayesinde bu olasilik artmistir. IVF tekniginden farkli
olarak dollenme mikroenjeksiyon ile sperm hiicresinin oositin sitoplazmasi igerisine
birakilmasiyla yapilir. Dolayisiyla kadin hastadan toplanan oosit kadar sperm hiicresi olmasi
tedavi i¢in yeterli olur. ICSI isleminin 6ncesi ve sonrasindaki islemler IVF tekniginin
aynisidir. Giivenirligi kanitlanan ICSI teknigi IVF tedavilerinde oldukc¢a yayginlasmis,

zamanla tiim infertil hastalara uygulanir hale gelmistir [45].

Mikromanipulasyon i¢in Oncelikle oositin etrafindaki kiimiiliis hiicrelerinin temizlenmesi
gerekir. Bunun igin hazirlanan oosit temizleme petri kabinda (Resim 2.4) kiimiiliis-00sit
kompleksleri dnce hyalorinidaz enzimiyle muamele edilerek kimyasal temizlik, sonrasinda
denudasyon pipetiyle pipetaj yapilarak fiziksel temizlik yapilir. Bu sayede oositin etrafindaki
kiimiiliis hiicreleri uzaklastirilir ve oositin olgunluk seviyesi tayin edilir. Ciinkii sadece
Metefaz-II asamasinda olan oositlere mikroenjeksiyon yapilir. Hazirlanan oositler ve
spermler mikroenjeksiyon petri kabina (Resim 2.2) yerlestirilir. Mikromanipiilatoriin tutucu
pipeti oositi sabitlerken, enjeksiyon pipeti spermi dnce hareketsiz hale getirir, sonrasinda da
sitoplazmanin igerisine birakir. Mikroenjeksiyon esnasinda mikropipetlerin konumu ve
enjeksiyon Resim 2.3’te gosterilmistir. D6llenme sonrasi oositler kiiltiir petri kabina (Resim
2.2) konularak inkiibatore kaldirilir. ICSI sonras1 18-22. saatte fertilizasyon kontrolii yapilir.
Fertilizasyon disi ve erkege ait iki proniikleusun goriilmesi ile tespit edilir. ICSI isleminden
yaklasik 24 saat sonra embriyo ilk boliinmesini gergeklestirir ve iki blastomerli embriyo
olusur. Kiiltiiriin ikinci giinii 4 blastomerli, tiglincii giin 8 blastomerli embriyo haline gelir.
Dérdiincii giin blastomerlerin hiicre sinirlar1 kaybolur ve morula asamasina geger. Besinci
giin de ise blastosist evresine ulagir. Oositin déllenmeden besinci glin embriyo agamasina

kadar gegirdigi siirecler Resim 2.4” de gosterilmistir.
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Resim 2.3. Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) a) Oosit tutucu pipetle sabitlenir, tek
sperm  hiicresini  tagtyan mikropipetin  ICSI  6ncesi  pozisyonu, b)
Mikroenjeksiyon yapilist

In-vitro ortamda gelisen embriyolarin blastomer sayisi, boliinme hizi, blastomerlerin
sitoplazmik Ozellikleriyle sekil ve biiyiikligii, fragmantasyonun varligi ve dagilimi gibi
kriterlere bakilarak bir derecelendirme yapilarak embriyo kalitesi degerlendirilir.

Embriyolarin degerlendirilme kriterleri Cizelge 2.4’de gosterilmistir.

Grade-I embriyolar ikinci giinde 4, tiglincii glinde 8 blastomerlidir. Blastomerler esit
biiyiikliikte, yuvarlak ve parlak sitoplazmalidir. Fragman igermezler. Grade-11 embriyolar
blastomer sayis1 ve biiylikliigli esit olabilecegi gibi bir miktar farklilikta gosterebilirler.
Fragmantasyon oran1 %5-10 arasindadir. Grade-III embriyolarda sekil ve biiytikliik fark:
artmigtir. Fragmantasyon orani %10-20 arasindadir. Grade-1V embriyolar ise blastomerlerin
say1, sekil ve biiytikliikleri birbirinden farklidir. Blastomer sayilar1 net olarak tespit

edilemez. Fragmantasyon embriyonun % 50’sindan fazlasin1 kaplamistir [46].
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Cizelge 2.4. Embriyolarin degerlendirilme kriterleri [46]

Grade | Esit biiytikliikte blastomere sahip, fragmantasyon goriilmeyen embriyo
Grade Il Esit blastomere sahip, < %5-10 oraninda fragmantasyon gdsteren
embriyo
Grade Il Esit olmayan blastomere sahip, < %10-20 oraninda fragmantasyon
gosteren gosteren embriyo
Blastomerleri birbirinden tamamen farkli, blastomer sayis1 tam olarak
Grade IV

tespit edilemeyen, ileri derecede fragmantasyona sahip embriyo

Embriyo derecelendirmede blastomer biiyiikliikleri ve fragmantasyon dagiliminin sematik
gosterimi Sekil 2.3” de gosterilmistir. Kiiltiir siiresince embriyolarin morfolojik karakterleri
yapilan giinliik kontrollerde kayit altina alinir. Hastanin gelistirdigi embriyolardan
morfolojik olarak en kaliteli olan katatere yiiklenerek ultrason esliginde hastaya transfer
edilir. Transfer giiniinden 12 giin sonra hastanin kaninda BhCG seviyesine bakilarak gebelik
arastirilir. Mikroenjeksiyonun gebelik olasilig1 infertilite sebebine bagli olmakla beraber %
30-40 arasindadir [40].

Grade-1 Grade- II

Grade-IV

Sekil 2.3. Embriyo derecelendirmesinde blastomer biiyiikliikkleri ve fragmantasyon
dagiliminin sematik gosterimi [47]
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Resim 2.4. Oositin dollenmeden sonraki gelisim asamalar1 a) Insan oositi, b) Dollenen
oositte disi ve erkek proniikleusun olusumu, c) Ikinci giin insan embriyosu,
d) Ugiincii giin insan embriyosu, e) Besinci giin embriyosu (blastosist),
) Hatching blastosist

Yardimla tireme tedavilerinin tiim amaci, infertil ¢iftlerin saglikli cocuk sahibi olmasina
yardimci olmaktir. Gelisen teknolojiler sayesinde eve bebek gotiirme hizi %30’lara kadar
cikarilmigtir. Yapilan ¢ogu tedavide gebelik hizini arttirmak adina transfer edilen embriyo
sayist arttirilmakta bu da cogul gebeliklerin sayisini dramatik olarak yilikselmektedir.
Infertilite tedavisi sonucu olusan dogumlar tiim canl tekiz dogumlarin % 1-3’iinii, ikiz
dogumlarin % 30-50" sini ve daha fazla sayidaki ¢ogul dogumlarin % 75’ ten fazlasini
olugturmaktadir [48]. Bu durum hem anne ve bebegin sagligini riske atmakta hem de artan
medikal harcamalar1 da beraberinde getirmektedir [49]. Yardimla iireme tedavi
uygulamalarinda gebelik oranini arttirmak icin en kaliteli oosite gebelik sansi taniyacak,

girisimsel olmayan bir se¢cim metoduna ihtiyag vardir.
2.4. Ureme Fizyolojisi

Kadin tireme organlari bir ¢ift ovaryum (yumurtalik), bir ¢ift tuba uterina (yumurta
kanallar1), uterus (rahim), vajina ve dis genital organlardan (vulva) meydana gelir. Kadin

iireme organlariin sematik goriiniimii Sekil 2.4’de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Kadin tireme organlarinin sematik goriiniimii [50]

Overlerin iireme fizyolojisinde iki 6nemli gorevi tlireme hiicrelerini (gamet) liretmek ve
steroid hormonlarini salgilamaktir [51]. Overlerden Gstrojen ve progesteron adi verilen iki

esas hormon salgilanir.

Overlerden olgunlagmis bir oositin atilmasi (ovulasyon), puberte ile baslar ve menopoza
kadar devam eder. Ovulasyon mensturasyon baslangicindan itibaren ortalama 13-14. glinde
gerceklesir ve her 28 giinde tekrar edilir. Bu dongiiye ovaryan dongii denir. Genellikle her
ay 7-14 folikiilden biri segilerek ovule olurken kalan folikiiller bozularak korpus luteumu

olusturur [52].
2.4.1. Folikiilogenez

Tiim memeli hayvanlarin overlerinde, oositler kendi yapisal ve gelisimsel nisleri olan folikiil
icinde bulunurlar. Folikiil, overlerin temel yap1 tasidir. Primordial folikiiliin se¢imiyle
baslayip, olgun oosit gelismesi ve en nihayetinde ovulasyon ile sonuglanan siirece
folikiilogenez adi verilir. Folikiiliin yapisi oosit ve onu c¢evreleyen graniiloza ve teka
hiicrelerinden olusur. insan graniiloza hiicreleri folikiilogenez siiresince oositlerin biiyiime
ve gelismesi i¢in biiyiik neme sahip olduklar1 gibi endometrial gelisim ve ovulasyon igin
gerekli hormonlarin salgilanmasinda da etkin rollere sahiptir [53]. En distaki teka hiicreleri
ise ovulasyon esnasinda steroid hormonu sentezler. Sekil 2.5’de ovaryumdaki folikiillerin

gelisim agamalar1 gosterilmistir. Ovaryumda folikiiller gelisim agamasina gore {lige ayrilir.
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1. Primordiyal folikiiller
2. Biiyiiyen folikiiller
3. Olgun folikiil (graffian folikiil)

Primordiyal folikiiller dogumdan énce ovaryumda bulunan folikiillerdir. I¢indeki primer
oosit tek katli yasst hiicrelerle cevrilidir. Primordiyal folikiillerin gelismesiyle biiyliyen
folikiiller olusur. Bu folikiiller gelisim evrelerine baglh olarak primer ve sekonder olmak
iizere ikiye ayrilir. Primer folikiillerde oositi gevreleyen yassi epitel kiibik epitele degisir. Bu
asamada oositin etrafinda hiicre igcermeyen glikoproteinlerden olusan bir yap1 gelisir. Bu
yapiya zona pellusida adi verilir. Zona pellusida igerisinde transzonal kanallar vardir. Bu
donemde folikiilii ¢evreleyen stromada hiicreler farklilagarak teka tabakasini olusturur.
Stromada yer alan fibroblastlar teka interna ve teka eksterna olarak farklilasir. Teka interna
sekonder folikiilii distan kusatan ve dstrojen hormonu sentezleyen damarca zengin tabakadir.
Teka eksterna ise kollajen fiberlerden olusmus bir bag dokusudur ve hormon salgilayamazlar
[54, 55]. Folikiilogenez ve oosit olgunlagmasi eszamanli gergeklesir. Oosit insanin en biiyiik
hiicresi olup, genis vezikiiler niikleusa sahip bir hiicredir. Oositin biiylimesi graniiloza
hiicrelerinin kontrolii altindadir. Zona pellusida igerisindeki transzonal uzantilar sayesinde

aminoasitler, niikleotidler ve tliim metabolitlerin gecisi saglanir.

Oositin biiylimesiyle es zamanli olarak graniiloza hiicreleri de ¢ogalir ve hiicreler arasinda
stv1 birikir. Folikiil i¢inde hiicrelerden gelen sivilarla dolu olan diizensiz bosluklar olusur ve
folikiil sekonder folikiil (antral folikiil) adin1 alir. Folikiildeki bosluk giderek genisler, oosit
ve etrafindaki graniiloza hiicreleri folikiiliin bir ucuna dogru itilir. Bu yap1 kumulus ooforus
olarak tanimlanir. Oositin g¢evresindeki siki paketlenen graniiloza hiicreleri ise corona
radiata adini alir. Bu asamadaki folikiil olgun folikiil (graffian folikiil) adini1 alir. Oositi
cevreleyen bu graniiloza hiicreleri ovulasyon ile overlerden ayrilirken oosite eslik eder.

Corona radiata hiicreleri ovumun hiicre membrani ile temas halindedir [55].

Her adet doneminde bir folikiil secilerek digerlerinden daha fazla biiyiiyerek ortalama 14
giin sonunda graafian folikiil adim1 alir. Son derece genislemis olan folikiil ovaryum
yiizeyinden bir yirtilma yaparak dollenme kapasitesine sahip olan oositi ve etrafindaki
graniiloza hiicrelerini tuba uterina’ya atar. Ovulasyonu takiben antral bosluk kanla dolar ve
sonrasinda bag dokusu yapisini alir. Graniiloza hiicreleri kivrimli bir hal alir ve luteinasyon

geliserek korpus luteum olusur [56].
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Folikiil katmanlarimin her biri saglikli bir oositin gelisimi igin ¢alisir. Bu sayede ovulasyon
sonrasindaki fertilizasyon ve embriyo gelisimi basarili bir sekilde gerceklesir. Bu siireglerde

hiicre gruplari karsilikli bir iletisim ig¢indedirler [57, 58].

primer oosit (4n DNA) o

'

primordial folikiil % primer cosit (4n DNA)

bazal membran

. S __ granuloza hucreleri
rimer folikdil
" zona pellusida

primer cosit (4n DNA)

granuloza hucreleri

sekonder folikiil . teks hicreleri
i Y primer oosit (4n DNA)
'
biiytiyen folikiil

primer ocosit (4n DNA)
Mayoz-l tamamlanir

teka eksterna
teka interna

A graniloza hiicreleri

.-. " zona pellusida

corona radiata
kiimulus ooforus

Mayoz-ll baslamasi, fertilizasyon, mayoz-ll tamamlanmasi

corona radiata 1

ovule olmus oosit

11: kutup cisimcigi

f
fertilize cosit

Sekil 2.5. Ovaryumdaki folikiillerin gelisim agamalarina gore sematik gosterimi [59]
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2.4.2. Oogenez

Disi tireme hiicrelerinin gelismesi ve olgunlasmasi siirecine oogenezis adi verilir ve dogum

Oncesi (prenatal) ve dogum sonrasi (postnatal) donem olacak sekilde iki agamal1 bir stiregtir.

Oogenezin prenatal evresinde; gebeligin 5-6. haftalarinda genital kabartiya dogru go¢ eden
primordial germ hiicreleri oogoniyumlara doniistirler. Oogoniyumlar dogum Oncesi
donemde 6 ile 8. haftalar1 arasinda mitotik ¢ogalma gecirirler. Yassi epitel hiicreleri ile
cevrelenir. Bu sayede folikiiller olusur [59]. Primordial germ hiicrelerinden primer oosit

evresine kadar oogenez asamalari Sekil 2.6’de gosterilmistir.

P Mitotik
<211 bolinme

Mitotik
bélinme

ﬁﬁ;{;&du Oogoniyum ‘ Profaz evresinde
germ hiicresi primer oosit

Sekil 2.6. Primordial germ hiicrelerinden primer oosit evresine kadar oogenez asamalari
[59]

Oogoniyumlar mitoz gegirirken bir kismi da folikiil hiicrelerince salgilanan inhibitorler
nedeniyle profaz evresinin diploten evresinde tutuklanir ve primordial folikiil olarak
beklemeleri saglanir. Takip eden birka¢ ay iginde oogoniyumlarin sayist hizla artar ve
besinci aymn sonunda en fazla (7 milyon) seviyesine ulasir [59]. Bu sirada hiicre 6liimleri
baslar ve bircok oogoniyum ve primer oosit bozunarak islevini kaybeder. Yedinci ayda
oogoniyumlarin over korteksine yerlesmis olanlarmin disindakiler dejenere olur. Geriye
kalan primer oositlerin tiimii mayoz-I’in profazina girer ve diploten evresinde tutuklanir.
Primer oosit etrafindaki tek katli yassi epitel ile birlikte primordiyal folikiil adini alir [59].
Sekil 2.7’ de prenatal donemdeki oogenezin gebelik doneminde ve dogum esnasindaki

asamalar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.7. Prenatal donemdeki oogenezin gebelik doneminde ve dogum esnasindaki
asamalarinin sematik gosterimi [59]

Postnatal donemde yeni dogan kiz ¢ocugunun over korteksinde 2 milyona yakin primordial
folikiil bulunmaktadir. Meydana gelen islev kayiplar1 nedeniyle bu say1 puberteye kadar
yaklagik 400 000’e¢ kadar geriler [54, 56]. Bu durum erkeklerin giinliik irettikleri
milyonlarca sperm hiicresinin yaninda oldukc¢a soniik kalir. Bunun sebebi disilerdeki germ
kok hiicrelerinin yeniden tetiklenerek tekrar tekrar germ hiicresi olusturmamasidir. Sonug

olarak oosit; sperme oranla nadir ama degerli bir iireme hiicresidir [58].

Primer oositler puberteye kadar mayoz-I’in profazinda tutuklanir. Bu durum folikiil
hiicrelerinden salinan oosit olgunlagmasini inhibe edici faktér (OMI) tarafindan saglanir.
Puberte ile birlikte hipofizden salgilanan gonadotropinlerin etkisiyle her menstruel dongi
basinda 5-15 folikiil gelismeye baslar. Primordiyal folikiiller sirasiyla primer, sekonder,
graffian folikiil asamalarindan gegerek olgun folikiil halini alir. LH etkisiyle ovulasyona
hazir folikiil haline gelirler [59]. Sekil 2.8’da gosterildigi gibi oogenez ve folikiillogenez

birbirine bagimli ve es zamanl gelisen olaylardir.
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Sekil 2.8. Birbiriyle es zamanl gergeklesen oogenez ve folikiilogenezin sematik olarak
gosterimi [60]

Folikiiliin i¢indeki I. Mayoz’un profaz evresinde tutuklu bulunan primer oosit gelismeye
baslar. Primer oositin olgun oosit asamasina kadar gecirdigi genetik degisimler Sekil 2.9° de
gosterilmistir. Primer oosit oncelikle mayoz-I’1 tamamlar. Her biri 23 ¢ift kromozom (2n)
iceren 2 yavru hiicre olusur. Olusan yavru hiicreler sitoplazmayi esit paylasmazlar. Yavru
hiicrelerden biri sitoplazmanin ¢ok biiyiikk kismmi alarak sekonder oositi digeri ¢ok az
sitoplazma alarak diger hiicre birinci kutup cisimcigini olusturur. Olusan kutup cisimcigi
oositin hiicre zar1 ile zona pellusida arasindaki previtellin boslukta kalir. Mayoz-I
ovulasyondan hemen Once tamamlanir ve mayoz-II’ye ilerler. Bu sefer de ovulasyon
oncesinde mayoz-II'nin metefaz asamasinda tutuklanir. Eger oosit sperm ile dollenirse

mayoz tamamlanir. Dollenme olmazsa oosit 24 saat iginde dejenere olur [61].
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Sekil 2.9. Primer oositin olgun oosit asamasina kadar ge¢irdigi genetik degisimlerin sematik
gosterimi [62]

Gelisen folikiillerden biri segilir ve dominant folikiil haline gelir. Dominant folikiil disindaki
gelismeye baglayan diger folikiiller bozunmaya ugrar. Bu sekilde folikiil say1s1 menapoza
kadar gittikge azalir. Over korteksinde hig¢ folikiil kalmadig1 zaman menapoz gerceklesir.
Puberteden menapoza kadar ancak 400-500 folikiil ovule olabilecek sansa sahip olur [56,
63]

2.4.3. Overlerin hormonal kontroli

Overlerdeki degisimlerin biiyiik kismi, 6n hipofizden salgilanan gonadotropik hormonlar ile
kontrol edilir. Gonadotropik hormonlar tarafindan uyarilmayan oositler inaktiftir. Puberte
ile birlikte geribildirim mekanizmalarina sahip néroendokrin bir yolak olan hipotalamus-
hipofiz-adrenal aks (HPA aksi) aktive olur. Hipotalamustan salinan gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH) sayesinde hipofiz bezinin 6n lobundan FSH ve LH salinir. Bu hormonlar
menstral dongiiniin kontroliinden sorumludur. Sekil 2.10°de hipotalmus, hipofiz bezi, over

ve endometrium iletisimi sematik olarak gosterilmistir. FSH folikiillerin gelisimini ve
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sonrasinda da Ostrojen salgilamasimni saglar. LH, mayoz béliinmede tutuklanan oositin

mayozu tamamlamasini, ovulasyonu ve korpus luteumun olusmasini tetikler [64, 65].

Folikiil gelisiminde hipotalamustan salgilanan GnRH, hipofizden salgilanan FSH ve LH
hormonlarinin yani sira overlerde sentezlenen otokrin ve parakrin etkili hormon ve biiylime
faktorleri rol alir. Bunlardan bazilar1 anti-Miillerian hormon (AMH), kemik morfogenetik
protein 6 (BMP6), kemik morfogenetik protein 7 (BMP7), kemik morfogenetik protein 15
(BMP15), c-Kit, epidermal biiyiime faktorii (EGF), bliytime farklilagtirma faktori 9 (GDF9),
temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF)’diir [14, 65, 66]. Biiytime faktorlerinin bir kismi

oosit bir kismi graniiloza hiicrelerinden salinir.

FSH oositin ¢evresindeki graniiloza hiicrelerinin olgunlagmasini saglar. Bu hiicreler biiylime
faktorlerinden GDF-9 etkisiyle daha da ¢ogalir. Olgunlasan folikiildeki graniiloza ve teka
hiicreleri 6strojen salgilar. Bu sayede endometriumun proliferatif evreye girmesini, servikal
mukusun incelmesini, LH salgilanmasini uyarir. Serum seviyesinde artmakta olan Gstrojen,
menstriiel dongiiniin sonunda LH hormon salinimim1 uyarir. LH ovulasyonu ve korpus
luteumdan progesteron salgilanmasini tetikler. Bu sayede endometrium mukozasi
embriyonun tutunabilecegi evreye gecer. LH salinimi ile oosit olgunlasmasi baslar ve
serumda en lst seviyeye ulastiktan yaklasik 10-12 saat sonra ovulasyon gerceklesir. LH ve
progesteron, prostaglandinleri ve proteolitik enzimleri aktive ederek folikiil duvarindaki
kollajenin yikilmasini, kiimuliis hiicre ekspansiyonunu saglar [57, 67]. Ovulasyon ile atilan
oosit metafaz-1I asamasinda tutuklanir. D6llenme olursa mayoz kaldigi yerden devam eder
ve tamamlanir. D6llenmez ise ovulasyondan sonraki dokuzuncu giinde korpus luteum
dejenere olarak korpus albikans halini alir. Bu sirada progestron salinimi azaldigi igin

menstriiel kanama baglar [54, 56, 68].
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Sekil 2.10. Hipotalmus, hipofiz bezi, over ve endometrium iletisimin sematik gosterimi [69]

2.4.4. Oosit olgunlasmasi

Mayoz boliinme gonad hiicrelerinde goriilen ve kromozom sayisinin yartya indirildigi 6zel
bir hiicre boliinmesidir. Oosit olgunlasmasi mayoz boliinmenin Profaz-I asamasiyla metefaz-
IT agsamasi1 arasinda tamamlanir. Olgunlagma niiklear ve sitoplazmik olmak tizere ikiye ayrilir
ancak siiregler birbirine bagimli gergeklesir [58]. Folikiil gelisirken igerisinde biiyiliyen

oositin olgunlagsmasi da es zamanli olarak gergeklesir (Sekil 2.11).

Niiklear olgunlagsma; mayotik tutuklamanin kaldig1 yerden devam edip ilk mayozun
tamamlanmas1 ardindan kutup cisimciginin atilmasi ve metefaz-II" de fertilizasyona kadar

tekrar tutuklamanin olusmasi siireclerini igerir. Mayoz-I’ in profazinda bekleyen oositte
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cekirdek zar1 (germial vezikiil) heniiz bozulmamistir. Oosit olgunlagsmasinda ilk olarak

germinal vezikil yikilir [58].
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Sekil 2.11. Folikiil ile oosit olgunlagsmasinin es zamanli gelisiminin sematik gosterimi [58]

Gonadotropinlerin etkisiyle kiimiiliis hiicrelerinde cAMP aktive olur. Artan cAMP, mitojen
aktive edici protein kinazi (MAPK) aktive eder. Mayoz ilerlemeye baglar. cAMP
seviyesindeki artis graniiloza hiicrelerinden steroid sentezini de arttirir. Bu durum oosit
olgunlagmasi i¢in gereklidir. Kiimiiliis hiicrelerinde tiretilen cAMP siki ara baglantilardan
oosite geger ve bu sayede yiiksek cAMP seviyesi ile mayotik tutuklanma devam ettirilir. LH
seviyesindeki artis sik1 ara baglantilar1 kapatarak cAMP gegisini engeller [70]. Bu sayede
mayoz ilerlemeye baslar. Oositten salinan biiytime faktorleriyle tetiklenen gen yolaklar:
sayesinde mayoz tutuklandig1 yerden tekrar baslar [71, 72]. Siklin B ve p34° faktorleri
aktive olur. Bu faktorlerin artmasi olgunlagsmay1 diizenleyici faktorii (MPF) aktive ederek
oositteki mayotik tutulmay1 ortadan kaldirilir. MPF seviyesi germinal vezikiiliin yikilmasi
sirasinda artar, metefaz-I’e kadar yliksek seviyede kalir ve sonrasinda kaybolur. Metefaz-

II’de tekrar yiikselerek fertilizasyona kadar yiiksek kalir [52].
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MPF’nin yiikselmesiyle cekirdek duvari yikilir ve ig iplikcikleri olugmaya baglar.
Kromozomlar kisalip kalinlasarak metafaz plagina dogru hareket ederler. Sonrasinda
kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini asenkron yapilan sitoplazma boliinmesi izler. Mayoz-
I’ in sonunda ¢ok az sitoplazma igeren kutup cisimcigi ve neredeyse ana hiicrenin tim
sitoplazmasini almis olan sekonder oosit olusur. Hiicre boliinmesi mayoz-I1 ile devam eder.
Kisa bir interfaz asamasindan sonra kromozomlar tekrar metefaz plagina dogru ilerler ve bu

asamada tekrar tutulur. Tam bu asamada ovulasyon meydana gelir [73].

Basaril1 bir fertilizasyon i¢in farkli hiicrelerin birbirine bagimli ve uyumlu sekilde ¢alismast
gerekir. MPF proteini oosit olgunlagsmasinda aktif rol alir. Mayozun tutuldugu yerden tekrar
baslamasi kinaz ve fosfatazlarin kontroliinde gergeklesen fosforilasyon ve defosforilasyon
olaylar1 ile kontrol edilir. Mayoz-II’ye gegisle birlikte oositin sitoplazmasinda sitozolik
faktorler (CSF) birikmeye baslar. Metafaz-11 geldiginde bu artis tutuklamaya neden olur.
Normal mitozda anafaz uyarici faktér (APF) etkisiyle metefazdan anafaza gegis saglanir.
Fakat mayoz-II de artan progesteron seviyesi ve CFSler nedeniyle anafaza gegis engellenir.
Bu tutuklanma fertilizasyona kadar devam eder. Fertilizasyon gerceklesirse CFS etkileri
ortadan kalkar. Sitoplamada olusan Ca*? dalgalanmalart MPF’ nin yikilmasina ve sonunda
mayoz-II’ nin tamamlanmasina olanak saglar. Ca*? dalgalanmalar1 oolemmanmn altinda
dizilmis olan kortikal graniillerin parcalanmasiyla previtellin alanda olusan tabaka sayesinde

ikinci bir spermin oosit igine girmesi engellenir [74].

Sitoplazmik olgunlasma ise sitoplazmanin i¢indeki organellerin sayisinda ve yerlesiminde
meydana gelen bir takim degisimleri, erken embriyonik donem gelisimi i¢in gerekli olan
biyomolekiillerin sentezi, modifikasyonu ve depolanmasi gibi olaylar igerir. Ovulasyon
Onceside oosit metabolizmasi1 aktif transkripsiyon ve translasyon asamalarini igerir.
Sitoplazmadaki mitokondrilerin sayisinda dramatik bir artis s6z konusu olur. Fertilizasyonda
kritik gorev alan kortikal graniiller Golgi kompleksinde tiretilerek sitoplazmanin graniillii bir

yap1 kazanmasina neden olur [73]. Kutup cisimciginin atilmasiyla previtellin aralik genisler.

2.4.5. Oosit ve folikiiler hiicrelerin iletisimi

Graniiloza hiicreleri folikiil i¢erisindeki yerlesim yerlerine gore iki gruba ayrilir. Folikiiliin
disina dogru yerlesim gosteren hiicreler mural graniiloza hiicreleri adini alirken, oositi

cevreleyenler kiimiiliis hiicreleri adim1 alir. Folikiiler hiicreler ile oosit karsilikli iletisim
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halindedir (Sekil 2.12). Oosit olmadan folikiil hiicreleri olusamaz. Oosit, folikiil olusumunu
ve graniiloza hiicrelerinin diizenli ¢ogalarak ii¢ boyutlu hal almasini saglar. Bunun yaninda
graniiloza hiicreleri de salgiladiklar ¢esitli faktorler ile oositin biiylimesini diizenler [51].
Oosit kendi enerji metabolizmasi ve biyosentezi icin gerekli olan bircok molekiilii

cevresindeki kiimiiliis hiicrelerinden karsilar.
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Sekil 2.12. Oosit ve kiimiiliis hiicreleri arasindaki iletisimin sematik gosterimi [75]

Ovulasyondan once meydana gelen LH dalgalanmasi sonucunda graniiloza hiicrelerinde
oosit olgunlagsmasi ve ovulasyonda gorev alan bir¢cok gen ifadesi tetiklenir. Graniilosa ve
kiimiiliis hiicrelerinden salinan bu faktorler, folikiilde c¢atlak olusturarak olgun oositin
salinmasini saglar [76]. Kiimiiliis hiicreleri ile oosit arasindaki bu iletisim parakrin salgi
faktorleri ve siki ara baglantilar (gap junctionlar) sayesinde olmaktadir [77]. Bu iletisim
saglikli bir oositin gelisimi i¢in ¢ok onemlidir. Kiimiiliis-oosit kompleksi gelisimin erken
asamalarinda folikiilden ¢ikarilarak in-vitro ortama alindiginda oositin normal gelisimini
tamamladigi gosterilmistir [78]. Kiimiiliis hiicreleri oositin yeni bir canli olusturmasi igin
gerekli tiim ihtiyaglarini saglar. Kiimiiliis hiicrelerinden ayristirilarak yine ayni kiiltiir
ortaminda birakilip in-vitro ortamda kiiltir edildiginde oosit gelisiminin durdugu
gosterilmistir [79]. Buradan da iki hiicre grubunun mutlaka fiziksel temas etmesi gerekliligi

ortaya ¢ikmaktadir.
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Gelisimin erken déneminde oosit ile kiimiiliis hiicreleri arasma zona pellusida girer. iki
hiicre grubunun fiziksel temasi transzonal uzantilar adi verilen yapilarla saglanir. Bunlar
graniiloza hiicrelerinden oositin plazma membranina uzanan sitoplazmik c¢ikintilardir.
Cogunlugu aktin omurgasindan olusurken bazilarinda miktotiibiillerden meydana gelmistir.
Transzonal uzantilar oositin plazma membranina temas ettigi alanda genellikle siki ara
baglantilar vardir. Bu hiicre i¢i kanallar belli biiyiikliikteki molekiillerin gecisini
saglamaktadir [80]. Oositlerdeki sik1 ara baglantilarin ana bileseni konneksin proteinleridir.
Bu proteinleri kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar oosit gelisiminin

duraksamasina yol agmaktadir [81].

Diger yandan oositten salgilanan parakrin faktorler (ODPFs) graniiloza hiicrelerinin bir¢ok
aktivitesini kontrol eder. Ornegin oositten salgilanan biiyiime faktdrii GDF-9 yoklugunda
graniiloza hiicrelerinin ¢ogalarak sekonder folikiilii olusturmada basarisiz olmasi gibi bir¢cok
anomaliler ortaya cikar [82]. Iki hiicre grubu arasindaki bu iletisim primordial folikiil

asamasinda baslar ve oosit fertilize olana kadar devam eder.

Oosit kolestrol, piirivat, aminoasit gibi biyomolekiilleri ve bu molekiillerin biyosentezinde
gorevli olan enzimleri kendisi sentezleyemez. Oosit bu bilesikleri sentezlemesi i¢in kiimiiliis
hiicrelerini uyarir ve kiimiiliis hiicrelerinin ¢ogalmasini tetikleyen biiytime faktorlerini
sentezler. Biyomolekiillerin kiimiiliis hiicrelerinde {iretilip oosite aktarilmasinin sematik
gosterimi Sekil 2.13’de verilmistir. Uretilen metabolitler transzonal uzantilar ile oosite
iletilir. Oosit ATP kaynagi olarak kiimiiliis hiicrelerine bagimhidir. Hiicre i¢ci ATP’nin
azalmasi mayotik iplik¢iklerin olusumunda bozuklukla ve azalmis gelisim kapasitesiyle
koreledir [83]. Kolestroliin oositin sitoplazmasinda birikmesi erken embriyo gelisimi i¢in
oldukg¢a oOnemlidir. Ciinkii gelisimin ilk sathalarinda kolestrol fiiretimi yoktur [84].
Sitoplazmada biriken proteinler, mRNAlar ve ¢esitli organeller sayesinde dollenme ve erken
embriyonik donem gelisimi i¢in gerekli destek saglanmis olur. Oosit gelisimin sonunda

biriken metabolitlerle en biiyiik insan hiicresi haline gelir.
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Sekil 2.13. Biyomolekiillerin kiimiiliis hiicrelerinde iiretilip oosite aktarilmasinin sematik
gosterimi [58]

Graniiloza hiicreleri 0strojen sentezi yaparlar. Ayrica graniiloza hiicreleri teka hiicreleriyle
birlikte steroid hormonlarin sentezini de yaparlar. Steroid hormon sentezi FSH ve LH
hormonlariyla yiiriitiilen ve kolestroliin alinip enzimlerle metabolize edilerek Ostrojene
doniistiiriildiigii bir siirectir. Ostrojen hormonu folikiilogenezi yonetir ve pro-apoptatik

genleri baskilayarak kiimiiliis hiicrelerinin dolayisiyla oositin canli kalmasini saglar [85, 86].

Mayotik tutuklama igin gerekli olan sinyaller kiimiiliis hiicrelerinden oosite geger.
Ovulasyon 6ncesindeki mayotik tutuklanma siirecinde kiimiiliis hiicrelerinde iiretilen cGMP
sik1 ara baglantilardan oosite geger ve cAMPnin hidrolize olmasini engeller ve bdylece

yiiksek cAMP seviyesi ile mayotik tutuklanma devam ettirilir [70].

Kiimiiliis genislemesi folikiilogenezin kritik asamalarindan biridir. Folikiiliin somatik ve
germinal hiicreleri, ylikselen LH’a cevaben birlikte calisarak kiimiiliis hiicrelerinin
genislemesini ve miisinlesmesini saglarlar [58]. LH tetiklenmesiyle musinlesmis kiimiiliis
kompleksi i¢ine gomiilmiis olan oosit yumurta kanalina atilir. Bu musinlesme sayesinde
kiimiiliis-oosit kompleksi kanalda ¢ok daha rahat sekilde ilerler. Ayn1 zamanda fertilizasyon

icin spermin kiimiiliis katmanlar1 arasindan gegerek oosite ulagmasini kolaylastirir. Kiimiiliis
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genislemesi, kiimiiliis hiicrelerinden salgilanan birtakim proteinler, proteoglikanlar ve
glikozaminoglikanlar sayesinde kiimiiliis hiicrelerinin birbirinden uzaklagmasiyla olusur.
Kiimiiliis matriksinin aktif bilesenleri, oositten salgilanan faktorler sayesinde kiimiiliis
hiicreleri tarafindan iiretilir (Sekil 2.14). Oositten salgilanan biiyiime faktdrlerinden GDF-9,
BMP-15 bu yolakta gorev alan birgok geni (Has2, VCAN, Ptger2, PTGS2, Smad2/3) aktive
eder [87, 88]. Matriks bilesenleri bu sayede sentezlenir. Matriks bilesenlerinin sentezinde bir

basarisizlik oldugunda iiretkenlik diismektedir [89].
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Sekil 2.14. Oosit-kiimiiliis hiicreleri iletisimleri ve kiimiilis genislemesinin sematik
gosterimi [58]
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Dogrudan veya dolayli asamalar sayesinde oosit biiyiir, gelisir, olgunlasir ve ovulasyonla
yeni bir organizma olusumunu baglatmak i¢in hazirdir. Gelisimi tamamlanmis olan bir oosit-
kiimiiliis kompleksinde metefaz-11 asamasinda tutuklanmis sekonder oosit, kutup cisimcigi

ve miisinlesmis kiimiiliis hiicreleri bulunur.

2.5. Molekiiler Belirteclerin Arastirildigi Yeni Teknolojiler ve Teknikler

IVF teknolojilerinde ister tek basina ister morfolojik karakterlerle birlikte degerlendirilen ve
girisimsel olmayan yeni bir embriyo degerlendirme sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) dizileri, tek niikleotid polimorfizm (SNP)
dizileri, niceliksel eszamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR), kiimiiliis hiicrelerinin
transkriptomatik analizi, embriyo kiiltlir besiyerinin proteomik veya metabolamik analizi

gibi molekiiler tekniklerle bu ihtiyaca cevap aranmaktadir (Sekil 2.15).

Oploid embriyo ve oosit Eabriyo Sochu i

secimi icin 5
direk yaklasimlar dolayh yaklasmlar
“H ¥ I H S | Transkrioptomik
- SR yvaklasimlar
Hedef: Kutup cisimcigi Oosit Hedef: Kiimulus hiicresi U
D ’A,'!??' - 0 v ,3 N Metabolomik ve
s \ . { :: 3
Genetik analiz - ':;’55 o 3 proteomik
yaklasimlari 2 vaklasimlar
Hedef: Blastomer Embriyo Hedef: Kiiltiir medyas: o 3
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)\’ ) \’ ° 2
‘ /.- - E S { ¥ | Transkriptomik
- C:/ y W/ vaklagimlar
Hedef: Trofoektoderm Blastosist Hedef: Trofoektoderm

Sekil 2.15. Oosit ve embriyo degerlendirmesi i¢in direkt/dolayli yaklagimlar [90]

Transkriptomik analizler sayesinde folikiil, gamet ve embriyo hiicrelerinde gen ifadesinin
izlenmesini saglanir. Kiimiiliis hiicrelerinin transkriptomik degerlendirilmesiyle oosit
olgunlagmasi, dollenmesi, embriyo yeterliligi ve gebelik sonucu ile iligkilendirilebilecek
embriyo se¢iminde geleneksel degerlendirme kriterlerine eklenebilecek girisimsel olmayan
bir yontem olarak dikkatleri lizerine ¢eken yeni arastirma alanidir. Bir hiicrenin i¢erdigi tiim
RNA (mRNA, tRNA, rRNA, miRNA) molekiiliine transkriptom ad1 verilir. Transkriptom

analizlerin en kritik basamagi RNA izolasyon asamasidir. RNA izolasyonundan sonra tek
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iplikli ve kararsiz bir molekiill olan RNA, daha kararli ve ¢ift iplikli molekiil olan
tamamlayict DNA (cDNA)’ya cevrilir. Sonrasinda arastirilacak olan konuya 6zel olarak
qPCR, RNA dizileme, mikroarray gibi yontemlerle gen ifadesi degerlendirilebilir. Biyolojik
materyalden DNA/RNA izolasyonu ve sonrasindaki agamalarin sematik olarak Sekil 2.16’de

gosterilmistir.
| DNA
"| izolasyonu
A 4
Biyolojik Data
PCR »
materyal 9 Analizi
I 3
.| RNA .| DNaz | Ters
"| izolasyonu | | Uygulamasi | | Transkripsiyon

Sekil 2.16. Biyolojik materyalden DNA/ RNA analizinin sematik gésterimi

2.5.1. RNA izolasyonu

Bir memeli hiicresindeki toplam RNAnin, %80-90’1m1 rRNA (28S, 18S, 5S), %2,5-5’ini
MRNA, %3-5’ini tRNA olusturmaktadir [91]. Kararli bir molekiil olmayan RNA ¢alisilmasi
zor bir materyaldir. Tiim dokularda, RNA’nin ¢evredeki bir¢ok bakteri ve mantarda bulunan
RNazlarin saldirist altinda pargalanmadan kalmasi ¢ok zordur [92]. Bunun i¢in RNA
izolasyon protokollerinde gii¢lii bir RNaz inhibit6rii ve protein denaturanlart kullanilir [93].
RNA molekiilii genomik DNAdan asidik ¢ozeltiler kullanilarak ayristirilir [94]. Dolayisiyla
ornekler hemen calisilmayip bir siire saklanacaksa yikimi Onlemek i¢in ya inhibitor

kullanilmali ya da dondurulmalidir [95].

Dokulardan RNA izolasyonu i¢in kullanilan ii¢ temel yaklasim vardir. Organik ¢oziiciiler
icerisinde hiicre bilesenlerinin farkli ¢oziintirlikk gosterdigi metodlarla gerceklestirilen ilk
yontem, Ornegin katyonik deterjan olan guanidyum tiyosiyonat (GTC) igerisinde lizis
yapilmasina dayanir. Takip eden organik ayristirma ve en sonunda alkol ile ¢oktiiriilmesi ile

islem sonuglanir. GTC endojen riboniikleazlar1 inaktive eder. Organik c¢oziicii olan
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kloroform hiicre lizolat1 ile karigmayan ¢ok iyi bir organik ¢oziictidiir. Kloroform diizgiin bir
sekilde karistirtlip ardindan santrifiijlendiginde iki tabakaya ayrilir. Ust tabaka niikleik asit
icerir. Bu kisim temiz bir tlipe alinir ve izopropanol eklenir. Bu sayede RNA ¢oker. Tekrar
yapilan santrifiij ile RNA tuzlarla birlikte ¢oker. Bu tuzlar sonrasinda etanol kullanilarak

RNAdan uzaklastirilir. RNA/DNAdan aridirilmis su igerisinde ¢oziiliir [94].

Adsorpsiyon yontemi, belirli yiizeylerdeki kaotropik tuzlarla RNA’nin baglanmasina
dayanir. Adsorpsiyon i¢in gelistirilen yiizeyler polisitren- lateks, seliiloz, glass fiber,
materyal olabilir. Hedef 6rnek GTC i¢inde lizis yapildiktan sonra adsorpsiyon materyaline
maruz birakilir. Baglanmayi1 arttirmak i¢in c¢ok¢a calkalanir. Baglanma sonrasi
santrifiijlenerek kirleticiler uzaklastirilir. Adsorbe RNA tekrar yikanir. Sonra kaotropik tuz

icermeyen tampon ile RNA serbest birakilir [94].

Gradient yontemi ise ilk gelistirilen metod olmasina ragmen ticari olarak gelistirilen kitlerde
nadiren kullanilir. Ilk 6nce hedef materyal GTC icerisinde ¢oziiliir, devaminda sezyum
trifloroasetat icerisinde denge gradient santrifiijii yapilir. Uygun yogunlukta yakalanan RNA
etanol ile ¢oktiiriiliir [94]. Y6ntem se¢imi hedef materyalin kaynagina, miktarina, devaminda
yapilacak olan uygulamalarin tiirline ve laboratuvar ekipmanlarina baglidir. Giintimiizde bu

metodlardan yola ¢ikarak ticari olarak gelistirilmis bir¢ok kit s6z konusudur.

Gen ifade caligmalarinin sonucunu etkileyecek en 6nemli basamak RNA izolasyonudur.
Ilerleyen basamaklarin saglikli bir sekilde vyiiriitiilebilmesi RNAnm konsantrasyonuna,

safligina ve biitiinliigiine baglidir.

RNAnn safligi NanoDrop veya diger hassas spektrofotometreler kullanilarak fotometrik
olarak olgiilebilmektedir (Sekil 2.17). Bu degerlendirme yonteminde; optik yogunluk (OD)
farkli dalga boylar1 ile saptanmaktadir. Bu dalga boylarindan 230 nm; farkli kontaminant
maddelerin absorbans degerini, 260 nm; niikleik asit kontaminasyonunun absorbans
degerini, 280 nm; protein-fenol kontaminasyonun absorbans degerini isaret etmektedir. OD
260/280 orani ise RNA safliginin belirlenmesi igin kullanilir [96]. Bu oranin >1,80 olmasi
idealdir. Daha diislik ¢ikan deger protein, DNA gibi kirleticiler oldugunu gosterir. RNA
orneginin Onerilen degerin disinda ¢ikmis olmasi qPCR veya diger ileri tetkikler i¢in sorun

olusturmayabilir ama bu durumun bireysel olarak degerlendirilmesini gerektirir.
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Sekil 2.17. NanoDrop spektrofotometre cihazi

RNA’nin biitiinliigii ise agaroz jel iizerinde degerlendirilir. Total RNA agaroz jel iizerinde
18S ve 28S bantlar gosterir. 28S/18S oraninin 1,8-2 arasinda olmasi beklenir [95]. Ne var ki
total RNA’nin ¢ok az miktarda elde edilebildigi drneklerde (oosit, kiimiiliis hiicreleri gibi)
biitiinliik degerlendirilmesi yapilamayabilir [97]. Ciinkii etkin bir degerlendirme igin
yaklasik 200 ng/ul RNA’ ya ihtiyag vardir. Genellikle RNA izolasyonu yapilirken ¢alisilan

ornege DNaz muamelesi yapilarak DNA kontaminasyonu olasilig1 yok edilir.
2.5.2. cDNA sentezi

Hedef materyalden elde edilen RNA, retroviriislerden izole edilen Revers transkriptaz
enzimi ile komplementer DNA’ya (cDNA) gevrilebilir. Revers transkriptaz (RT) tek iplikli
RNA’y1 kalip olarak kullanarak ¢ift iplikli DNA molekiilii sentezler. Bunun i¢cin RNA ve
primer, RNA’nin sekonder yapisini denature etmek icin 1sitilir, sonra hizlica buz iizerine
alinarak primer’in DNA’ya baglanmasi saglanir. Daha sonra reaksiyonun diger bilesenleri
(dNTPler, RNaz inhibitorii, revers transkiptaz ve tampon ¢ozeltisi) reaksiyona eklenir.
Termal cycler igerisine konularak transkripsiyon gergeklesir. Son olarak 1sitilarak enzim

inaktivasyonu saglanir. Bu sayede cDNA elde edilmis olur [98].

RT reaksiyonunda 3 farkli primer kullanilabilir. Bunlar oligo (dt) primerler, rastgele
(heksamer) primerler, gene 6zel tasarlanmis primerlerdir. Oligo primerler yiiksek kalitede
RNA materyali mevcut ise tercih edilebilir. Ciinkii polimerizasyonun 3’ucundan istenilen

bolgenin sonuna kadar devamlilik gostermesi gerekir. Rastgele primerler fragmante RNA



41

ornekleri igin Onerilir. Bu primerler, hedef bodlgedeki bazlarin miimkiin olan her
kombinasyonundan meydana gelen tek zincirli oligoniikleotidlerdir. Az miktarda bulunan

transkriptleri cogaltmak igin ise, ilgili gene 6zgili primerleri kullanmak daha akilci olur [98].

2.5.3. Es zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Kantitatif PCR-qPCR-)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) molekiiler biyolojinin en giiglii teknolojisi olup DNA
replikasyonunun in-vitro tasarlanmis halidir ve molekiiler biyolojinin en yaygin kullanilan
aracidir [99]. Yiiksek 1sida polimerizasyon yapan polimeraz enziminin (Taq polimeraz)
Thermus aquaticus bakterisinden izole edilmesiyle niikleik asitlerin tiip i¢inde gogaltilmasi
teknigi olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir. Bu
calismalartyla 1993 yilinda Nobel Kimya Odiilii’ne layik goriilmiistiir [100]. Spesifik bir
DNA parcasinin kopyalarinin primer tarafindan yonlendirilerek enzimatik olarak
sentezlenmesidir. Cift iplikli DNA nin denatiire olmasi (~94 °C), primerlerin baglanmasi
(~65-55°C) ve uzamasi (~72 °C) asamalarini igerir. PCR’1n temel bilesenleri; kalip olarak
kullanilacak DNA molekiilii, DNA polimeraz enzimi, primerler, dNTP karisimi, tampon
cozeltisi ve MgCly’diir. Sentez yonii 5° uctan 3’ uca dogru olup primerin serbest 3’-OH
ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki yapmalariyla fosfodiester baglarinin katalizi
ile yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir. Geleneksel PCR’da c¢ogaltilan DNA
miktarinin tespiti ve miktari PCR sonrasi yapilan jel elektroforezi ile goriintiilenip

degerlendirilir.

Son yillarda PCR teknolojisinin hassas Ol¢iim aletleriyle birlestirilmesi ile es zamanli
degerlendirmeler miimkiin olmaktadir. qPCR iirlinlerin analizi reaksiyon esnasinda
yapilabilmektedir. Uriinlerin niteliksel ve niceliksel analizlerinde diziye 6zgiin olmayan
floresan boyalar ya da diziye 6zgilin problardan yararlanilir. Higuchi ve arkadaslar1 qPCR
sistemlerini ilk gelistiren gruptur [101]. Baslangic DNA/cDNA miktarinin her PCR
dongiisliniin sonunda iki katina ¢ikmasi beklenir. Bu tissel artis bir plato agamasina ulasir.

gPCR amlifikasyon gorseli Sekil 2.18” da gosterilmistir.
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Sekil 2.18. qPCR amplifikasyon gorseli [102]

qPCR teknigi reaksiyon tiipliniin icerisinde cogaltilan DNA miktarinin reaksiyonla es
zamanli olarak takip edilmesine olanak saglar [103]. Bu yontem sayesinde DNA ve RNA
ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmekte, ¢ok sayida drnek son
derece az kontaminasyon riskiyle giivenle ¢alisilabilmektedir. qPCR’ da PCR reaksiyonlar1
esnasinda olusan ornekleri goriiniir kilan ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve
boyalardir. Olusan floresan 1s1ma, sentezlenen DNA ile dogru orantili olarak artar. Bu da

miktar tayinine imkan vermektedir. 3 temel basamaktan olusur (Sekil 2.18).

e Ussel Faz (Baslangi¢ Fazi): Uriin miktar1 her dongiide 6rneklerin 2 kat1 kadar artar.
Reaksiyon bilesenleri tam etkin ve tazedir. Reaksiyonun etkinligi tamdir ve %100
gergeklesir.

e Lineer Faz (Dogrusal Faz): Reaksiyon {iriinleri gittik¢e tiikenir, tazelikleri bozulur.
Olusan iirlinler degrede olmaya baglar. Reaksiyon hiz1 diiger.

e Plato Faz (Duragan Faz): Reaksiyon ajanlar1 tiikkenir ve durur. Yeni iirin olusmaz.

Olusan tirinlerin degredasyonu artar. Bitis noktasi saptamasi yapilir.

Herbir dongiide aciga c¢ikan floresan miktar1 kaydedilir. PCR {iriiniindeki ilk anlamli artig
(tissel asamaya gecis) goriintiilenebilir. Bu artisin  gozlendigi ilk dongii baslangic
materyalinin miktari ile dogru orantilidir. Baglangigtaki DNA miktar1 ne kadar fazla ise ilk
anlamli artig o kadar erken dongiide olacaktir. Cogaltilacak hedef dizilerin tespit edilmesi

icin ¢esitli metodlar gelistirilmistir. Problar DNA/cDNA iizerinde tanimlanmak istenilen baz
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dizisine uygun olarak tasarlanmis, kimyasal ya da radyoaktif olarak isaretlenmis olan tek
zincirli oligontikleotidlerdir. Hedef bolgeyi tespit etmek icin, diziye 6zgii ya da diziye 6zgii
olmayan problar tasarlanabilir [102]. qPCR’da kullanilan prob ¢esitleri Sekil 2.19°de

gosterilmistir.

Olmayan Problar

[ Diziye Ozgi J " [ DNA'ya Baglanan Boyalar ] — | SYBRgreen

{ Hidroliz Problan |—|- Tagman

FRET

[ Hibridizasyon Problar | >

Diziye Ozgil Olan
Problar

/1\

Scorpion

[ Hairpin Problar
Molecular Beacons

Sunrise Primerler

Lux TM Folojenik
Primerler

Sekil 2.19. qPCR’da kullanilan prob cesitleri

Diziye 6zgii olmayan problar

DNA’ya baglanan florojenik boyalar kullanilir. Bu yontem hedef dizideki varyasyonlari
veya SNP’leri tespit edemez. Ucuz ve hassas olusundan dolay1 ¢coklukla tercih edilmektedir.
SYBR Green, YO-PRO, BEBO gibi boyalar kullanilir. Bu boyalar ¢ift sarmal DNA’ya
baglandig1 zaman kuvvetli bir 1s51ma yapar. Artan DNA miktarina bagli olarak ortaya ¢ikan
floresan miktar1 da artar. Ancak diziye 6zel bir baglanma yapmadigi i¢in spesifik degildir.
Kantifikasyon ve karakterizasyon erime egrileri ile saptanir. Primerlerin dimer
olusturmamasi igin dikkatli tasarlanmasi gerekir [102]. SYBR Green problarin ¢alisma

prensibi Sekil 2.20°de sematik olarak gosterilmistir.
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Polimerizasyon tamamlandiginda "SYBR Green® boya cift iplikli DNA'ya baglanir ve
floresan 1sima yapar.

Sekil 2.20. SYBR Green problarin ¢alisma prensibinin sematik gosterimi [104]

Diziye 6zgli problar

Farkli molekiiler yap1 ve boyalara sahip olsalar da bu problarin ¢alisma prensibi ¢cogaltilan
DNA igerisinde sadece hedef diziye 6zgili baglanma yapmasidir. Dolayisiyla tespit edilen
floresan 1s1ma hedef diziye aittir. Bunlar Hidroliz problari, Hibridizasyon problar1 ve Hairpin

(sag tokasi) problaridir [102].

Hidroliz problarinda en yaygin kullanilan Tagman problardir. Hedeflenen diziye ozel
sentezlenen probun 5’ ucunda ‘reporter’ boya ve 3’ ucunda ‘quencher’ bulunur. Quencher
5’ uctaki reporter boyanin 1s1masini engeller. PCR amplifikasyonu esnasinda 6nce DNA’ya
Tagman problar baglanir. Sonrasinda PCR karisimina eklenen primerler baglanir ve
polimerizasyon basalar. DNA polimeraz 5’ ekzoniikleaz aktivitesi ile Tagman probu 5’
ucundan yikmaya baslar. Bu sayede serbest kalan reporter boya floresan 1s1ma yapar. Her
bir dongiide hedef dizi ¢ogaltilirken floresan 1s1ma da dogru orantili olarak artar [102].

Tagman problarin galisma prensibi Sekil 2.21°de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.21. Tagman problarin ¢alisma prensibinin sematik gésterimi [105]

Hibridizasyon problar1 LightCycler® PCR cihazlarinda kullanilmak {izere Roche tarafindan
gelistirilmistir [106]. Bu teknikte iki farkli prob tasarlanmustir. Birisinin 3” ucunda floresan
isaretli boya, digerinin 5’ ucunda alic1 boya bulunur. Amplifikasyon esnasinda her iki prob
hedef dizilere ters ipliklerden baglanip polimerizasyon ile birbirlerine dogru yaklastik¢a bir
enerji yayilimi olur ve 1s1ma yapar. Enerji verici boyadan alic1 boyaya transfer olur (FRET:
Fluorescence Resonance Energy Transfer). Bu enerji transferi esnasinda agiga ¢ikan floresan
tiriin miktariyla dogru orantili olarak artar[107]. FRET problarin ¢alisma prensibi Sekil

2.22°de sematik olarak gosterilmistir.

b *—F- b
™ N

Sekil 2.22. FRET problarin ¢aligma prensibinin sematik gosterimi [108]

Hairpin problarinin molekiiler yapist bir sa¢ tokasin1 andirir. Sag¢ tokasmin 5° ucunda
florofor, 3’ucunda quencher boya bulunan ters terminal tekrarlar tasiyan dizilerdir. Her
ikisinin arasinda hedef diziye tamamlayici olan niikleotid dizisi bulunur. Prob hedef diziye
yaklastiginda konformasyonu degisir. Hedef diziye baglandiginda sag tokasi agilir ve serbest
kalan florofor boya 1s1ma yapar. Bu 1s1ma hedef dizi miktariyla dogru orantilidir [109]. En



46

cok SNP caligmalarinda ve genetik taramada tercih edilir. Prob tasarimi en 6nemli asamadir.
Uygun sicaklik gibi sartlar saglanamazsa probun konformasyonu degismeyecegi icin hedef
dizi mevcut olsa bile 1s1ma olugmayabilir [110]. Hairpin problarin ¢alisma prensibi Sekil

2.23’de sematik olarak gosterilmistir.

Ol \ ,
¥ - 3 g

Sekil 2.23. Hairpin problarin ¢alisma prensibinin sematik gosterimi [109]

Kurulan her bir deneyde reaktiflerin kontaminasyonunu kontrol etmek i¢in kalip DNA
eklenmeyen bir kuyu da paralel olarak calisiimalidir. Eger bu 6rnekte herhangi bir cogalma
gozlenirse reaktifler veya ¢evrenin kontamine oldugunu gosterir. Ayrica qPCR sonuglarinin

kesinligi i¢in biyolojik ve teknik tekrarlarinin yapilmasi 6nemlidir.

Floresan degerlerinin esik degerini gectigi noktaya esik dongiisii (Ct veya Cp) denir. Ct
degeri sistemin floresandaki artis1 fark ettigi asamadir. Primer seti ya da prob seti i¢in biitiin
PCR iriinlerinin aymi1 erime sicakligina sahip olmasi gerekir. Caligmanin giivenle
yapilabilmesi i¢in primer/problarin tasarimi ¢ok onemlidir. Spesifik ve yiiksek verimli
olmali ve primer dimer olusturmamalidir. Erime sicaklig1 grafiklerinden bakilarak spesifik

olmayan baglanmalar, primer dimer olusumlarini saptamak miimkiindiir [110].

Normalizasyon i¢in calisilacak olan doku/ organ icin uygun referans gen secilmelidir.
Referans gen calisilan dokularda degiskenlik gostermemeli, en stabil olan minimum sayida
gen kullanilmalidir. Calisilan dokuya 6zgiil, ifade seviyesi degismeyen tek bir referans gen
tanimlamak zor oldugu icin birden fazla gen kullanarak geometrik ortalama alinmasi daha

dogru olmaktadir [111].

PCR caligmalarint degerlendirmek i¢in genel olarak iki farkli metod kullanilir. Bunlar

mutlak miktar tayini (absolute quantification) ve goreceli miktar tayini (relative
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quantification) dir. Mutlak miktar tayininde PCR sinyalleri olusturulan standart bir egri ile
iliskilendirilerek transkriptin kopya sayisini belirler. Goreceli miktar tayininde ise belirlenen
bir referans gruba gore hedef genin ifadesindeki degisiklikler degerlendirilir [112]. gPCR ile
gen ifedesindeki goreceli degisiklikleri belirlemek i¢in denklemler ve dogrulugu test
edilmesi gereken varsayimlara ihtiya¢ duyulur. Bu verilerin analizinde yaygin olarak 2
AACty5ntemi kullanilmaktadir [110, 113]. Bu metod bir kalibratér yardimi ile hedef genin ve
referans genin karsilastirilmasi yapilarak gen ifade seviyelerinin aritmetik bir formiille
hesaplanmas1 temeline dayanir. Hedef genin referans gen ile normalizasyonu igin

reaksiyonun etkinligi belirlenmeli ve genler arasindaki Ct degerlerine dayali farkliliklar goz

oniinde bulundurulmalidir [114].

2.6. Calismada Arastirillan Genler

Yaptigimiz bu calismada iyi ve zayif kaliteli morfolojiye sahip embriyolarin kiimiiliis

hiicrelerindeki VCAN, PTGS2, ITPKA genlerinin ifade seviyeleri arastirilmistir.

Versikan c¢esitli insan dokularinda bulunan molekiiler agirligt 1000 kDa’dan fazla olan
biliyiik bir kondrin siilfat proteoglikandir [115]. VCAN geni tarafindan kodlanir. 5.
kromozomun kisa kolunda (5914.3) yer alir ve 90-100 kb dan olusan 15 ekzondan olusur
[116]. VCAN geninin haritas1 Sekil 2.24’de gosterilmistir. Zimmermann ve Ruoslahti
tarafindan ilk kez 1989 yilinda fibroblastlardan elde edilen ¢ekirdek proteinini klonlayip
dizilemislerdir [117].

chrs (q14.2-a14.3) I M| NN BRI N BN B b
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Sekil 2.24. VCAN geninin haritasi [118]

Versican ayrica kondroitin siilfat proteoglikan ¢ekirdek proteini 2 veya kondroitin siilfat
proteoglikan 2 (CSPG2) ve PG-M olarak da bilinir. Bu proteoglikanlar, homolog bir kiiresel
N-terminali, C-terminali ve glikozaminoglikan (GAG) baglanma boélgelerini tasir. PCR,
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northern blot analizi ve cDNA dizilemesi gostermistir ki; versikan mRNAs1 farkl splicing
modellemesi ile VO, V1, V2, V3, V4 olmak iizere 5 farkli izoform olusturmaktadir [119] .
Dizi analizleri izoformlar arasindaki yapisal farkliligin GAG baglanma bdolgesini kodlayan
orta kisimlardan kaynaklandigini gostermistir. Ana form olan VO, GAG-a ve GAG-B
domeinlerini igerir. V1 izoformu sadece GAG-B domaini tasirken, V2 izoformu GAG-a
domaini igerir. V3 izoformu herhangi bir GAG baglanma domaininden yoksundur. V4 formu
ise GAG-B domaininin sadece bir parcasina sahiptir. Farkli doku tiplerinde farkli izoformlar

ifade edilmektedir [119].

GAG domainleri versikan proteininin merkez domaini olup tekrarlayan glikozaminoglikan
iinitelerinden olusur. Proteinoglikanlarin negatif yiikii sayesinde pozitif yiiklii olan biiyiime
faktorleri, sitokinin ve kemokinlere baglanirlar [120]. Hiicre dis1 matriksteki ya da hiicre
ylzeyindeki bu etkilesimler bu faktorlerin sabit bir formda kalmasini ve proteolitik

aktiviteden korunmasin saglar.

N-terminal (G1) globiiler domeini, hyaluronan baglanma 6zelliklerine sahiptir ve iki baglanti
modiiliinden olusur. Versikan proteinini N-terminal ucu hyolorunan ile baglanarak hiicre dis1

matriksin biitiinliigliniin korunmasinda 6nemli role sahiptir [120].

C-Terminal (G3) globiiler domaini bir veya iki adet epidermal biiylime faktor (EGF) tekrari,
C tipi lektin alam1 ve CRP-benzeri bolgeden olusur [121]. G-3 domaini de hiicre disi
matriksteki ¢esitli molekiillerle etkilesime girer. Bu onemli ailelerden biri tanasin ailesidir.
Tanasinler ise integrinler, hiicre adezyon molekiilleri gibi bir ¢ok hiicresel reseptorle
etkilesime girer [122]. Versikan geninin ifadesi klasik bir TATA kutusu tasiyan bir promoter
ile diizenlenir. Kodladig1 protein ekstraseliiler matriksin bilesenlerinden biri olup hiicre
adezyonu, ¢ogalmasi, gogli, anjiyogenez, doku gelisimi ve onariminda [123] rol oynar.
Embriyonik gelisim hiicre dist matriksin yeniden diizenlendigi dinamik bir siirectir.
Versikan hyalorunan ile kompleks olusturan bir kondirin stilfat proteoglikan olup,
embriyolarin gegici matriksinde yaygin olarak bulunur [123]. Ayrica inflamatuar 16kositlerin
ylizeyleriyle girdigi etkilesimler ile enflamasyonda kilit rol oynar [124]. Meme, beyin, over,
gastrointestinal, prostat dokularindaki tiimérlerde artmis versikan ifadesi gozlenmistir [120,
125, 126].
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Prostaglandin-endoperoksit sentetaz (PTGS) prostoglandin biyosentezinde yer alan bir
anahtar enzimdir. PTGS1 ve PTGS2 olmak iizere insanda iki formu vardir. Siklojenaz-2
(COX-2) olarak da bilinir. Arasidonik asidin, inflamasyonda ifade edilen prostaglandinlere
doniisimiinde gorev alirlar. Bu enzimlerin tersiyer ve kuartener yapilar1 ¢ok benzerdir.
Monotopik membran proteinleridir. Membran baglayict domainleri hidrofobik aminoasit
iceren amfipatik a-heliks domainden olusur ve membranin tek tarafinda yer alir. Her iki
enzim de iki ardistk kimyasal reaksiyonu gergeklestiren iki islevli enzimdir. Hem

siklooksijenaz hem de peroksidaz aktif siteleri enzimin katalitik domaininde yer alir [127].

PTGS2 (COX-2) geni her biri 70 kD agirhiginda olan homodimerden olusmustur. Her alt
iinite ti¢ farkli yapisal domain igerir. Bunlar; N-terminal ucundaki epidermal biiylime faktor

domaini, a-heliks membran baglayici kisim, C-terminal ucundaki katalitik domainden olusur
[128].

PTGS2 geni prostoglandin biyosentezinde yer alan anahtar enzimi kodlar. 1991 yilinda
Danial Simmons laboratuvarinda kesfedilmistir [129]. Birinci kromozomun kisa kolunda

(1g31.1) yer alir (Sekil 2.25). Yaklasik 8,3 kb biiytikligiinde olup 10 ekzondan olusur [130].

|chr1 @HETNTTT TN NONIEENI NN N | B |43E!l
Scale 2 kb | hg38
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fer ) f y F r
Reference Assembly Alternate Haplotype Sequence Alignments
Alt Haplotypes
GENCODE V36 (4 items filtered)
PTGS2 | e | i
RefSeq genes from NCBI
RefSeq Curated mmneeeeeesssssssssssellll — §— EE- B § [} 0 | - ]

OMIM Allelic Variant Phenotypes
OMIM Alleles

Sekil 2.25. PTGS2 geninin haritasi [131]

PTGS2 geninin ifadesi fibroblastlarda [132], monositlerde [133], over folikiillerinde [134]
biliylime faktorlerine, hormonlara, sitokininlere cevap olarak ¢ok hizl artip, sonrasinda
enzim seviyesinin hizla diistiigii gézlenmistir. PTGS2 geninin artmis gen ifadesi lireme
sisteminin gesitli asamalarinda da s6z konusudur. Koryonik tabakada, amniyon epitelinde,
sinsityoblastlarda ve plasentada bu genin varlig tespit edilmistir [135]. PTGS2 inflamasyon

sistemde de gorev alir. Lokositlerde de varligi gosterilmistir.

Inositol-trifosfat 3-kinaz A (ITPKA) inositolfosfat metabolizmasinda rol oynayan iic

enzimden biridir. Ug izoformun da ¢ok siki korunmus C-terminal domaini ve bulunduklari
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dokulara gore farklilik gosteren N-terminal domaini bulunur. Bu enzimler ikincil haberci
olan inositol 1, 4, 5-trifosfat1 fosforile ederek inositol-4P iiretirler. Inositol tri fosfat hem
hiicre i¢i kalsiyumu hem de dolayli olarak kalsiyum girigini uyararan bir ikincil habercidir
[136]. ITPKA enzimi, inositol poli-fosfat kinaz enzim ailesinin bir {iyesi olup hiicre sinyal
mekanizmasinda etkin rol oynayan inositoltrifosfat seviyesini diizenler. Hem

kalsiyum/kalmodulin hem de protein fosforilasyon mekanizmalar1 aktivitesini kontrol eder.

ITPKA 15. kromozonun kisa kolunda (15q15.1) yer alir (Sekil 2.26). Yaklasik 9,7 kb
biiyiikligiinde olup 7 ekzondan olusur [137]. Takazawa ve arkadaslar1 tarafindan ilk kez
1990 yilinda insan beyininin hippokampus hiicrelerinden izole edilip, klonlanmis ve

dizilenmistir [138].
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Sekil 2.26. ITPKA geninin haritasi [139]

ITPKA geni beynin hippokampus bélgesindeki noronlarda yogun olarak goriilmiistiir [140].
Ayn1 zamanda testislerde ifade edildigi gosterilmistir [141]. Normalde noral genlerin ifadesi
noral olmayan dokularda baskilanmis halde bulunur. Bunun yaninda bir¢ok tiimor
hiicresinde bu genlerin fazla ifadelendigi de gozlenmistir. Karaciger, pankreas, meme,
akciger, kalinbarsak, testis, troid, prostat, uterus ve deri kanserlerinde artmis ifade

gosterilmistir [142].

Secilen bu genlerin ifadelerini degerlendirmek i¢in qPCR’da internal kontrol olarak Ubikitin
C (UBC) geni kullanilmistir. Internal kontrol olarak secilen genler, calisma numunelerinden
veya aragtirilan durumdan bagimsiz olarak calisilan tiim numunelerde ayni seviyede ifade
edilmelidir. Yapilan bir ¢alismada yaygin kullanimi olan referans genlerin 16 farkli insan
dokusunda farkli ifadeler gosterdigi ortaya konmustur [143]. Bu nedenle transkriptomik
caligmalarda doku tipine veya deneysel kosullara gére degigmez bir internal kontrolii segmek

gen ifadelerini degerlendirmede ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Vandesompele ve
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arkadaglarinin yaptig1 calismada dort fakli dokuda yapilan degerlendirmede UBC, GAPD
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), HPRT1 (Hypoxanthine phosphoribosyl-
transferase 1) c¢alisilan 13 gen igerisinde en dengeli ifade edilen genler olarak 6ne ¢ikmistir
[144]. Yapilan bagka bir ¢alismada da kiimiiliis hiicrelerinde normalizasyonu en giivenli
sekilde yapabilmek ig¢in 13 primer ¢iftinin ifadesi degerlendirilmis ve B2M (beta-2-
microglobulin) ve UBC geninin ifadesinin daha karali bir sekilde ifade edildigini

gosterilmistir [17].

Protein degredasyonunda gorev alan UBC geni 12. Kromozomun kisa kolunda (12qg24) yer
alir (Sekil 2.27). iki ekzondan olusur. UBC geninin promoteri hiicre i¢i stres attig1 zaman

indiiklenen heat-shock elmentler (HSEs) tasir [145].
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Sekil 2.27. UBC geninin haritas1 [146]

Ubikitin hiicrenin hayatta kalmasi1 ve ¢oklu hiicresel fonksiyonlar1 tiim metabolik kosullar
altinda siirdiirebilmesi i¢in gereklidir. Memelilerde stresle diizenlenen iki poli-ubikitin
genlerinden biri olan UBC geni stres altindaki hiicre ortaminda ubikitin seviyesini diizenler
[145]. DNA tamiri, kinaz aktivitesi, dogustan gelen bagisiklik gibi birgok biyolojik siirecte
gorev alir. Toksik protein kiimelerini ortadan kaldirmak i¢in proteozom ve otofajiyi birbirine
baglayan ve diizenleyen anahtar molekiillerdir. UBC gen ifadesi stresle beraber indiiklenir
ve hasar1 ortadan kaldirabilmek igin ekstra ubikitin saglar [147]. Ubikitinler C-terminal
ucundan ya baska proteinlere kovalent olarak bagl bulunur ya da kendi N-terminal ucuna

baglanip serbet olarak bulunur [148].

2.7. gPCR Sonuglari ile Embriyo Degerlendirme Calismalar:

Kiimiiliis hiicreleri hem mikroenjeksiyonunun yapilabilmesi igin hali hazirda temizlenmesi

gereken hiicreler olmast hem de oosit gelisiminin her basamaginda etkin rol oynamasi



52

sebebiyle transkriptomik analizler i¢in tercih edilmektedir. Gelisim basamaklarinin gesitli
asamalarinda yer alan genlerin kiimiiliis hiicrelerindeki ifade seviyelerinin, oosit gelisim

kapasitesini gosterebilecegi diistiniilmektedir [10, 15, 18, 89, 149].

Yerushalmi ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada, In-vitro maturasyon (IVM) tedavisi
uygulanan hastalarin germinal vezikiil (GV) oositlerin kompakt kiimiiliis hiicreleri ile
ICSI/IVF uygulanan hastalarin  genislemis kiimiiliis hiicreleri kullanilarak global
transkriptom profilleri ¢ikarilmistir. Diferansiyel ifade analizleri ile kiimiiliis hiicrelerinin
genisleme ve maturasyon siirecleri boyunca transkriptom analizlerinde dramatik degisimler
oldugu gosterilmistir. Kompakt ve genislemis kiimiiliis hiicreleri karsilagtirildiginda 1746
gende en az iki kat ifade farkliligi gozlenmistir. Genislemis kiimiiliis hiicrelerinde LH
sinyallenmesi, kiimiiliis genislemesi ve oosit olgunlasmasinda yer alan 1100 gende artmis

ifade, 646 gende azalmis ifade izlenmistir [89].

Feuerstein ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada kiimiiliis hiicrelerinin oositle arasindaki
iletisim ve etkilesimden yola ¢ikarak bu hiicrelerde ge¢ folikiilogenez ve oogenez
asamalarinda gorev alan genlerden, Steroidogenik Akut Diizenleyici Protein (STAR),
Siklooksijenaz 2 (COX2), Amfirekulin (AREG), Sterol-Co enzim A Desaturaz 1/5(SCD1
ve SCDS5) and Konneksin 43 (CX43) seviyelerini arastirmiglardir. Secilen genlerin ifade
motifleri ile oositin niikkleer olgunluk (GV, M-I, M-II) ve gelisim yeterliligini
degerlendirmislerdir. Secilen genlerin ifade seviyelerindeki artis ile oositin niikleer olgunluk
seviyesinin artis1 arasinda pozitif bir korelasyon, in-vitro gelisimleri arasinda ters korelasyon
bulmuslardir. Niikleer olgunluk derecesi arttik¢a ilgili genlerin ifadeleride 2 kat (SCDS,
AREG) ve 5 kat (STAR, COX2, SCD1) artis tespit edilmistir [10].

Ekart ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger arastirmada, iyi kalitede blastosist gelistirme ve
canli dogum potansiyeli tagtyan embriyoyu segebilmek i¢in oosit dondurma sikluslarinda M-
IT oositleri degerlendirmek icin kiimiiliis hiicrelerinde baz1 genlerin ifade seviyeleri
arastirilmistir. Degerlendirme igin Hyaluran sentetaz (HAS2), Folikiil stimiile hormon
reseptor (FSHR), Solute carrier 2-A4 (SLC2A), Versikan (VCAN), Aktive lokosit hiicre
adezyon molekiilii (ALCAM), progesteron reseptor (PR), norofilin (NRP1) genleri
secilmistir. HAS2, VCAN ve PR ifade seviyeleri, iyi kaliteli balastosist gelistirme potansiyeli
yiiksek olan oositlerin kiimiiliis hiicrelerinde artmis iken diger genlerde bir farklilik

bulunmamistir. VCAN ifade seviyesinin canli dogumla sonug¢lanma potansiyeli olan oositin
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kiimiiliis hiicrelerinde artmis oldugu gozlenmistir. Bu ¢alisma ile oosit dondurma
sikluslarinda; M-II oositleri rastgele se¢ip dondurmak yerine kiimiiliis hiicrelerindeki ifade
profillerinde 6ne ¢ikan aday genlere bakilip secilmesi ve sonrasinda dondurulmasi; daha
kaliteli oositin segilmesine olanak tanidigi gosterilmistir. Bu sayede 6zellikle ICSI yapilacak
oositlerin sayisinin yasal olarak sinirlandirildigi ve islem igin oositlerin rastgele se¢ildigi
iilkelerde oosit dondurma sikluslarinin basarisinin arttirilmasima katkida bulunacagi

diistiniilmektedir [149].

Yapilan caligmalarda kiimiiliis hiicrelerindeki ifade farkliliklarinin embriyo morfolojisini
degerlendirirken morfolojik kriterlerin yaninda destekleyici ya da ayirt edici bir biyobelirteg

olarak kullanilabilecegini gostermektedir [13, 15, 17, 150]

Wathlet ve arkadaslarinin yayinladigi calismada iki farkli ilag protokoliiyle yapilan IVF
tedavisindeki hastalarin ICSI yapilan oositlerinin kiimiiliis hiicrelerinde gen ifade analizini
degerlendirmislerdir. Sekiz aday gen -SDC4 (Syndecan), PTGS2, ALCAM, GREM1, TRPM7
(transient receptor potential cation channel, subfamily M member 7), CALM2 (Calmodulin
2), ITPKA belirlemislerdir. Sonuglari hem kullanilan KOH protokoliine gore hem de hasta
ici varyasyona gore degerlendirip, oosit yeterliligi ve embriyo gelisimi ile
iliskilendirmislerdir. Embriyolar1 {i¢iincii giindeki hiicre sayis1 ve fragmantasyon varligini
degerlendirerek smiflandirmislardir. Buna gore iiglincii ve besinci giinde iyi kaliteli olan
embriyolardaki ifade seviyeleri degerlendirilmistir. VCAN disindaki tiim genlerin ifade
seviyelerindeki artigin, liglincli ve besinci giin embriyo morfolojisiyle pozitif korelasyon
gosterdigini bulmuslardir. Her iki stimiilasyon programi i¢in farkli gen tahmin modelleri 6ne
stirmiislerdir. Her iki grupta da en kaliteli boliinme evresindeki embriyosu se¢imi igin
TRPM7 ve ITPKA genlerinin, gebelik tahmini igin ise SDC4 ve VCAN genlerinin ifade
seviyesi en iyi belirte¢ olarak ne ¢ikmigtir [17].

Baz1 calismalarda da kiimiiliis hiicrelerindeki ifade farkliliklar: ile IVF tedavisi sonucunda

gelisen gebelikler arasindaki iliski aragtirilmistir [16, 19, 151, 152].

Wathlet ve arkadaslarinin yayinladigi ¢calismada 47 ICSI hastasindan alinan 47 ayr1 kiimiiliis
kompleksinde 11 gen ifadesi qPCR ile retrospektif olarak degerlendirilmistir. Calismaya
dahil edilen hastalarin tamamina tek embriyo transferi yapilmis ve tedavi sonucuna gore

gebe olan ve olmayan iki grup olusturulmustur. iki grup arasinda VCAN geninin ifadesinde
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anlamli bir farklilik gozlenmezken, EFNB2 (EphrinB2), ITPKA and CAMKI1D
(calcium/calmodulin dependent protein kinase 1D) genlerinin ifadesi gebe olanlarda anlamli
olarak fazla bulunmustur [16]. Daha onceki ¢alismalarinda 6ne ¢ikan genler ile bu ¢alismada
anlamli bulunan genleri birlikte degerlendirdiklerinde yeni bir gebelik olasilik modeli
gelistirmislerdir. Bu modele gore transfer edilen embriyoyu gelistiren oositin kiimiiliis
hiicrelerinde EFNB2, CAMK1D ve STC2 (Stanniocalcin-2) genlerinin artmis ifadesi canli

dogum olasiligint arttirdigini 6ne siirmiislerdir.
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3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar
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Caligmada kullanilan cihazlar ve tireticisi Cizelge3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Mikrobiyolojik Glivenlik Kabini
Inkiibator

Oosit Aspirasyon Cihazi
Ultrason
Steromikroskop
Inverted mikroskop
Santrifiij

Mikrosantrifiij
Mikropipet

Q-PCR

Kit Saklama Dolab1

Derin dondurucu (-80°C)

3.1.2. Kullanilan ¢o6zelti ve besi yerleri

K-System
Thermo
Cook
Logicx
Zeiss
Zeiss
Ependorf
Thermo
Eppendorf
Roche
Sanyo

Sanyo

Calisgmada embriyo kiiltlirii ve sperm hazirlig1 i¢in kullanilan tiim ¢dzelti/ besi yerleri ve

katalog numaralar1 Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Caligsmada kullanilan ¢ozelti/ besi yerleri

ASP (EDTA, Gentamisin, Glukoz, Heparin, HEPES, Sodyum Vitrolife
bikarbonat, sodyum klorid, sodyum lakatat, kalsiyum klorid, su)

G-MOPS PLUS (EDTA, MOPS, Gentamisin, Glukoz, insan
serum albiimini, Lipoik asit, amino asitler, Sodyum bikarbonat,
sodyum klorid, sodyum lakatat, kalsiyum klorid, su)

Vitrolife

G-1 PLUS (EDTA,Gentamisin, Glukoz, Insan serum albiimini,

esensiyal olmayan amino asitler, Hyalorunan, Lipoik asit, Vitrolife
magnezyum siilfat, Sodyum bikarbonat, sodyum klorid, sodyum

lakatat, kalsiyum klorid, su)

G-2 PLUS (EDTA,Gentamisin, Glukoz, insan serum albiimini,
esensiyal amino asitler, Hyalorunan, Sodyum bikarbonat, sodyum
klorid, sodyum lakatat, kalsiyum klorid, su)

Vitrolife

G-IVF PLUS (EDTA,Gentamisin, Fruktoz, Glukoz, Insan serum

albiimini, esensiyal olmayan amino asitler, Sodyum bikarbonat, Vitrolife
Sodyum klorid, Sodyum lakatat, Sodyum piriivat, Potasyum

klorid, Kalsiyum klorid, Kalsiyum pentatenat, su)

G-TL PLUS (EDTA,Gentamisin, Glukoz, Insan serum albiimini,
esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler, Hyalorunan, Sodyum
bikarbonat, sodyum klorid, sodyum lakatat, kalsiyum klorid, su)

Vitrolife

HYASE-10X (Hyalorinidaz, Insan serum albiimini, penisilin,
Kalsiyum klorid, magnezyum klorid, Potasyum klorid, Sodyum
klorid, su)

Vitrolife

ICSI (EDTA, Glukoz, Polivinilpirolidon, Kalsiyum klorid,
Potasyum klorid, Sodyum Bikarbonat, Sodyum klorid, Sodyum
laktat, su)

Vitrolife

SPERMGRAD (HEPES, Glukoz, Sodyum bikarbonat, Sodyum

klorid, Sodyum lakatat, Sodyum piriivat, Potasyum klorid, Vitrolife
Kalsiyum klorid, Magnezyum siilfat, Kolloidal silika partikiilleri,

su)

OVOIL (Mineral yag) Vitrolife
PBS (Sodyum posfat, Sodyum koriir) Sigma

3.1.3. Kullamlan kit ve kimyasallar

RNA izolasyonu icin RNA izolasyon kiti Quick-RNA ™ MiniPrep (Zymo Research Corp.,
U.S.A) kullanildi. Kitin igerisinde Lizis Tampon, RNA Yikama (wash) Tamponu, DNA
Kesim (Digestion) Tamponu, RNA Hazirlama (prep) Tamponu, enzim icermeyen su (DNaz/

RNaz-free su) bulunur.
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cDNA sentezi icin Ipsogen® RT Kiti (Qiagen, USA) kullanildi. Kitin icerisinde 5x Revers
Transkriptaz tamponu, dNTP, rastgele (random) Nonamer, Rnaz baskilayici (Inhibitor),
Revers transkriptaz, DTT tamponu bulunur.

Genlerin aplifikasyonu i¢in Tagman master-prob Kiti (Roch Diagnostics, Germany)
kullanild. Kitin igerisinde probes master, primer-prob karisimi, su bulunur. Calisilan genlere

Ozel sentezlenen katalog assay primerler (Roch Diagnostics, Germany) kullanildu.
3.1.4. Kullanilan malzemeler
Calismada kullanilan tek kullanimlik sarf malzemeler ve iireticisi Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan tek kullanimlik sarf malzemeler

Konik tiip (15 ml) BD Sciences
Yuvarlak tabanli tiip (15 ml) BD Sciences
Yuvarlak tabanli tiip (5 ml) BD Sciences
Kiiltiir kab1 (60 mm) BD Sciences
Centerwell petri kab1 (60 mm) BD Sciences
Petri kab1 (120 mm) BD Sciences
Plastik Steril pastor pipet (3ml) LP Italiana
Cam pastor pipet (3ml) Isolab
Serolojik pipet (10ml) LP Italiana
Yumurta temizleme pipeti (145°) Synga
Mikroenjeksiyon pipeti Cook
Tutucu pipet Vitrolife
Per tiipii Eppendorf
Mikropipet ucu Eppendorf
OPU ignesi Cook

Transfer kateteri Cook
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3.2. Yontem
3.2.1. Cahismaya dahil edilme Kkriterleri

Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) tarafindan desteklenen (Proje No:05/2016-24)
calismamiz infertilite nedeniyle Gazi Universitesi Tiip bebek Merkezine tedavi icin
basvurmus ve ayni tedavi protokolii uygulanmig 20 goniilliiniin katilimi ile yapilmustir.
Calismamiz i¢in Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulundan (Karar no: 708) onay alinmistir.

Tiip bebek tedavisi almak icin Gazi Universitesi Tiip bebek Merkezine bagvuran hastalarin
calismaya dahil edilme kriterleri kadin hastalar i¢in; 35 yastan giin almamis olmak, viicut
kitle indeksi (VKI) <30 kg/ m 2 olmak, kemoterapi ve radyoterapi tedavisi almamis olmak

olarak belirlenmistir.

Erkek hastalar igin ise; WHO standartlarina gére sperm parametreleri normal sinirlar
icerisinde yer alanlar calismaya dahil edilirken; agir erkek faktorii (siddetli oligo-asteno-
teratozoa spermi) olan, testis biyopsisi yapilarak sperm elde edilen hastalar ¢alismadan

dislanmustir.

3.2.2. Ovulasyon indiiksiyon protokolii

Tedaviye bagvuran kadin goniilliillerin adet kanamasinin 3. giinii kanda FSH, LH,
progesteron diizeylerine bakildi ve ultrosonografik olarak overler degerlendirildi. Hastanin
infertilite nedeni, serum hormon diizeyleri ve ultrason goriintiileri degerlendirilerek hastaya
uygun ila¢ dozlari ile antogonist tedavi protokolii hekim tarafindan baslandi. Tedavi
protokoliinde rekombinant folikiil uyarict hormon (rec-FSH), rekombinant luteinizan
hormon (rec-LH), insan menopozal gonadotropini (hMG), insan koryonik gonadotropin,
GnRH analoglari, GnRH antagonistleri ilag olarak kullanilir. 150-450 IU/giin rekombinant
FSH (Gonal-F; Merck, Istanbul, Tiirkiye) veya hMG (Menagon; Ferring, Istanbul, Tiirkiye)
tek basina veya kombine olarak maksimum doz 450 IU/giin olacak sekilde uygulandi. Bu
slirecte hastanin serum E2 degerleri ve vaginal ultrasonografi ile folikiillerin gelisimi takip
edildi. Hastanin tedaviye olan cevabina gore gonadotropin doz ayarlamasi yapildi. Serum
E2 degeri 400-600 IU ve folikiil biiyiikligii 11-12 mm oldugunda protokole GnRH
antagonisti (Cetrotide; Merk, Istanbul, Tiirkiye) eklendi. Takipler sonucunda iki veya daha
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fazla folikiil 18 mm oldugunda rekombinant hCG (Ovitrelle®, Serono, Istanbul, Tiirkiye)
uygulandi. Enjeksiyondan 36 saat sonra yumurta toplama islemi (OPU) hekim tarafindan
yapildi.

3.2.3. Hazirlik islemleri
OPU isleminden bir giin 6nce planlanan IVF tedavisinin laboratuvar hazirligi yapild.

e  QOosit toplama petri kab1: Centerwell petri kabina 3ml G-MOPS PLUS besi yeri konuldu.
Uzeri OVOIL ile kapatildu.

e Qosit inkiibasyon petri kabi: Centerwell petri kabina 3ml G-IVF PLUS besi yeri
konuldu. Uzeri OVOIL ile kapatildi.

e  Embriyo kiiltlir petri kab1: 6 mm petri kabia G-1 PLUS besi yeri 100 pl damlaciklar
konularak hazirlandi. Uzeri OVOIL ile kapatilds.

Hazirlanan petri kaplar1 pH dengelenmesi icin 37 © C’de % 6 karbondioksit (CO2) ortami
olan inkiibatore kaldirildi. OPU i¢in ASP ¢ozeltisi, sperm hazirlama i¢ginde gardient ve sperm

yikama ¢ozeltileri tiiplere boliinerek inkiibatore konuldu (Resim 3.1).

Resim 3.1. Embriyo kiiltiir inkiibatorii
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3.2.4. Oosit toplama islemi (OPU)

Oosit toplama islemi steril sartlarda, ultrason esliginde (Resim 3.3), aspirasyon cihazi ve
oosit toplama ignesi kullanilarak yapildi. OPU ignesi (Resim 3.2) ile overlerdeki folikiillerin
(Resim 3.4) igerisindeki kiimiiliis-oosit kompleksi (KOK), aspire edilerek tiiplerin igerisine
hekim tarafindan toplandi. Gerekirse bosaltilan folikiiller ASP ¢ozeltisi ile yikanarak tekrar
aspirasyon yapildi.

Resim 3.3. OPU odasi ve ultrason

Tiipler hizl1 bir sekilde embriyoloji laboratuvarina iletildi. Aspirasyon sivist 100 mm petri

kaplarina dokiilerek mikrobiyolojik giivenlik kabini igerisinde steromikroskop altinda
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incelendi (Resim 3.5). KOK yapilari toplandi. Toplanan KOK yapilar1 hazirlanmis olan oosit

inkiibasyon petri kabina konularak inkiibatore kaldirildi. Oositlerin temizlenmesine kadar
inkiibe edildi.

Resim 3.4. Indiiksiyon sonras1 overlerde gelisen folikiillerin ultrason goriintiisii

Resim 3.5. Mikrobiyolojik giivenlik kabini ve stero mikroskoplar
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3.2.5. Inseminasyon icin sperm érneginin hazirlanmasi

Oositleri toplanan hastanin esi islem giliniinde 6rnek alimi igin ayrilmis odaya alindi. Sperm
Ornegi mastiirbasyon yontemiyle steril sperm kabinin igerisine toplandi ve laboratuvara
ulagtirildi. Sperm 15-20 dk inkiibatére kaldirilarak likefiye olmasi beklendi. Sonrasinda
sperm Makler kamerada (Sekil 2.1) say1 ve hareketlilik agisindan degerlendirildi. Gradient
yontemi ile sperm hazirlandi. % 9.0’lik ve % 40°lik gradient ¢ozeltileri hazirlandi. Konik
tiip icerisine once % 90’lik gradient ¢ozeltisinden 1 ml, iizerine % 40’k gradient
¢Ozeltisinden 1 ml birbirine karistirmadan dikkatlice konuldu. Gradient c¢ozeltilerinin
iizerine hastadan alinan tiim seminal plazma konuldu. 10 dk 400 g santrifiij edildi.
Sonrasinda en alttaki %90’ lik gradient kalacak sekilde siipernatant atildi. Uzerine 3 ml sperm
yikama ¢ozeltisi konuldu. Tekrar 10 dk 400 g santrifiij edildi. Tiipte 0,5 ml kalacak sekilde

stipernatant atildi. Mikroenjeksiyon islemine kadar inkiibatore kaldirildi.
3.2.6. ICSI o6ncesi oositlerin temizlenmesi ve kiimiiliis hiicrelerinin toplanmasi

Toplanan oositlerin kiimiiliis hiicrelerinin bireysel olarak ayristirilip temizlenmesi ve ICSI
icin hazirlanabilmesi i¢in 40 pl HYASE-10X enzimi ve 5 ul GMOPS PLUS besi yeri ile
damlaciklar yapilarak tizeri mineral yag ile kapatildi. Hyolorinidaz enziminde 10-15 sn steril
cam steril pastor pipet ile pipetaj yapilan oositler enzimatik olarak kiimiiliis hiicrelerinden
ayrildi. Mekanik temizlik i¢in deniidasyon pipeti (Resim 3.6) kullanarak oosit tamamen

kiimiilus hicrelerinden temizlendi.

‘ )

.

;‘ = ——1) -'Sng‘-" -,.,

Resim 3.6. Denudasyon pipeti
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Temizlenen oositlerden metefaz-11 asamasinda olan oositler siralart bozulmadan ICSI petri
kabina alind1. Her bir oositten elde edilen kiimiiliis hiicreleri mikropipet ile toplanarak ayri
PCR tiiplerine konuldu. Uzerlerine ayn1 hacimde soguk PBS ¢ozeltisi konularak 10 dk 2000
g santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi pellete dokunmaksizin siipernatant atildi. Her oositin

kiimiiliis hiicrelerinin ayr ayr1 toplandig tiipler etiketleme yapilarak -80°C kaldirilda.

3.2.7. ICSI uygulamasi

ICSI islemi 6n hazirhiginda mikromanipiilatoriin pipet ayarlari yapilarak enjeksiyon igin
hazir hale getirildi (Resim 3.7). 6 mm petri kabinin kapagina oosit ve spermler i¢in 5 pl lik
GMOPS PLUS damlaciklar1 ve polivinilpropilen (PVP) kullanilarak sperm havuzu yapildi
ve lizeri mineral yag ile kaplandi. PVP havuzuna, hazirlanmig sperm 6rneginden 1-3 pl
konuldu. Metefaz-I1 oositler takip sirasina uygun olarak petri kabindaki damlaciklara
yerlestirildi. ICSI 20x10X biiyiitmede inverted mikroskop altinda yapildi (Resim 3.4). ICSI
islemi tamamlandiktan sonra her bir oosit 6nceden hazirlanmais kiiltiir petri kabina ayni sira
ile alinarak inkiibatore kaldirildi. Hastanin tiim bilgileri embriyoloji kayit formuna islendi.
ICSI uygulanan oositlerde ise 16-18. saatlerde fertilizasyon kontrolii yapildi. Embriyo
kiiltiiriic boyunca embriyolarin morfolojik karakterleri kayit altina alinarak embriyo
derecelendirilmesi yapildi. Embriyolarin 3. giin degerlendirilme kriterleri Cizelge 2.4’de

gosterilmistir.
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Resim 3.7. Inverted Mikroskop ve Mikromanipiilator

3.2.8. Embriyo transferi

Transfer glinii hastanin kayitlarima gore degerlendirme yapilarak morfolojik olarak en
kaliteli embriyo transfer i¢in se¢ildi. Bir giin 6nceden G-2 PLUS besi yeri ile hazirlanan
transfer petri kabina alind1. Buradan embriyo transfer kateterine yiiklendi. Idrara sikisik olan
hastaya ultason esliginde embriyo transferi hekim tarafindan yapildi. Transfer sonrasi 12.
giinde kanda beta-insan koryonik gonadotropin hormonu (Bhcg) seviyesi kontrol edilerek

gebelik sonucu degerlendirildi.

3.2.9. RNA izolasyonu

Caligmaya katilan her goniilliiniin tedavi boyunca gelistirdigi en kaliteli ve en zayif
embriyolar1 kayitlardan tespit edildi ve bu embriyolarin gelisimini saglayan oositin kiimiiliis
hiicreleri ¢oziilerek RNA izolasyonu yapildi. Kiimiiliis hiicrelerinden total RNA izolasyonu
Quick-RNA ™ MiniPrep (Zymo Research Corp., U.S.A) ticari kiti kullanilarak yapildi.

[zolasyon uygulayici protokoliine uygun yapildi.
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e Izolasyonu yapilacak olan -80 °C’de saklanan kiimiiliis hiicreleri ¢dziildii. Hiicrelerin
iizerine lizolat haline getirebilmek i¢in 300 pul RNA Lysis Buffer konuldu. Oda
sicakliginda 20 dk boyunca vortekslendi. 1dk x 14000 g santrifiijlendi.

e Koleksiyon tiipiiniin icine sar1 filtre (Spin-Away™ Filter(yellow)) yerlestirildi.
Stipernatant bu kolona yiiklendi. 30sn x 14000 g santrifiijlendi. Kolondan gecen filtrat
bundan sonraki izolasyon ¢alismasinda kullanildi.

e Filtratin lizerine ayn1 miktarda etanol eklenerek iyice karistirildi. Karisim koleksiyon
tiipiiniin i¢ine yerlestirilen yesil filtreye (Spin-Away™ Filter(green)) yiiklendi. 30sn x
14000 g santrifiijlendi. Filtrat atild1.

DNaz-1 Uygulamasi

Kolona 4 ul RNA Wash Buffer yikama tamponiu yiiklendi. 30 sn x 14000 g santrifiijlendi.
Filtrat atild1. 5 pul DNaz-1I ve 75 ul DNA Digestion Buffer ayri bir tiipte karistirildi. Kolona
yiklendi. Oda 1s1sinda 15 dk inkiibe edildi.

e 400 ul RNA Prep Buffer kolona yiiklendi. 30 sn x 14000 g santrifiijlendi. Filtrat atildi.

e 700 ul RNA Wash Buffer kolona yiiklendi. 30 sn x 14000 g santrifiijlendi. Filtrat atild1.

e 400 ul RNA Wash Buffer kolona yiiklendi. 2 dk x 14000 g santrifiijlendi. Filtrat atildi.
Kolon dikkatlice temiz bir tiipe aktarildi.

e Kolondan RNA’y1 uzaklastirmak i¢in 50 ul DNaz/ RNaz-free su eklendi. 1 dk x 14000
g santrifiijlendi.

e Filtrat yeniden ayn1 kolona yiiklenerek 1 dk x 14000 g santrifiijlendi.

3.2.10. RNAnin konsantrasyonu ve safliginin él¢iilmesi

Izolasyon sonrasi elde edilen RNA miktar1 ve safliklart Nanodrop ND-100
Spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wimington, USA) ile 6l¢iildii. Niikleik asitler
(DNA, RNA) 260nm, proteinler 280 nm dalga boylarinda maksimum absorbansa sahiptir.
Bu iki dalga boyunda elde edilen absorbanslarin orani saflik derecesini verir. Niikleik asitler
icin saflik degerini 260/230 orani degerlendirilerek RNA saflig1 saptandi. O.D.260/ 280
orani ~ 2,0 olarak okunan RNAlar saf olarak kabul edildi. RNA o6rnekleri cDNA sentezine
kadar -80 °C kaldirild.
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3.2.11. cDNA sentezi

Calismada elde edilen total RNAdan cDNA sentezi Ipsogen® RT Kiti (Qiagen, USA)
kullanilarak yapild. izolasyon uygulayici protokoliine uygun yapildi. Senteze baslamadan
Oonce enzim hari¢ kitin tiim bilesenleri ¢oziliip buz i¢ine alindi. Tipler karistirilip
(vortekslemeden) santrifiijlendi. RNA 6rnekleri 0,1ng/ ul konsantrasyon ve total hacim 10
ul olacak sekilde niikleaz-free su ile ayarlandi. 10 pl RNA 6rnegi 5 dk 65°C de inkiibe edildi.
5 dk buz {lizerinde sogutuldu. Tiptekileri dipte toplamak i¢in 10.000 rpm’de 10 sn
santrifiijlendi. Buz lizerine alindi. Buz iizerinde Revers Trasnkripsiyon karisimi Cizelge

3.4°de belirtilen hacimlerde vortekslemeden dikkatlice karistirilarak hazirlandi.

Cizelge 3.4. Rever Transkripsiyon bilesenlerinin igerikleri ve hazirlanmasi

Premix Bilesenleri Ornek B?Elllr)la Hacim Son Konsantrasyon
5x Reverse Transkriptaz tamponu 5,0 1x
dNTP
(10mm) 2,0 0,8 mM
Rastgele Nonamer
(100um) 5,25 21uM
Rnaz Inhibitor
(40U/U1) 0,5 0,8 U/ ul
Revers Transkriptaz
(200U/Ul) 10 8 U/l
DTT 1,25 -
Ornek basina RT Premix 15

10 ul RNA 6rneginin tizerine 15 ul premix konularak toplam hacim 25 ul olarak ayarlandi.
Kontrol i¢in 6rnek yerine su konuldu. Tiipler dikkatlice karigtirilip santrifiijlendi. PCR
cihazina konuldu. PCR programi Cizelge 3.5’ de gosterilmistir. cDNA” y1 tiipiin dibinde
toplamak i¢in dikkatlice 10.000 rpm” de 10 sn santrifiijlendi. PCR yapilana kadar 6rnekler -
80 °C’ de saklandi.

Cizelge 3.5. ¢cDNA sentezi i¢in PCR programi

Revers transkripsiyon 1 25° C x 10 dk
Revers transkripsiyon 2 50° C x 60 dk
Inaktivasyon 85 °C x5 dk
Soguma 4°C x5dk
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3.2.12. gPCR ile genlerin amplifikasyonu

Caligmada elde edilen cDNAlarindan hedef genleri ¢cogaltmak i¢in LightCycler®480 Real-
Time PCR Sistemi (Roche Diagnostics, Germany) kullanildi (Resim 3.8). PCR protokolii
firmanin optimize ettigi problar ve program kullanilarak yapildi. Normalizasyon

(housekeeping gen) i¢in UBC (UbiqutinC) geni kullanildi.

Resim 3.8. qPCR cihazi

PCR karisimi her 6rnek icin Cizelge 3.6’deki hacimlere gére hazirlandi. Amplifikasyon i¢in
ticari olarak tasarlanan primerler kullanildi. Hazirlanan karisim, multiwell petri kabinin her
kuyucuguna 15 pl olacak sekilde paylastirildi. Her kuyuya 5 pl cDNA konulup, pipetlendi.
Reaksiyon toplam 20 pl hacimde gergeklestirildi

Cizelge 3.6. PCR karigiminin hazirlanmasi

Bilesenler Hacim
Su 4ul
Catalog Assay Tul
Probes Master 10ul
Toplam Hacim 15ul
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Tiim 6rnekler 3 teknik tekrarli yapildi. Cihazin arayiiziine gen isimleri ve 6rneklerin kodlar1
girildi ve firma tarafindan optimize edilmis program baslatildi. PCR programi Cizelge 3.7

de gosterilmistir. PCR sonrasi alinan sonuglar LightCycler®480 ara yliziinde degerlendirildi.

Cizelge 3.7. qPCR programi

Derece Stire
Pre-inkiibasyon ( 1 dongii ) 95°C 10 dk
95°C 10 sn

Amplifikasyon ( 45 dongii ) 60°C 30 sn
72°C 1sn

Soguma ( 1 dongii ) 40°C 30 sn

3.2.13. gPCR ile gen ifadelerinin 2"*A¢T ygntemine gore hesaplanmasi

VCAN, PTGS2 ve ITPKA genlerinin ekspresyon seviyesi, referans gen olan UBC

ekspresyonuna gore goreceli olarak 242CT yéntemine gore hesaplandi.

LightCycler®480 Real-Time PCR Sistemi ara ylizii kullanilarak calisilan 6rneklerin Ct
degerleri Microsoft Excel programina aktarildi. Her 6rnegin hem hedef gen hem de referans
gen i¢in ii¢ tekrar sonrasi elde edilen Ct degerleri tabloya aktarildi. Ayni goniilliiniin hem iyi
morfoloji (Ctiyi) gelistiren 6rneginin hem de zayif morfoloji (Ct.ayr) gelistiren 6rnegin
ortalama Ct degerleri hesaplandi. Iyi morfoloji gelistiren 6rnegin ACt(yiy degerini hesaplamak
icin hedef gen ve referans gen Ct degerlerinin farki alindi. Ayni sekilde zayif morfoloji

gelistiren 6rnegin ACt(ayin degeri hesaplandi,

ACt (iyiy = Hedef gen Ctiyi - Referans gen Ctiy;i
ACt (zayiry = Hedef gen Ct.ayir - Referans gen Ctyayr

AACT hesaplamak i¢in ACt (yi) ve ACt (zay:ir) degerlerinin farki alindi,

AACT = ACt (iyi)~ ACt (zay1f)
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Son olarak 222“Tdegeri hesaplandi. Bu sekilde yapilan hesaplamalar sonucunda arastirilan
genlerin 1yi morfoloji gelistiren embriyolarin oositlerinin  kiimiiliis hiicrelerindeki
ifadelerinin zayif morfoloji gelistirenlere oranla ne kadar artmis ya da azalmis oldugu

degerlendirildi.

3.2.14. istatistiksel analiz

Yapilan calismada goniilliilere ait tiim tedavi parametreleri, embriyolarin morfolojik
degerlendirmeleri kayit altina alindi. Gen ifade farkliliklarini degerlendirmek icin Delta-
delta Ct metodu kullamld [113]. Istatiksel analiz i¢in SPPS (SPSSInc., Chicago. IL., USA)
kullanildi. Embriyolarin morfolojik profillerine (iy1 kalite/zayif kalite) gore ayirdigimiz iki
grup arasindaki gen ifade seviyeleri arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek igin T-testi
kullanildi. Yanilma diizeyi olarak 0,05 degeri secildi. Bu degere esit ya da kiigiik “p
degerleri” icin parametreler arasi iliskinin istatiksel acidan anlamli oldugu yorumu yapildi.
Gebelik sonuclarina gore yaptigimiz degerlendirmede carpik degiskenleri (nonparametrik)
karsilagtiran Mann-Whitney U testi uygulandi. Yanilma diizeyi olarak 0,05 degeri secildi.
Bu degere esit ya da kiigiik “p degerleri” i¢in sifir hipotezi reddedildi.
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4. BULGULAR
4.1. Ovaryan Stimiilasyon Protokolii

Calismamiza Gazi Universitesine tiip bebek tedavisi igin basvuran 20 géniillii dahil edildi.
Gonilliilere ait ovaryan indiiksiyon parametreleri Cizelge 4.1°de gosterildi. Calismaya
katilan goniillillere ait olan tedavi parametrelerinin minimum, maksimum ve ortalama
degerleri de Cizelge 4.3°de gosterilmistir. Buna gore goniilliilerin yaslar1 23-35 arasinda olup
ortalamas1 29 olarak hesaplandi. Beden/kiitle indeksleri ise 18-30 arasindaydi. Tedaviye
basladiklar1 menstural dongiide bazal FSH, E2 (6strodiol), Progestron degerleri ortalamalar:
sirastyla; 7,5; 51,3; 0,8’idi. Tamamina oosit inkiiksiyonu i¢in antagonist tedavi protokollii
uyguland1. 150-450 IU/giin rekombinant FSH (Gonal-F; Merck, Istanbul, Tiirkiye) veya
hMG (Menagon; Ferring, Istanbul, Tiirkiye) tek basina veya kombine olarak maksimum doz
450 IU/glin olacak sekilde uygulandi. Tedavi siiresi ortalama 10 giin siirdii. Kullanilan
toplam doz ortalama 2774 (IU) idi. Tedavi boyunca serum E2 degerleri ve vaginal
ultrasonografi ile folikiillerin gelisimi takip edildi. Hastanin tedaviye olan cevabina gore
gonadotropin doz ayarlamasi yapildi. Folikiil biiyiikliigii 11-12 mm oldugunda protokole
GnRH antagonisti (Cetrotide; Merk, Istanbul, Tiirkiye) eklendi. Takipler sonucunda iki veya
daha fazla folikiil 18 mm oldugunda rekombinant hCG (Ovitrelle®, Serono, istanbul,
Tirkiye) uygulandi. Enjeksiyondan 36 saat sonra OPU yapildi.



Goniillii Sira No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Yas (yi1l) 34 27 26 23 29 32 26 31 23 34 25 30 30 31 3 25 32 30 32 25

BMI Degeri (KG/m?)| 18 24 26 26 24 29 21 18 22 27 30 30 26 20 29 27 19 28 24 30

Bazal FSH (1U/ L) 96 89 53 93 65 79 67 63 53 74 62 68 76 15 47 15 65 81 62 67

Bazal E2 (1U/ L) 32 166 35 36 8 25 65 58 58 67 98 33 30 26 21 28 35 32 27 67

ﬁﬁz/a:_; rogesteron o7 o8 08 07 01 11 05 08 05 04 09 19 11 08 16 07 06 05 08 09

%ggﬁ;“iyon Siiresi 3 13 11 11 18 9 1 8 9 8 9 12 11 12 12 10 8 9 8 14

Toplam

Gonadotropin Dozu | 3750 2700 1915 2475 1875 2215 2025 1700 2475 2350 1125 3850 5100 6025 4150 2225 3200 3200 1450 2585

(V)

1Randwered 1ABPa) J1B 2I9[N[NUQD) “T'{ 989710

¢l
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4.2. Embriyololojik Cahismalar

Gonilliilere ait embriyoloji parametreleri Cizelge 4.2°de gosterildi. Calismaya katilan
goniilliilere ait olan embriyoloji parametrelerinin istatiksel degerlendirmenin sonucundaki
minimum, maksimum ve ortalama degerleri de Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Yumurta
toplama islemi esnasinda OPU ignesi ile folikiiller aspire edilerek, kiimiiliis-00sit
kompleksleri (KOK), embriyoloji laboratuvarina iletildi. Tespit edilen KOK’leri toplanarak
inkiibatore kaldirildi. OPU islemlerinde ortalama 4-16 arasinda oosit toplandi. Erkek
hastanin sperm Ornegi yikama isleminden gecirilerek hazirlandi. Mikroenjeksiyon Oncesi
kiimtiliis hiicreleri bireysel olarak once temizlendi ve oosit olgunluk degerlendirilmesi
yapildi. Toplanan oositlerin olgunlasma orani (metefaz-11 oosit/ toplanan oosit) ortalama %
85,3 bulundu. Metefaz-II olan oositlere mikroenjeksiyon yapildi. ICSI sonrasi oositler ayni
sira ile kiiltiir petri kabina alinarak inkiibatore kaldirildi. ICSI uygulanan oositlerde ise 16-
18. saatlerde fertilizasyon kontrolii yapildi. Mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon orani
(dollenen oosit/ metefaz-11 oosit) ise ortalama % 78,1 bulundu. Embriyo transfer giiniine
kadar embriyolar her giin morfolojik olarak degerlendirildi ve bilgiler kayit altina alindi.
Boliinen embriyolar hiicre sayisina, fragmantasyon icerip igermemesine ve blastomerlerin
esit bliylikte olup olmamasina gore degerlendirilip Cizelge 2.4’e¢ gore derecelendirildi.
Embriyo gelisim orani (bdliinenen embriyo/ddllenen oosit) ortalama % 90,6 bulundu.
Uciincii giin embriyolarindan 7 ve iizeri hiicreye sahip olanlarin oram (>7 hiicreye sahip
embriyolar/ olusan tiim embriyolar) % 68 olarak hesaplandi. Diisiik fragmantasyon (%)5)
tastyan embriyolarin orani (<%5 fragmantasyon tastyan embriyolar/ olusan tiim embriyolar)
% 76 idi. Buna gore tiglincii giinde en az 7 hiicre olan ve diisiik fragmantasyon oranina sahip
embriyolar; iyi kalite embriyo olarak degerlendirildi. Calisma grubunda 3. giinde iyi kaliteli
embriyo gelistirme ortalama olarak 3,4 (% 65,8) bulundu. Tiim hastalara tedavi sonucunda
gelistirdigi en iyi tek embriyo transfer edildi. 12 giin sonra kanda -hcg seviyesine bakilarak

gebelik sonucu degerlendirildi.



Goniillii Sira No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Toplanan Oosit sayisi (n) 4 10 5 9 8 9 16 7 15 12 11 11 4 8 11 8 5 8 10 4
MII oosit Sayisi(n) 3 9 5 7 6 9 16 7 1 9 10 9 4 6 10 6 4 6 8 3
Olgun Oosit orani (%) 75 9 100 77 75 100 100 100 93 75 9 8 100 75 90 75 8 75 80 75
ICSI Yapilan Oosit 3 9 5 7 6 9 14 5 14 9 10 9 4 6 10 6 4 6 8 3
Sayisi(n)

Déllenen Oosit Sayisi (n) 2 6 5 7 5 8 14 5 11 6 9 9 2 6 6 6 3 4 3 2
gz;mnme Orant 66 66 100 100 83 88 100 71 78 66 9 100 50 100 60 100 75 66 38 66
](%/'(()');iinme Orant 100 100 100 85 100 100 100 100 100 100 40 100 100 100 100 100 100 100 100 100
> 7 Hiicre Olan Embriyo

Sayst (3. Giinde) 2 5 3 6 2 6 5 4 5 4 1 5 2 4 4 5 3 4 2 1
Diisiik Fragmantasyonlu

Embriyo Saysi(3, Giinde) 6 4 6 3 7 1 5 10 5 1 7 2 2 6 6 3 4 2 1
lyikaliteli Embriyo Sayist| 5 5 3 g6 5§ 2 4 5 4 1 5 2 2 4 5 3 a4 2 1
(3. Giinde)

Transfer Edilen Embriyo 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Sayis1 (n)

Sonug + + + + - + - + - + - - - - - + - + - -

1191ondwered 1f0[0ALIqUIS J1e AIS[N[[NUOD) ‘g’ 93[9ZI))
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Cizelge 4.3. Goniilliilere ait tedavi parametrelerinin istatiksel degerlendirilmesi

Yas (yil)

BMI Degeri
(KG/ m?)

Bazal FSH (1U/
L)

Bazal E2 (IU/ L)

Bazal
Progesteron
(Iu/ L)
Indiiksiyon
Stiresi (giin)
Toplam
Gonadotropin
Dozu (1U)

Toplanan Oosit
sayist (n)

MII oosit Sayisi
(n)

Olgun Oosit
orani (%)

(MI1 oosit /
toplam oosit)

Doéllenen Oosit
Sayisi (n)
Dollenme Orani
(%)

(Dollenen
oosit/MII oosit)
Boliinme Orami
(%)

(Boliinen embriyo/
Dollenen oosit)

> 7 Hiicre Orani
(%) (3. Giinde)
Diisiik
Fragmantasyon
Oran1 (%) (3.
Gilinde)

Iyi Kaliteli
Embriyo Oram
(%) (3. Gilinde)

23

18

4,7

21,0

0,1

1125,0

0,75

0,38

0,38

0,11

0,7

0,11

35

30

17,0

166,0

1,9

18

6025,0

16

16

1,00

14

1,00

1,00

1,00

1,00

1,00

29

24,87

7,5

51,3

0,8

10,7

2774,9

8,7

7,4

0,85

59

0,78

0,90

0,68

0,76

0,65

+3,7

+4

+2.5

2

+34,8

+0,4

+25

+1261,1

+34

b

+3,1

+0,1

+3,1

+0,18

+0,19

+0,24

+ 0,29

+ 0,27

75



76

4.3. Gebelik Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tedavi sonucunda gebelik sonuglar1 degerlendirildiginde 20 hastanin 9 tanesi gebe kalirken,
11 tanesi gebe kalamadi. Goniillilerin tedavi sonuglarina goére parametrelerinin
degerlendirilmesi Cizelge 4.4° de gosterilmistir. Iki grup arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmamistir (p>0,05). Gebe olan goniillillerin ortalama yaslar1 29,1 iken gebe
olmayanlarin 28,9 bulundu. Beden/kiitle indeksleri ise sirasiyla 24,8; 24,9 olarak hesaplandi.
Gebe olanlarin tedaviye basladiklari menstural dongiide bazal FSH, E2 (Gstrodiol),
progestron degerleri ortalamalar sirasiyla; 7,8; 53,2; 0,7 iken gebe olmayanlarda 7,2; 49,8;
0,8 olarak hesaplandi. Tedavi siiresi ortalama gebe olanlarda 10, olmayanlarda 11 giin siirdii.
Kullanilan toplam gonadotropin doz gebe olanlarda ortalama 2502 (IU) iken gebe
olmayanlarda 2997 (IU) idi. OPU islemlerinde gebe olanlarda ortalama 8, olmayanlarda 9,3
oosit toplandi. Toplanan oositlerin olgunlagsma orani (metefaz-l11 oosit/ toplanan oosit)
sirastyla % 85,2; % 85,3 bulundu. Mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon orani (dollenen
oosit/ metefaz-II oosit) ise sirasiyla % 80,3; % 76,3 bulundu. Béliinme orani (bdliinenen
embriyo/dollenen oosit) gebe olanlarda % 98 iken gebe olmayanlarda % 94 olarak
hesaplandi. Ucgiincii giin embriyolarindan 7 ve iizeri hiicreye sahip olanlarin orani (>7
hiicreye sahip embriyolar/ olusan tiim embriyolar) sirasiyla % 81; % 72 hesaplandi. Diisiik
fragmantasyon (%Y5) tasiyan embriyolarin oram (<%35 fragmantasyon tasiyan embriyolar/
olusan tiim embriyolar) ise sirastyla % 91; % 73 bulundu. Gebe olanlarda 3. giinde iyi kaliteli
embriyo gelistirme sayist %81, gebe olmayanlarda ise % 58 bulundu. iki grubun tedavi
parametreleri degerlendirildiginde istatiksel olarak bir farklilik bulunmadi (p>0,05).
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Cizelge 4.4. Goniilliilerin tedavi sonuglarina gore parametrelerin degerlendirilmesi

GEBE GEBE OLMAYAN

Veriler (n=9) (n=11)

Yas(y1l) 29,1+4 28,9+3,7

Bazal FSH (1U/ L) 7,8+ 1,3 7,3+3,3

Bazal Progesteron (1U/ L) 0,7+0,1 0,8+0,5

Indiiksiyon Siiresi (giin) 102+1,9 11,2+2,9

Olgun Oosit orani (%) 6,7+2 7,938

Déllenen Oosit Sayisi (n) 54+1,7 6,3+3,9

Boliunme Oram

(Boliinen embriyo/fertilize oosit) 0,98+0,5 0,94+0,18

Diisiik Fragmantasyon Orani (%)

(3. Giinde) 0,91+0,11 0,73 0,24

*1ki grup arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamustir (p>0,05).

4.4. Kiimiiliis Hiicrelerinin Toplanmasi

Her bir oositten elde edilen kiimiiliis hiicreleri mikropipet ile toplanarak ayri ayr1 PCR
tiiplerine konuldu. Uzerlerine aym hacimde soguk PBS ¢ozeltisi konularak 10 dk 2000 g
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santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi pellete dokunmaksizin siipernatant atildi. Her oositin

kiimiiliis hiicrelerinin ayr1 ayr1 toplandig1 tiipler etiketleme yapilarak -80°C kaldirilds.

Kiimiiliis hiicrelerindeki gen ifade seviyeleri incelendiginden embriyolarin iiglincli giinde
gosterdikleri morfolojik gelisimlerine gore iyi/ zayif kaliteli embriyo degerlendirmesi

yapildi.
4.5. RNA lzolasyonu, Saflik ve Konsantrasyon Ol¢iimleri

Calismaya katilan goniilliilerin tedavi boyunca gelistirdigi en 1y1 ve en zayif embriyonun
gelisimini saglayan oositin kiimiiliis hiicrelerinden materyal-metodda belirtildigi gibi RNA
izole edildi. RNA saflik ve konsantrasyon dl¢iimleri Nanodrop ND-100 Spectrophotometer
ile olgiildii. Calismada izole edilen RNA orneklerinin miktar ve saflik olgtimleri Cizelge

4.5°de gosterilmistir.



Cizelge 4.5. 1zole edilen RNA 6rneklerinin miktar ve saflik dlgiimleri
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RNA Konsantrasyonu RNA Safligt
(ng/ul) (Az60/280 NM)
No:1/iyi 7,1 1,84
No:1 /zayif 16,0 1,76
No:2 / iyi 10,5 1,95
No:2 /zayif 33,3 1,68
No:3/ iyi 14,4 1,97
No:3 /zayif 12,7 2,02
No:4 / iyi 9,0 1,98
No:4 /zayif 18,7 1,86
No:5 / iyi 17,8 1,92
No:5 /zayif 17,3 1,85
No:6 / iyi 15,1 1,78
No:6 /zayif 14,8 1,98
No:7 / iyi 14,1 2,01
No:7 /zayif 19,2 1,69
No:8 / iyi 10,6 2,12
No:8 /zayif 16,8 2,01
No:9 / iyi 14,1 2,04
No:9 /zayif 12,3 1,95
No:10 / iyi 9,7 191
No:10/zayif 11,7 1,89
No:11/iyi 8,9 1,94
No:11 /zayif 13,1 2,05
No:12 / iyi 12,1 2,16
No:12 /zayif 16,7 1,89
No:13 / iyi 6,6 1,86
No:13 /zayif 9,1 2,00
No:14 / iyi 18,1 1,94
No:14 /zayif 20,9 1,96
No:15 / iyi 10,5 1,88
No:15 /zayif 7,6 1,97
No:16 / iyi 9,1 2,05
No:16 /zayif 7,7 1,88
No:17 / iyi 10,6 2,11
No:17 /zayif 10,6 2,01
No:18 / iyi 14,8 2,00
No:18 /zayif 11,8 1,96
No:19 / iyi 8,9 19,4
No:19 /zayif 10,8 1,89
No:20 / iyi 8,7 1,87
No:20 /zayif 12,8 1,98
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4.6. qPCR Uygulamasi

Izole edilen RNAlar materyal metodda belirtildigi sekilde cDNA’ya déniistiiriildii. Her
goniillitye ait olan iyi ve zayif kaliteli embriyo gelistiren oositin kiimiiliis hiicreleri ITPKA,
VCAN ve PTGS2 genlerinin ifade seviyeleri LightCycler®480 Real-Time PCR kullanilarak
ti¢ tekrarli ¢aligildi. Referans gen olarak UBC kullanildi. VCAN, PTGS2 ve ITPKA genleri
gen ekspresyon seviyesi, referans gen olan UBC ekspresyonuna gore gdreceli olarak 2744¢T
yontemine gore hesaplandi [112]. Sonuglar Cizelge 4.6, 4.7, 4.8’de gosterilmistir.
Hesaplamalar yapilirken her hastaya ait olan iyi ve zayif kaliteli embriyo gelistiren oositin
kiimiiliis hiicrelerindeki ITPKA, VCAN, PTGS2 genlerinin qPCR reaksiyonundaki ti¢ teknik
tekrar sonucunda verdikleri Ct degerlerinin ortalamasi hesaplandi. Ayni sekilde referans
geninde ii¢ teknik tekrarin ortalama Ct degerleri hesaplandi. Hedef genin ortalama Ct degeri
ile referans genin ortalama Ct degerinin farki alinarak ACt hesaplamasi yapildi. Iyi morfoloji
gelistiren 0rnegin ACt degeri ile zayif morfoloji gelistiren 6rnegin ACt degerinin farki
almarak AACt degeri hesaplandi. Son olarak 2722 hesaplanarak genler arasindaki kat artis1

degerlendirildi (Cizelge 4.9).



Cizelge 4.6. ITPKA geninin UBC referans genine gore ifade seviyesinin hesaplamasi
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ITPKA

uBC

ortalama Ct | ortalama Ct r':f;;gzr;r/] ACt AACt
(hedef) (ref)

No:1/iyi 32,92 23,98 0,0020 8,94 0.36
No:1 /zayif 34,39 25,10 0,0016 9,29 ’
No:2 / iyi 34,61 24,84 0,0011 9,78 018
No:2 /zayif 35,97 26,02 0,0010 9,96 ’
No:3 / iyi 31,93 25,76 0,0139 6,17 0.89
No:3 /zayif 35,86 28,81 0,0075 7,06 ’
No:4 / iyi 34,2 22,78 0,0004 11,42 0.67
No:4 /zayif 34,96 24,21 0,0006 10,75 '
No:5 / iyi 35,78 25,11 0,0006 10,67 0.81
No:5 /zayif 33,27 23,41 0,0011 9,86 ’
No:6 / iyi 31,03 23,15 0,0042 7,88 067
No:6 /zay1f 32,42 23,87 0,0027 8,55 ’
No:7 / iyi 32,54 22,37 0,0009 10,17 0.01
No:7 /zayif 31,73 21,58 0,0009 10,16 ’
No:8 / iyi 32,16 22,80 0,0015 9,36 071
No:8 /zayif 32,80 22,73 0,0009 10,07 ’
No:9 / iyi 29,69 21,35 0,0031 8,34 023
No:9 /zayif 30,64 22,07 0,0026 8,57 ’
No:10 / iyi 31,29 22,96 0,0031 8,33 0,58
No:10/zayif 32,09 23,18 0,0021 8,91 '
No:11 / iyi 32,47 21,37 0,0005 11,10 0.18
No:11 /zayif 32,71 21,80 0,0005 10,92 ’
No:12 / iyi 34,72 28,81 0,0166 5,91 0.96
No:12 /zayif 36,35 29,48 0,0085 6,87 ’
No:13 / iyi 29,88 21,30 0,0026 8,58 0.40
No:13 /zayif 29,86 21,68 0,0034 8,18 '
No:14 / iyi 34,44 24,36 0,0009 10,08 0.16
No:14 /zayif 34,48 24,56 0,0010 9,92 ’
No:15 / iyi 35,36 29,95 0,0235 5,41 108
No:15 /zayif 37,06 30,57 0,0111 6,50 ’
No:16 / iyi 29,95 22,10 0,0043 7,85 0.02
No:16 /zayif 33,20 25,38 0,0044 7,83 '
No:17 / iyi 32,33 23,73 0,0026 8,60 023
No:17 /zayif 34,66 25,83 0,0022 8,82 ’
No:18 / iyi 31,26 22,16 0,0018 9,09 0.57
No:18 /zayif 30,70 22,17 0,0027 8,53 '
No:19 / iyi 32,15 22,08 0,0009 10,07 -0.06
No:19 /zayif 33,18 23,05 0,0009 10,13 '
No:20 / iyi 30,37 21,82 0,0027 8,55 170
No:20 /zayif 33,67 23,42 0,0008 10,25 '
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Cizelge 4.7. VCAN geninin UBC referans genine gore ifade seviyesinin hesaplamasi

VCAN

uBC

ortalama Ct ortalama Ct r':?;zgger;; ACt AACt
(hedef) (ref) 9
No:1 /iyi 26,53 23,98 0,1712 2,55
. 0,99
No:1 /zayif 26,66 25,10 0,3394 1,56
No:2 / iyi 26,40 24,84 0,3391 1,56
0,23
No:2 /zayif 27,81 26,02 0,2889 1,79
No:3 / iyi 26,55 25,76 0,5789 0,79
) 0,52
No:3 /zay1f 30,11 28,81 0,4048 1,30
No:4 / iyi 25,52 22,78 0,1490 2,74
. 0,63
No:4 /zayif 26,32 24,21 0,2310 2,11
No:5 / iyi 26,21 25,11 0,4670 1,1
0,16
No:5 /zayif 24,35 23,41 0,5210 0,94
No:6 / iyi 24,09 23,15 0,5210 0,94
. -0,07
No:6 /zay1f 24,88 23,87 0,4970 1,01
No:7 / iyi 25,56 22,51 0,1200 3,06
. -0,65
No:7 /zay1f 25,28 21,58 0,0765 3,71
No:8 / iyi 24,70 22,80 0,2666 1,01
0,14
No:8 /zayif 24,77 22,73 0,2424 2,04
No:9 / iyi 24,24 21,35 0,1350 2,89 011
No:9 /zayif 25,07 22,07 0,1249 3,00 '
No:10/ iyi 24,86 22,96 0,2686 1,90 109
No:10/zay1f 26,17 23,18 0,1261 2,99 '
No:11/ iyi 24,73 21,37 0,0973 3,36 100
No:11 /zayif 24,16 21,80 0,1948 2,36 '
No:12 / iyi 32,87 28,81 0,0597 4,07 0.38
No:12 /zayif 33,16 29,48 0,0776 3,69 ’
No:13/ iyi 24,36 21,30 0,1197 3,06 0.46
No:13 /zayif 24,28 21,68 0,1646 2,60 ’
No:14 / iyi 28,00 24,36 0,0800 3,64 0.10
No:14 /zayif 28,11 24,56 0,0855 3,55 ’
No:15 / iyi 30,60 29,95 0,6351 0,65
-2,05
No:15 /zay1f 33,27 30,57 0,1535 2,70
No:16 / iyi 25,05 22,10 0,1297 2,95
-0,10
No:16 /zayif 28,42 25,38 0,1212 3,04
No:17 / iyi 26,99 23,73 0,1043 3,26
0,11
No:17 /zayif 29,21 25,83 0,0964 3,37
No:18 / iyi 25,93 22,16 0,0733 3,77
1,51
No:18 /zayif 24,43 22,17 0,2087 2,26
No:19 / iyi 25,80 22,08 0,0760 3,72
0,26
No:19 /zayif 26,50 23,05 0,0912 3,46
No0:20 / iyi 25,11 21,82 0,1025 3,29
0,58
No:20 /zayif 26,13 23,42 0,1535 2,70




Cizelge 4.8. PTGS2 geninin UBC referans genine gore ifade seviyesinin hesaplamasi
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PTGS2

uBC

ortalama Ct ortalama Ct rl;lg;z?ger;f/} ACt AACt
(hedef) (ref) 9
No:1 /iyi 27,63 23,98 0,0801 3,64 0.06
No:1 /zayif 28,68 25,10 0,0836 3,58 '
No:2 / iyi 28,05 24,84 0,1075 3,22 0.35
No:2 /zayif 29,59 26,02 0,0842 3,57 '
No:3 / iyi 26,06 25,76 0,8124 0,30
. 2,16
No:3 /zay1f 31,26 28,81 0,1822 2.46
No:4 / iyi 27,44 22,78 0,0395 4,66
. -0,63
No:4 /zayif 29,5 24,21 0,0256 5,29
No:5 / iyi 28,88 25,11 0,0733 3,77
. 1,81
No:5 /zay1f 25,37 23,41 0,2570 1,96
No:6 / iyi 23,94 23,15 0,5780 0,79
-0,66
No:6 /zay1f 25,32 23,87 0,3660 1,45
No:7 / iyi 26,96 22,51 0,0457 4,45
. -0,86
No:7 /zayif 26,88 21,58 0,0253 5,31
No:8 / iyi 25,88 22,80 0,1183 3,08
. 0,89
No:8 /zayif 24,91 22,73 0,2200 2,18
No:9 / iyi 25,86 21,35 0,0438 451
. -0,60
No:9 /zayif 27,19 22,07 0,0289 511
No:10/ iyi 25,72 22,96 0,1474 2,76
. -0,50
No:10/zay1f 26,45 23,18 0,1040 3,27
No:11/ iyi 28,57 21,37 0,0068 7,20
. 1,28
No:11 /zayif 27,72 21,80 0,0164 5,93
No:12 / iyi 34,25 28,81 0,0229 5,45
. -1,62
No:12 /zayif 36,54 20,48 0,0075 7,07
No:13/ iyi 23,50 21,30 0,2177 2,20
. 0,84
No:13 /zayif 23,04 21,68 0,3894 1,36
No:14 / iyi 28,82 24,36 0,0454 4,46
0,58
No:14 /zayif 28,44 24,56 0,0678 3,88
No:15 / iyi 32,02 29,95 0,2369 2,08
. 2,15
No:15 /zayif 34,80 30,57 0,0534 4,23
No:16 / iyi 24,35 22,10 0,2101 2,25
. 0,17
No:16 /zayif 27,79 25,38 0,1871 2,42
No:17 / iyi 28,12 23,73 0,0476 4,39
0,72
No:17 /zayif 30,95 25,83 0,0288 512
No:18 / iyi 25,11 22,16 0,1297 2,95
-0,07
No:18 /zay1f 25,18 22,17 0,1239 3,01
No:19 / iyi 26,61 22,08 0,0431 4,54
0,02
No:19 /zayif 27,56 23,05 0,0437 4,52
No:20 / iyi 26,00 21,82 0,0554 4,17
-1,57
No:20 /zay1f 29,17 23,42 0,0187 5,74
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Cizelge 4.9. Goniilliilere ait 224 degerleri

GENLER

2-AACt SONUC
ITPKA VCAN PTGS2

Gonilli no:1 1,28 0,50 0,96 GEBE
Goniillii no:2 1,13 1,17 1,28 -
GoOniilli no:3 1,86 1,43 4,46 GEBE
Gonulli no:4 0,63 0,65 1,55 GEBE
Goniilli no:5 0,57 0,90 0,29 -
Gonulli no:6 1,59 1,05 1,58 GEBE
Gonulli no:7 0,99 1,57 1,81

Goniilli no:8 1,64 1,10 0,54 GEBE
Gondlli no:9 1,17 1,08 1,51 -
Goniillii no:10 1,49 2,13 1,42 GEBE
Goniilli no:11 0,88 0,50 0,41 -
Gonulli no:12 1,95 0,77 3,08 -
Goniilli no:13 0,76 0,73 0,56 -
Gonulli no: 14 0,89 0,94 0,67 -
Goniilli no:15 2,12 4,14 4,44 -
Goniillii no:16 0,98 1,07 1,12 GEBE
Goniillii no:17 1,17 1,08 1,65 -
Goniillii no:18 0,67 0,35 1,05 GEBE
Goniillii no:19 1,04 0,83 0,99 -
Goniillii no:20 3,24 0,67 2,96 -

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda; goniilliilerin tedavi sonucunda gelistirdikleri
en 1iyi kaliteli embriyo ile en zayif kaliteli embriyolarin kiimiiliis hiicrelerindeki ITPKA,
VCAN, PTGS2 gen ifade seviyelerinde anlamli bir farklilik gosterilmemistir (p degeri <

0,005 anlamlilik diizeyi). Istatiksel degerlendirme sonuglar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.

ITPKA geninin kiimiiliis hiicrelerindeki ifade seviyesi degerlendirildiginde iyi morfolojili

embriyolarda ACt degeri 8,81 iken =zayif morfolojili embriyolarda 9,05 olarak
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hesaplanmugtir. 2724 degeri ise 1,18 olarak hesaplanmistir. ITPKA geninde p degeri 0,11
olarak hesaplanmistir. Bu nedenle orneklem sayisi arttirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilik kazanabilme olasiliginin olabilecegi diisiiniilmektedir. ITPKA geninin ifadesi iyi

kalite embriyoda zayif kaliteli embriyoya oranla 1,18 kat artmistir.

VCAN geninin ifade seviyesi degerlendirildiginde iyi morfolojili embriyolarda ACt degeri
2,56 iken zayif morfolojili embriyolarda 2,50 olarak hesaplanmustir. 244t degeri ise 0,95
olarak hesaplanmistir. Bu degerin istatiksel olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir (p=

0,78; p degeri < 0,005 anlamlilik diizeyi).

PTGS2 geninin ifade seviyesi degerlendirildiginde iyi morfolojili embriyolarda ACt degeri
3,54 iken zayif morfolojili embriyolarda 3,87 olarak hesaplanmistir. 2722 degeri ise 1,25
olarak hesaplanmistir. Bu degerin istatiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir (p= 0,19;

p degeri < 0,005 anlamlilik diizeyi).

Cizelge 4.10. Goniillilerin iyi kaliteli ve =zayif kaliteli embriyolarmin kiimiiliis
hiicrelerindeki  ITPKA, VCAN, PTGS2 gen ifade seviyelerinin

degerlendirilmesi
ITPKA VCAN PTGS2
Iyi Kalite | Zayif Kalite Iyi Kalite Zayif Kalite lyi Kalite Zayif Kalite
(Act) (Act) e (Act) (Act) 2-8ket (Act) (Act) e

gt?'grce; 881+1,64 |9,05£129 | 1,18 | 256107 | 250+087 | 095 | 354159 | 387=1,61 | 125
p degeri 0,11 0,78 0,19

Tedavi sonuglarina gore gebe olan ve olmayan gruplarda yaptigimiz degerlendirmede; ilgili
gen ifadeleri agisindan zayif morfolojiye sahip embriyoya oranla iyi embriyolarin oositinden

elde edilen kiimiiliis hiicrelerindeki ifade farkliligi Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

ITPKA geninin gebe olan goniilliilerdeki ifade seviyesi degerlendirildiginde iyi morfolojili
embriyolarda ACt degeri 8,75 iken zayif morfolojili embriyolarda 8,99 olarak
hesaplanmigtir. 2"24°" degeri ise 1,18 olarak hesaplanmigtir. Bu deger istatiksel olarak anlamli
degildir (p= 0,24; p degeri < 0,005 anlamlilik diizeyi). VCAN geninin gebe olan

goniilliilerdeki ifade seviyesi degerlendirildiginde iyi morfolojili embriyolarda ACt degeri
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2,12 iken zayif morfolojili embriyolarda 2,01 olarak hesaplanmigtir. 274 degeri ise 0,92
olarak hesaplanmistir. Bu deger istatiksel olarak anlamli degildir (p= 0,69; p degeri < 0,005
anlamlilik  diizeyi). PTGS2 geninin gebe olan goniillilerdeki ifade seviyesi
degerlendirildiginde iyi morfolojili embriyolarda ACt degeri 2,62 iken zayif morfolojili
embriyolarda 3,02 olarak hesaplanmistir. 2722 degeri ise 1,31 olarak hesaplanmistir. Bu

deger istatiksel olarak anlamli degildir (p= 0,18; p degeri < 0,005 anlamlilik diizeyi).

ITPKA geninin gebe olmayan goniillillerdeki ifade seviyesi degerlendirildiginde 1yi
morfolojili embriyolarda ACt degeri 8,86 iken zayif morfolojili embriyolarda 9,10 olarak
hesaplanmistir. 2742 degeri ise 1,18 olarak hesaplanmistir. Bu deger istatiksel olarak anlamli
degildir (p= 0,29; p degeri < 0,005 anlamlilik diizeyi). VCAN geninin gebe olmayan
goniillillerdeki ifade seviyesi degerlendirildiginde iyi morfolojili embriyolarda ACt degeri
2,91 iken zayif morfolojili embriyolarda 2,91 olarak hesaplanmustir. 222" degeri ise 1,0
olarak hesaplanmistir. Bu deger istatiksel olarak anlamli degildir (p= 0,99; p degeri < 0,005
anlamlilik diizeyi). PTGS2 geninin gebe olmayan goniillilerdeki ifade seviyesi
degerlendirildiginde iyi morfolojili embriyolarda ACt degeri 4,29 iken zayif morfolojili
embriyolarda 4,56 olarak hesaplanmistir. 2722 degeri ise 1,20 olarak hesaplanmustir. Bu

deger istatiksel olarak anlamli degildir (p= 0,49; p degeri < 0,005 anlamlilik diizeyi).

Cizelge 4.11. Goniilliillerin 1yi kaliteli ve =zayif kaliteli embriyolarinin kiimiiliis
hiicrelerindeki ITPKA, VCAN, PTGS2 gen ifade seviyelerinin tedavi
sonuglaria gore degerlendirilmesi

ITPKA VCAN PTGS2
Iyi Kalite | Zayif Kalite p-dat lyi Kalite | Zayif Kalite 9-dnt lyi Kalite | Zayif Kalite oAt
(Act) (Act) (Act) (Act) (Act) (Act)

GEBE OLAN
Ortalama 8,75+1,46 | 899+1,16 1,18 2,12+0,97 | 2,01 +£0,69 0,92 2,62+0,13 | 3,02+1,09 131
(Std Dv.)
p degeri 0,24 0,69 0,18
GEBE
OLMAYAN 8,86 £1,84 | 9,10+ 1,44 1,18 291+1,06 | 2,91+0,80 1,00 429+1,39 | 4,56+1,68 1,20
Ortalama
(Std Dv.)
p degeri 0,29 0,99 0,49

Calismamizda 20 goniilliiniin tamamina transfer giinii tek ve birinci kalite embriyo transferi
yapilmustir. Gebeliklerin tamami birinci kalite embriyolardan elde edilmistir. Transferi
yapilan iyi kaliteli embriyolarin kiimiiliis hiicrelerindeki ilgili genlerin ifadesi ile gebelik

durumlari arasindaki iligski degerlendirilmistir. Sonuglar Cizelge 4.12°de gosterilmistir.
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ITPKA geninin gebe olan goniilliilerin transfer edilen embriyolarin1 gelistiren kiimiiliis
hiicrelerindeki ifade seviyesi degerlendirildiginde, ACt degeri 8,63 iken gebe olmayan
goniillillerin ACt degeri 8,94 olarak hesaplanmistir. 244" degeri ise 1,24 olarak
hesaplanmigtir. Transfer yapilan iyi kaliteli embriyolarda ITPKA geninin ifade farkliligina
bakildiginda; gebe olanlarda gebe olmayanlara oranla anlamli bir degisiklik

gozlemlenmemistir (p= 0,89; p degeri < 0,005 anlamlilik diizeyi).

VCAN geninin gebe olan goniilliilerin transfer edilen embriyolarin1 gelistiren kiimiiliis
hiicrelerindeki ifade seviyesi degerlendirildiginde, ACt degeri 2,19 iken gebe olmayan
goniilliillerin ACt degeri 2,81 olarak hesaplanmistir. 244 degeri ise 1,54 olarak
hesaplanmistir. VCAN geninde p degeri 0,10 olarak hesaplanmistir. Bu nedenle 6rneklem
sayis1 arttirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik kazanabilme olasiliginin olabilecegi
diistiniilmektedir. Transfer edilen iyi kaliteli embriyolarda gen ifadesi gebe olanlarda
olmayanlara oranla 1,54 kat artmustir.

PTGS2 geninin gebe olan goniilliilerin transfer edilen embriyolarin1 gelistiren kiimiiliis
hiicrelerindeki ifade seviyesi degerlendirildiginde, ACt degeri 2,55 iken gebe olmayan
goniilliillerin ACt degeri 4,20 olarak hesaplanmistir. 244 degeri ise 3,14 olarak
hesaplanmistir. PTGS2 geninde ifade farklili§i gebe olan grupta olmayana gére anlamli
olarak artmistir (p= 0,01; anlamlilik diizeyi p>0,05). lyi kaliteli embriyolarda gen ifadesi
gebe olanlarda olmayanlara oranla 3,14 kat artmistir. Bu gen ifadesindeki 3,18 katlik artisin

gebelik tahmininde biyobelirteg olarak kullanilabilecegini diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.12. Goniilliilerin transfer yapilan embriyolarinin kiimiiliis hiicrelerindeki ITPKA,
VCAN, PTGS2 gen ifade seviyelerinin tedavi sonuglarina gore

degerlendirilmesi
ITPKA VCAN PTGS2
Gebe Gebe Gebe
GEbZ (t)lan Olmayan | 2-44ct Gebz ?Ian Olmayan [ 24act GebAe ?Ian Olmayan 2-4nct
i) (Act) () (Act) (i) (Act)

Ortalama (Std Dv.) | 8,63 +1,46 [ 8,94+ 1,84 | 1,24 | 2,19+0,97 |[281+1,06 | 154 | 255+1,35 | 420+1,39 3,14

p degeri 0,89 0,10 0,01*
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5. TARTISMA

Folikiilogenez ve oosit olgunlagsmasi ¢ok siki diizenlenmis ve karmasik gelisim yolaklaridir.
Oosit ve onu cevreleyen kiimiiliis hiicreleri hem yapisal hem de foksiyonel bir degisim
gecirerek ovulasyon ve fertilizasyon i¢in hazirlanirlar. Bu yolaklar fare, inek, primat gibi
birgok hayvan grubunda galisilmis olmasina ragmen insan verileri kisithdir [89]. IVF
tedavisinde canlilig1 en yiiksek olan embriyoyu transfer i¢in segmek hem medikal hem

sosyal hem de ekonomik fayda saglayacaktir [153].

Bu giine kadar IVF tedavilerinde embriyo se¢imi kutup cisimcigi yapisi, zona pellusida ve
sitoplazma goriintiisii gibi morfolojik karakterlere gore yapilmaktaydi. Buna ragmen
morfolojik degerlendirme oosit yeterliligi ve embriyo kalitesi hakkinda giivenilir bir tahmin
saglayamamaktadir [75]. Oosit gelisiminin saglikl1 bir sekilde tamamlanmasi, folikiil mikro
cevresinin kalitesine ve karsilikli olarak devam eden hiicre iletisiminin devamliligina
baghidir [75, 97, 154, 155]. Dolayisiyla embriyo kalitesini degerlendirecek yeni parametre

arayisi icerisinde kiimiiliis hiicreleri degerli bir veri sunmaktadir.

Yapilan bir¢ok ¢alismada secilen aday genlerin kiimiiliis hiicrelerindeki ifade seviyesinin
oosit olgunlagsmasi [10, 13, 15, 17] , embriyo canlilig: [10, 13, 15, 17, 152, 156-158], gebelik
[10, 11, 13, 152, 157, 159, 160] ve canli dogumla [19, 152] iliskisi degerlendirilmistir.

Biz de yaptigimiz bu ¢alismada ITPKA, VCAN ve PTGS2 genlerinin kiimiiliis hiicrelerindeki
ifade seviyesi ile embriyo morfolojisi ve gebelik gelistirme potansiyelleri arasindaki iligkiyi
gPCR kullanarak degerlendirdik. Segilen genler oosit tarafindan gelen sinyallerle
diizenlenen ve kiimiiliis genislemesinde, gonadotropin sentezinde, hiicre i¢i Ca*?
metabolizmasinda 6nemli fonksiyonlarda goérev almaktadir. ITPKA hiicre i¢i ikinci
habercilerden olup Ca*? metabolizmasinda gérevlidir. Ca*? oosit aktivasyonunda oldukga
onemli olan bir iyondur. Déllenme i¢in spermin zona pellusidaya temas etmesi sonucu 0osit
sitoplazmasinda bir¢ok metabolik ve fiziksel degisiklik meydana gelir. Bunlarin en baginda
hiicre igi Ca*® konsantrasyonun artmasi ve mayozun tamamlanmasi gelmektedir [74].
Versikan kiimiiliis-oosit kompleksinin ana bilesenlerinden bir proteoglikan olup hiicre dist
matrikste yer alan hyalorunana baglanarak onu stabilize eder [161]. PTGS2 geni
prostaglandin sentezini yapan PTGS2 enzimini kodlar. Ovulasyondan birkag saat 6nce enzim

seviyesi yiikselmeye baslar ve kiimiiliis genislemesini tetikler. PTGS2 geni susturulmus olan
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farelerde mayozun yeniden baslatilmasinda hatalar, ovulasyon ve fertilizasyon bozukluklar1

meydana geldigi gosterilmistir [162].

Caligmalarda yapilan metodolojik ve biyolojik farkliliklarin kiimilis hiicrelerindeki
genlerin ifade profillerini etkiliyor olabilecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle ¢calismamiza 35
yas altindaki agiklanamayan infertilite tanisi almis olan gonilliileri dahil edilmistir.
Tedavide kullanilan gonadotropinlerin tiirii gen ifade seviyesini etkiledigi i¢in [51, 163]
caligmaya dahil edilen tiim goniilliilere ayn1 protokol uygulanmis ve tedavi sonunda da tek
embriyo transfer yapilmistir. Polikistik over sendromu, endometriozis gibi kiimiiliis
hiicrelerindeki gen ifade seviyesinin normal hastalara oranla farkli oldugu gosterildiginden
[39] yalnis calismamiza sadece agiklanamayan infertilite tanist almis olan hastalar1 dahil

edilmistir

Yaptigimiz calismada;

IIk olarak; kiimiiliis hiicrelerindeki ITPKA, VCAN, PTGS2 genlerinin ifade seviyeleri
degerlendirildiginde embriyo morfolojisi agisindan anlamli bir farklilik bulunmamistir (p
degeri<0,005 anlamlilik diizeyi). ITPKA geninde diger iki genden farkli olarak 6rneklem

sayist arttirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik kazanabilme olasiligi gézlenmistir

(p=0,109).

Ikinci olarak; Tedavi sonuglarmna gore gebe olan ve olmayan gruplarda yaptigimiz
degerlendirmede; ilgili gen ifadeleri acisindan zayif embriyoya oranla iyi embriyolarin

oositinden elde edilen kiimiiliis hiicrelerinde anlamli bir iliskisi bulunamamustir (p>0,05).

Son olarak; Calismamiza katilan goniillillerin tamamina transfer giinii tek ve birinci kalite
embriyo transferi yapilmistir. Gebeliklerin tamami birinci kalite embriyolardan elde
edilmistir. Transferi yapilan iyi kaliteli embriyolarin kiimiiliis hiicrelerindeki ilgili genlerin
ifadesi ile gebe olup olmama durumu arasindaki iliski degerlendirilmistir. Buna goére gebe
olanlarda olmayanlara oranla ITPKA geninde anlamli bir degisiklik bulunmamustir (p= 0,89;

p degeri < 0,005 anlamlilik diizeyi).
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VCAN geninde ise p degeri % 10 anlaml1 olma egilimi gdstermistir (p= 0,10). Orneklem
sayisi arttirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik kazanabilme olasilig1 olabilir. lyi kaliteli

embriyolarda VCAN geninin ifadesi gebe olanlarda olmayanlara oranla 1,54 kat artmustir.

Iyi kaliteli embriyolarm kiimulus hiicrelerinde PTGS2 gen ifadesi gebe olanlarda
olmayanlara oranla 3,14 kat artmustir. Iyi morfolojiye sahip olan embriyonun gebelik
gelistirme potansiyelini degerlendirmede PTGS2 geninin kiimiiliis hiicrelerindeki artmis
ifadesi istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0,01; anlamlilik diizeyi p>0,05). PTGS2
geni oositten salgilanan GDF9 biiyiime faktorii ile diizenlendigi i¢in bu genin ifadesinin
oositin kapasitesini yansitabildigi diisiiniilmektedir. Ayni1 zamanda ovulasyon ve
fertilizasyonda da aktif gorev almaktadir [162]. PTGS2 enzimi prostaglandin biyosentezinde
anahtar enzimdir. Prostaglandinler de embriyolarin implantasyonunda hayati rol oynar.
Implantasyon &ncesi ve esnasinda prostaglandin sentezinin engellenmesi implantasyonun
gecikmesine ya da desidual dokunun incelmesine neden olur [164]. Farelerde PTGS2
eksikligi implantasyon basarisizligina neden oldugu gosterilmis. PTGS2 enzimi ile
sentezlenen prostasiklinlerin farelerde implantasyon i¢in gereklidir [162]. Bu gen
ifadesindeki 3,14 kathik artis gebelik tahmininde giiglii bir biyobelirte¢ olabilecegi

diistiniilmektedir.

Sonuglarimiz Gebhard ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ile desteklenmektedir. Gebhard ve
arkadaslar1 yaptiklar1 38 IVF hastasinin katildig1 ¢alismada; tek embriyo transferi sonrasinda
elde edilen gebeliklerde kiimiiliis hiicrelerindeki metabolik aktivitelerde (ALDOA, LDHA,
PFKP, PKM2), sinyal mekanizmasinda (AHR, GREM1, PTGS2, STS) ve ekstraselliiler
matriks bilesenlerinde yer alan ( HAS2, PTX3, TNFAIP6, VCAN) genlerin ifade seviyeleri
arastirllmistir. Calismada ayni1 zamanda oositlerden elde edilen kiimiiliis hiicreleri
gelistirdikleri embriyo morfolojisi bakimindan da diisiik ve yiiksek kalite olacak sekilde ikili
karsilastirilmistir. Sonucta VCAN (3,2 kat yiiksek (0,46:0,16) ve PTGS2 (3,1 kat yiiksek
(0,34:0,11) gen ifadesi canli dogum yapan hastalarda anlamli olarak yiiksek c¢ikarken diger
genlerin ifadelerinde anlamli bir degisim gdzlenmemistir. incelenen higbir gende embriyo
morfolojisi agisindan anlamli bir farklilik gosterilmemistir. Ayni ¢alismada ayrica dogum
agirhigr ile VCAN, GREM1 ve PKFP genlerinin ifade seviyeleri arasinda da bir korelasyon
tespit edilmemistir [19].
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Benzer bir calisma McKenzie ve arkadaslari tarafindan yapilmis fakat morfolojik
parametrelerle gen ifade seviyesi arasinda bu kez anlamli fark bulunmustur. Bu ¢alismada 8
IVF hastasinin 108 oositinden elde edilen iyi kaliteli embriyo gelistiren oositlerin kiimiiliis
hiicreleri ile zay1f kaliteli embriyo gelistiren oositlerin kiimiiliis hiicreleri HAS2, PTGS2 ve
GREMI1 genlerinin ifade seviyeleri agisindan karsilastirilmustir. Iyi kaliteli embriyolarda
PTGS2 ve HAS2 genlerinin ifade seviyeleri zayif kaliteli embriyolara oranla 6 kat artig
gosterirken GREM1 geninde 15 kat artis gosterilmisti [15]. Bu g¢alismadaki kiimiiliis
hiicrelerindeki PTGS2 geninin ifadesinin embriyo morfolojisi ile gosterdigi pozitif

korelasyon bizim ¢alismamizda tekrarlanamamustir.

Feuerstein ve arkadaslarimin yaptigi; oositlerin bireysel olarak niikleer olgunluklar1 ve
yeterliliklerinin ~ degerlendirildigi gen ifade c¢alismasinda secilen genler oosit
olgunlagmasiyla ilgili bulunurken, morfolojik parametreler gen ifadesinden bagimsiz
bulunmustur. Segilen genler; STAR, PTGS2, AREG, SCD1, SCD5, CX43 olup, niikleer
olgunlasmayla korele bir sekilde artmis ifade gosterirken, ikinci giin embriyo
morfolojisinden bagimsiz bulunmustur. Besinci giine ulasan embriyolarda ise azalan bir
ifade seviyesi gozlenmistir [10]. Yazarlar bu duruma dayanarak ¢alismada degerlendirilen
genlerin ifade seviyeleri oosit gelisiminden ve embriyo gelisimi boyunca degisebilecegini
de 6ne siirmiislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise PTGS2 geninin ifadesi ile iyi kaliteli embriyo

morfolojisi arasinda iliski bulunmamustir.

Adriaenssens ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada daha 6nce fare ve insan iizerinde yaptiklari
mikroarray ¢alismasinin sonuglarina dayanarak sectikleri ovulatuar LH cevabiyla ilgili olan
10 aday gen belirlemis ve bu genlerin kiimiiliis hiicrelerindeki ifadesini qPCR ile
degerlendirmislerdir [18]. Calismaya dahil edilen ve iki farkli indiiksiyon protokolii
uygulanan (GnRH agonisti + HP-hMG/ rFSH) 63 hastanin degerlendirmesi i¢in 13 adet
sitimiilasyon parametresi (yas, BMI, stimulasyon siiresi, ovaryan cevap vb.) ve oosit
degerlendirme parametresi (oosit olgunlasmasi, {iclincii giin embriyo morfolojisi vb.)
belirlenmis ve kayit altina alinmistir. Degerlendirilen genler HAS2 (Hyaluronan synthase),
VCAN, SDC4 (Syndecan 4), ALCAM (Activated leukocyte cell adhesion molecule), GREM1
(Gremlin 1), PTGS1 (Prostaglandin-endoperoxide synthase 1), PTGS2, DUSP16 (Dual
specificity phosphatase 16), SPROUTY4 (Sprouty homolog 4), RPS6KA2’dir (Ribosomal
protein S6 kinase, 90 kDa, polypeptide 2). Yapilan degerlendirme sonucunda farkl: ifade
seviyesi ile ilgili ii¢ degisken (yas, VKI, serum FSH seviyeleri) belirlenmistir. VCAN geninin
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rFSH grubunda oosit olgunlagsmasi negatif korelasyon gosterirken diger grupta herhangi bir
iliski gostermemistir. ALCAM ve GREM1 geninin ifadesi, embriyonun {igiincii giindeki iyi
morfolojisi ile tedavi protokoliinden bagimsiz olarak pozitif olarak iligkili bulunmustur.
Caligmada gosterilmistir ki; kiimiiliis hiicrelerindeki ovulasyonla iligkili genlerin ifadeleri
oosit kapasitesini etkilemekte ve hastaya uygulanan tedavi protokollerine gore de
degiskenlik gostermektedir [18]. Bu nedenle bu ¢alismada tiim hastalara antogonit protokol

uygulanmistir

Wathlet ve arkadaglarinin yayinladigi ¢alismada GnRH antagonisti + rFSH veya GnRH
agonisti + HP-hMG ile iki farkli ilag protokoliiyle yapilan IVF tedavisindeki hastalarin ICSI
yapilan oositlerinin kiimiiliis hiicrelerinde gen ifade analizi degerlendirilmistir. Daha 6nce
sonuglarin1 yayinlamadiklari mikroarray ¢alismasinin yonlendirmesiyle 8 aday gen -SDC4
(Syndecan), PTGS2, ALCAM (activated leukocyte cell adhesion molecule), GREM1,
TRPM7 (transient receptor potential cation channel, subfamily M member 7), CALM2
(Calmodulin 2), ITPKA belirlemislerdir. Sonuglar hem kullanilan KOH protokoliine gore
hem de hasta i¢i varyasyona gore degerlendirip, oosit yeterliligi ve embriyo gelisimi ile
iliskilendirmislerdir. Sonu¢ olarak olgun oositlerden elde edilen kiimiiliis hiicrelerinde
yiksek PTGS2, diisitk VCAN ifadesi tespitetmiglerdir. VCAN disindaki tiim genlerin ifade
seviyelerinin 3/5. giin embriyo morfolojisiyle pozitif korelasyon gosterdigini bulmuslardir.
Her iki stimiilasyon programi i¢in farkli tahmin modelleri 6ne siirmiislerdir. Her iki grupta
da en kaliteli boliinme evresi embriyosu se¢imi i¢in TRPM7 ve ITPKA genlerinin, gebelik
tahmini i¢in ise SDC4 ve VCAN genlerinin ifade seviyesi en iyi belirteg olarak 6ne ¢ikmustir.
Onerdikleri bu model ile %70 duyarlilik, %90 &zgiilliik ile gebelik tahmini elde ettigini
belirtmektedirler [17].

Ayn1 grubun yaptig1 bir sonraki ¢aligmada kiimiiliis hiicrelerinde bu kez 11 gen ifadesi gebe
olan ve olmayan iki grup arasinda karsilastirilmistir. iki grup arasinda VCAN geninin
ifadesinde anlaml bir farklilik gézlenmezken, EFNB2 (EphrinB2), ITPKA and CAMK1D
(calcium/calmodulin dependent protein kinase 1D) genlerinin ifadesi gebe olanlarda anlamli
olarak fazla bulunmustur. Arastirmacilar bir kez daha tahmin modeli gelistirerek, canl
dogum ihtimalini degerlendirmek icin EFNB2, CAMK1D ve STC2 (Stanniocalcin-2)
genlerini dnermislerdir [152]. Bu grup yaptig1 ¢alismalarla transkipt ifadesine dayali tahmin
olusturmalarinin yaninda bu ifadelerin hormon seviyeleri, stimiilasyon protokolleri gibi

klinik verilerle birlestirerek daha giiclii modeller sunmuglardir.
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Embriyo kiiltliriiniin kamera yardimiyla siirekli kayit altina alindigi embriyo izleme
sistemiyle takip edilen besinci giin embriyolari ile bu embriyolar1 gelistiren oositlerden elde
edilen kiimiiliis hiicrelerindeki gen ifade profilleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi bir
baska ¢aligsmada; her ne kadar kiimiiliis hiicrelerindeki ekspresyon ile morfoloji arasinda bazi
genlerde anlamli farkliliklar gézlenmis olsa da embriyo izleme sisteminin belirtegleriyle
korelasyon gostermedigi goriilmiistir [150]. Yapilan ¢alismada segilen kiimiiliis
hiicrelerindeki enerji metabolizmasinda, sinyalizasyonda, hiicre stresinde, steroidogenezde
gorev alan 31 aday genin ifade seviyeleri arastirilmistir. Kiimiiliis hiicrelerindeki ifade
profilleriyle besinci giin embriyo morfolojisi arasindaki iliski degerlendirildiginde enerji
metabolizmasinda yer alan ATP6VIA (ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit A)
gen ifadesinde 1yi kaliteli embriyolarda artan bir ifade s6z konusu iken, hiicre stresinde gorev
alan HSPAGS (heat shock protein 5) geni, kiimiiliis genislemesinde gérev alan VCAN geninde
1yi kaliteli embriyolarda azalan bir ifade tespit edilmistir. Embriyo izleme parametreleri ile
kiimiiliis hiicrelerindeki ifade profilleri karsilagtirildiginda, proniikleuslarin yikilmasi, g
hiicreye boliinme zamani ile PTGS2 geninin ifadesi pozitif korelasyon gostermistir [150].
Fakat her iki se¢im yoOnteminin birlikte One ¢ikardigi anlamli bir degerlendirme

bulunamamustir.

Scarica ve ekibinin yaptig1 arastirmada daha onceki ¢alismalarda [10, 15] iyi embriyo
kalitesi ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlenen genlerden olan PTGS2 ve HAS2 genleri
ve EFNB2, CAMK1D ve STCI genlerininin de eklenmesiyle olusturduklar1 gen kiimesinin
18 IVF hastasindan (>37+4 yas) elde edilen 75 kiimiiliis kompleksindeki ifade motifleri ile
in-vitro blastosist gelisimi arasindaki korelasyonu arastirmislardir. Embriyolar time-lapse
kiiltiir sistemi ile besinci gline kadar takip edilmistir. Gelisen embriyolarin 33’{iniin gelisimi
duraklarken, 42’si blastosist asamasina ulasmistir. Aymi zamanda blastosistlerin
kromozomal yapilarida degerlendirilmistir. Blastosistlerin %50’sinin andploidi tasidig:
belirlenmistir. qPCR sonuglarina gore gelisim duraklamasi olan embriyolarda PTGS2, HAS2
ve CAMKI1K genlerinde anlamli olarak az ifadelenme gdzlenmistir. Oploid ve andploid

blastosistler arasinda gen ifadelerinde anlamli bir farklilik tespit edilememistir [165].

Shen ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismada ise; 48 IVF hastasinin 354 oosit-kiimiiliis
kompleksinde secilen 10 genin ifade seviyelerini degerlendirmislerdir. Degerlendirilen
genler glikoz metabolizmasinda (PFKP, PKM2, LDHA ve GFPT) ve kiimiiliis
geniglemesinde (HAS2, VCAN, TNFAIP6, PTGS2, PTX3, SDC4) gorev alan genlerin
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arasindan se¢ilmistir. Gen ifadeleri ile oosit maturasyonu, fertilizasyon, embriyo morfolojisi,
implantasyon, hasta yasi ve VKI arasinda bir iliski olup olmadigimi arastirmislardir.
Glikolitik genlerden PFKP, PKM2 matur oositlerde artmis ifade izlenirken diger genlerde
anlamlt bir farklilik tespit edilememistir. Oosit maturasyonu esnasindaki enerji ihtiyaglari
kiimiiliis hiicreleri tarafindan karsilandigi i¢in kiimiiliis hiicrelerinde glikolitik enzimlerin
ifadesinin artmasi anlamlidir. Literatiiriin aksine ayni korelasyon embriyo kalitesiyle
kurulamamistir. VCAN gen ifadesi ise matiir oositlerde azalmigtir. VCAN ifadesi FSH, LH
ve HCG hormonlart ile diizenlendigi i¢in kiimiiliis hiicrelerindeki transkripsiyonu once artar
sonrasinda azalir. Bu nedenle matur oositin kiimulus hiicrelerinde azalmig VCAN ifadesi
gozlenmistir. Bununla beraber gen ifadesinin 3. giin embriyo morfolojisi ile pozitif
korelasyon gosterirken, implante olan embriyolarda azaldigi gozlenmistir. Bu tez
caligmasinda ise embriyo morfolojisiyle bir korelasyon bulunmamisken, gebelikle
sonuglanan hastalarda artmis ifade gostermistir. Diger genlerin ifade seviyeleri ile oosit
maturasyonu, fertilizasyon, embriyo kalitesi ve imlantasyon anlamli bir farklilik

saptanmamustir [166].

Yapilan bir baska calismada EFNB2, RGS2 ve VCAN genlerinin IVF tedavisinde gebelik
tahmininde bir biyobelirte¢ olup olmadigi arastirilmis ve genlerde anlamli bir farklilik tespit
edilememistir [151]. 43 kadindan olusan olduk¢a homojen bir ¢alisma grubunda tek embriyo
transferi yapilmis, tedavi sonuclarina gore gebelikle sonuglanan ya da sonuglanmayan
embriyolar1 gelistiren oositlerin kiimiiliis hiicrelerinde secilen genlerin ifadeleri qPCR ile
degerlendirilmistir. RGS2 ve VCAN genlerinin ifadesi gebe olan ve olmayan grup
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gostermezken, EFNB2 geninde gebe olmayan grupta
sinirda artmis bir ifade tespit edilmistir. VCAN geninin ifadesi ile gebe olup olmama durumu

arasindaki iliski bizim ¢alismamizla uyumlu olarak anlamli bulunmamastir.

Yapilan bir diger ¢alismada ICSI yapilan 75 kadimin 674 oositinin kiimiiliis hiicrelerinde
HAS2 (hyaluronin synthase 2), PTGS2, BDNF (bone morphogenetic proteins), GREM1
TNFAIP6 (tumour necrosis factor-a-induced protein 6), PTX3 (pentraxin 3) genlerinin ifade
seviyelerine qPCR ile degerlendirmistir. PTGS2 geninin ifadesi olgun oositlerde artmis iken

BDNF geni ise azalmistir [13].

Hamel ve arkadaglarimin yaptig1 ¢alismada Oncelikle bireysel olarak toplanan folikiiler

hiicrelerde ifade edilen sekanslar1 igeren mikrogipler kullanarak mikrodizin hibridizasyon
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analizi yapmislardir. Analiz sonuglarindan yola ¢ikarak qPCR ile calisilacak aday genler
belirlemislerdir. IVF tedavisi yapilan 18 hastanin folikiiler hiicreleri bireysel olarak
toplanmis ve igslem giinii sivi azotta dondurulmustur. Kiimiiliis hiicreleri de ayni sekilde
bireysel olarak toplanmis ve dondurulmustur. Tedavi sonrasi gelisen embriyolar morfolojik
kriterlere bakilarak degerlendirilmis ve gebelikle sonuglanan kaliteli embriyolarin folikiiler
hiicreleri bir havuzda toplanmis, morfolojisi zayif olan gelisimin herhangi bir evresinde
duraklamis olan embriyolarin folikiiler hiicreleri de bir havuzda toplanmistir. Segilen 18
aday genin ifadeleri qPCR ile bu iki grup arasinda degerlendirilmistir. 18 gende 5 tanesi-
FDX1 (P =0.0203), CYP19A1 (P = 0.0359), CDC42 (P = 0.0396), SERPINEZ2 (P = 0.0499)
ve 3bHSD 1 (P = 0.0078)- morfolojisi iyi olan grupta istatistiksel olarak anlaml1 artmis ifade
soz konusuyken diger 8 gende fark bulunamamistir [11]. Bu 5 genin oosit yeterliligi ile ilgili

olarak biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Ayni grup yaptiklari bir diger calismada bu kez 18 IVF hastasinin gebelik gelistiren
embriyolarinin folikiil hiicrelerini bir havuzda, gelistirmeyenlerin folikiil hiicrelerini bir
havuzda toplayarak benzer ¢alismay: tekrarlamislardir. Oncesinde yapilan mikro dizin
caligmas1 sonrast 10 adet adet gen belirlenmis ve bu genlerin ifadeleri qPCR’da
degerlendirilmistir. UGP2 (UDP-glucose pyrophosphorylase 2) (p=0.0023) ve PHLDA1
(pleckstrin homology-like domain, family A, member 1) (p=0.0461) genleri basarili bir
gebelik i¢in biyobelirteg olarak kullanilabilecegini gostermislerdir [12].

Kiimiilis hiicrelerindeki gen ifade seviyesi ile bu hiicre grubundan gelisen oositin gelistirdigi
embriyo morfolojisi kombine olarak embriyo/oosit canliligini degerlendirmede kullanilmasi
ozellikle mikroenjeksiyon yapilacak oosit sayisinin yasal olarak sinirlandirildigr tilkeler i¢in
oldukga timit vermektedir [149]. Bazi iilkelerde mikroenjeksiyon yapilacak oositler islem
oncesi (Italya gibi) rastgele secilirken, bazilarinda da dollenen oositlerden embriyo kiiltiirii
icin embriyolar (Almanya, Isvicre) rastgele olarak secilmektedir [167-169]. Tiirkiye’de 6
Mart 2010 tarihinde Resmi Gazete *de yayimlanan Uremeye Yardimci Tedavi Uygulamalari
Ve Uremeye Yardimci Tedavi Merkezleri Hakkinda Yonetmeliginin 18. Maddesinin 8.
Fikrasmin b bendine ‘Merkezlerde UYTE uygulamasinda birden fazla embriyo transfer
edilmemesi esastir. Ancak, 35 yasa kadar birinci ve ikinci uygulamada tek embriyo, {iglincii
ve sonraki uygulamalarda iki embriyo, 35 yas ve iizerinde tiim uygulamalarda en fazla iki
embriyo transfer edilebilir’ ifadesi ile IVF tedavilerinde transfer edilen embriyolara yasal

kisitlama getirilmistir [170].
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Ekart ve arkadaglarimin yaptigi retrospektif analize dayali bir calismada kiimiiliis
hiicrelerindeki gen ifade seviyelerinin oositleri degerlendirmedeki basarisi, kiimiiliis-00sit
kompleksinin morfolojik degerlendirmesi [171], embriyo kiiltiir ortaminin metabolomik
profili [172] gibi simdiye kadar sunulan diger alternatiflere oranla daha yiiksek bir kesinlik
ile sonuglandirdigint gostermistir [149]. Tiirkiye’nin de aralarinda bulundugu yasal olarak
zorunlu tek embriyo transferi yapilan iilkelerde gebelik olasiligini arttirmak ig¢in embriyo
secim kriterlerine belirlenen bazi genlerin kiimiiliis hiicrelerindeki ifade seviyelerinin

degerlendirilmesinin eklenmesi gebelik olasiligini arttirabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizin giiclii oldugu yénleri oldugu gibi sinirliliklar: da s6z konusudur. Ifade profilini
etkileyen bildigimiz biyolojik ve klinik nedenleri dislanmasiyla olusturulan ¢alisma grubu
oldukca homojen bir dagilim gostermektedir. Ayrica tedavi sonunda yapilan tek embriyo
transferi, embriyo gelisiminin bireysel olarak takip edilmesi, gelisen embriyonun kdken
aldig1 oositi; dolayistyla yapilan degerlendirme ile bu oositin yeterliliginin tespit edilmesine
olanak saglamaktadir. IVF tedavilerinde yapilan ¢oklu embriyo transferleri sonrasi elde
edilen tekil gebeliklerde gebeligin hangi embriyodan gelistigini tespit etmek neredeyse

imkansizdir. Boyle bir durumda gen ifadelerinin degerlendirilmesi spekiilatif olmaktadir.

Calismamizin smirlilig ise galisilan hiicre grubundan ve ¢alisma grubunun biiytikliglinden
kaynaklanmaktadir. Calismadaki kiimiiliis hiicreleri ¢ok smirli sayida ve tekrarlanamaz
sekilde elde edilmektedir. Sayica az olan hiicreden kaliteli RNA elde edebilmek ¢alismanin
sonuglarii etkileyebilmektedir. Calismamiz nispeten kiigiik bir 6rneklem boyutuna sahip
idi. Bu nedenle gen ifadesindeki potansiyel kiiglik farkliliklar bazi genlerin
degerlendirilmesinde tespit edilememis olabilir. Belki daha biiytiik bir 6rneklem grubu analiz
edilmis olsa idi potansiyel farkliliklar tespit edilebilirdi. Bir gen IVF tedavilerinde bir
biyobelirte¢ olarak kullanilacaksa sadece gebelik potansiyeline sahip embriyolarin kiimiiliis
hiicrelerinde degil gelisen tiim embriyolarda degerlendirilmelidir. Gebelik s6z konusu
oldugunda morfolojik olarak diisiik kaliteli olarak degerlendirilse bile her embriyonun bir

gebelik potansiyeli oldugu unutulmamalidir.

Calismamizin sonuclarma gore iyi kaliteli embriyolarin kiimiiliis hiicrelerindeki PTGS2
geninin ifadesi gebe olanlarda gebe olmayanlara oranla 3,14 kat artmistir. Bu gen
ifadesindeki 3,14 katlik artisin gebelik tahmininde biyobelirteg olarak kullanilabilecegi

diisiiniilmektedir. lyi kaliteli embriyolarin kiimiiliis hiicrelerindeki VCAN geninin ifadesi
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gebe olanlarda olmayanlara oranla 1,54 kat artmistir. Bu deger istatistiksel olarak anlamli
olmasa da 6rneklem sayisi arttirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik kazanabilme olasilig1
olabilir. Tirk popiilasyonunda yapilacak benzer c¢alismalarin daha fazla goniilliiniin
katilimiyla tekrarlanmasi gerekir. Buradan ¢ikacak paralel sonuglarla iki gen embriyo se¢im

kriterlerine biyobelirte¢ olarak eklenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

IVF laboratuvarlarinda yeni transkriptomik ve biyoinformatik araglarin uygulanmasi
heyecan verici olsa da, uygulamaya gegcmeden 6nce cevaplanmasi gereken bir takim sorular
vardir. Klinik uygulama igerisinde, embriyo degerlendirmesi yapilabilmesi i¢in embriyo
transferine kadar olan sinirli zaman ¢ok iyi degerlendirilmelidir. Her oositten alinan kiimiiliis
hiicrelerinin tam bir transkriptomik profil elde etmek i¢in mikrodizin analizine tabi tutulmasi
uygulanabilir degildir. Bu durum embriyoloji laboratuvarina yiiksek maliyetli 6zel donanim
ve teknik personel ihtiyacin1 beraberinde getirir. Bunu yerine mikroarray calismalariyla
oosit/ embriyo yeterliligini tahmin edebilecek smirli sayida fakat kuvvetli biyobelirtecler
qPCR ile degerlendirilebilir. Bu noktada tek bir gen liriiniiniin sonucu tahmin etmesi olasi

olmadigindan birden fazla gen bir algoritma ig¢erinde kullanilmalidir.

Tirkiye gibi yasal zorunlu olarak tek embriyo transferi (SET) yapilan iilkelerde transfer
basina diisen gebelik orani yiikseltebilmek IVF tedavilerinin en biiyiik hedefidir. Farkli
arastirma gruplarmin sonuglar1 gostermektedir ki; kiimiiliis hiicrelerindeki gen ifade
farkliliklar1 bunu basarabilecek en kuvvetli adaydir. Bu caligmada tek embriyo transferi
yapilan IVF tedavisi alan hastalarin oositleri arasinda gebelik sonucunu tahmin etmek icin
aday genler tamimlamistir. PTGS2 geninin gebelik potansiyeli en yiiksek olan embriyoyu
se¢mekte giiglii bir biyobelirteg¢ olabilecegi gosterilmistir. Bunun yaninda VCAN geni ise
gebelik potansiyeli en yiiksek olan embriyoyu segmekte timit vermektedir. Daha biiyiik

orneklem gruplarinda tekrar degerlendirilmelidir.

Bu genler sadece daha biiyiik ve daha gesitli SET dongiilerinde degil ayn1 zamanda hasta i¢i
varyasyonlarin da degerlendirildigi yeni ¢alismalarda tekrar degerlendirilmelidir. Bu sayede
ilk tedavi dongiistinde gebelikle sonu¢lanmayan oositlerden elde edilen kiimiiliis hiicreleri
ile sonraki dondurulmus embriyo transferi dongiisii ile canli dogumla sonuc¢lanan oositlerin
kiimiiliis hiicrelerinin birlikte degerlendirildigi hasta i¢i sonuglar da c¢ok degerli veriler

sunacaktir.

Sonug olarak tek bir transkipt ya da bir grup transkript algoritmasinin tek basma ya da
morfolojiyle birlikte, implantasyon orani, gebelik orani veya canli dogum orani gibi IVF
sonu¢ parametrelerini iyilestirip iyilestirmedigini belirlemek i¢in randomize klinik

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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Kiimiiliis hiicrelerinin gen ifade seviyelerinin degerlendirildigi calismalarla sunulan
sonuglarda genel olarak bakildiginda tanimlanan biyobelirtecler lizerinde siirli bir fikir
birligi s6z konusudur. Bunun nedenleri; laboratuvar ortamindaki farkliliklar, ¢aligma
sonuglarinin 6lgiimleri, calisma gruplariin biiyiikliikleri ve homojenlikleri ve kullanilan
teknolojiler olabilir. Tiim bunlarin yaninda IVF tedavisinde kullanilan tedavi protokolleri,
incelenen kadinlarin yasi da arastirilan gen ifade profillerini etkileyebilir. Tiim bunlarin
yaninda yapilan ¢aligmalarin ¢ok biiyilkk kismi retrospektif kohort ¢aligmasina
dayanmaktadir. Bu calismalarin kapsamli performans degerlendirmesi smirli olup,

tanimlanan belirteglerin klinik dogrulamasinin yapilmasi gerekir.

Tim bunlarin sonunda kiimiiliis hiicrelerindeki gen ifade seviyelerinin oosit/embriyo

yeterliligini tayin edebilecek biyobelirtecler olabilecegini diisiiniilmektedir.
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