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KISALTMALAR

IVF: In vitro fertilizasyon

ICSI: Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
OPU: Oosit toplanma iglemi

OMI: Oosit maturasyonu inhibitor

FSH: Folikdl sitiimale edici hormon

LH: Luteinizan hormon

HCG: Insan koryonik gonodotropini

ng: Nano gram

MI:  Mili litre

HA: Hyarulonik Asit



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin safthalarda etik dis1 davranistmin olmadigini, bu
tezdeki biitlin bilgiler1 akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu
tez calismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir

davranisimin olmadigini beyan ederim.
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Bu calismada tez danismanhdimi yuriten, bana akademik
birikimiyle her zaman destek olan saygi deger hocam Biruni Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Tilay
IREZ’ e, tezimin laboratuar galismalarini yarittigim SBU Zeynep Kamil Kadin
ve Cocuk Egitim ve Arastirma Hastanesi Tup Bebek Laboratuarinin birbirinden
degerli ekibine, tezimin hazirlanma agsamasinda istatistiksel calismalara
destek veren Dog. Dr. Enis OZKAYA'ya, motivasyonumun dismesine asla
firsat vermeyen Uzm. Dr. Beyhan SAGLAM’a ictenlikle tesekkirlerimi sunarim.
Verdigi huzur ve sonsuz guven ile en buyuk destek¢im kiymetli esime ve
kendimi varliklariyla her zaman guglu hissettigim sevgili kizlarima sonsuz

tesekkur ederim...
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1. GIRIS

Yardimci ureme tedavilerinde kullanilan teknolojiye en ¢ok yardimci
olan durumlardan biri ylksek implantasyon yetenegine sahip embriyonun
secimidir. Gunidmuzde kullanilan se¢im basamaklari; bUyume oranlarini kapsayan
morfolojik kriterler, erken klivaj durumu, fragmantasyon derecesi ve son olarakta
blastosistin dizenidir(1). Ancak secime dair tahmini boyut hala sinirli bir
durumdadir. Cikan teknolojik gelismelerle oosit ve embriyo secimi icin invitro
fertilizasyonda uygulamali  kullanilabilen  yeni  biyolojik  belirtecler
kesfedilmistir(2).

Objektif ve 6ngoru potansiyeli yiksek, ayni zamanda basarili bir
fertilizasyonun gergeklesmesi icin destekleyici biyolojik gostergelerin varligina
ihtiyac vardir. Ozellikle oositin dogru sec¢imi’nin saglanabilmesi icin hem canliligini
sirdirip hem de molekuler analizinin gercgeklestirilebilmesi pek mimkin degildir
bu yuzden oositin etrafindaki folikdl sivisi veya kiimilis ooforus kompleksi bu tir
analizler icin olduk¢a uygundur(3). Kimulus hucreleri oosit kalitesi ve basarili
embriyonun transfer icin ¢ok yonli bir kullanim alani sergilemektedir.
Nitekim bu konuda kimdulis hicrelerinin  apopitoz oranlari dahi

kullaniimistir(4).

Kumdlas hicreleri oositin mevcut yetene@i mayotik maturasyonu,
fertilizasyon ve embriyonik gelisim parametreleri icin birer biyolojik belirte¢ olarak
degerlendirilebilir(5). in vivo sartlarda kimulis ooforus kompleksinin
gelisemedigi durumlarda implantasyon basarisizliklarinin  oldugu
gorulmastar(6). Kumullus hucreleri bu gibi caligmalar icin kullanilirken
kendi yapisal donanimlarida arastirma konusu olmustur. Ozellikle kimiilis
hicrelerinde bulunan hicresel dis yapisinin olusumu kiimulUs htcrelerinin
kalitesi hakkinda bilgi vermesi adina incelenmistir. Pentraxin 3 (ng/Ml) adh
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proteinin bahsedilen hiicre digi matriksin olusumundaki roll adina;

KUmulus hicreleri ve hucre digi matriksinde bulunan pentraxin 3 (ng/Ml)
proteininin olusturdugu agin ekstraselltler matriksin montajiyla ve bu
gelisiminde oosit maturasyonu ve basarili fertilizasyon icin imkan sagladigi
gorulmustar(7). Pentraxin 3 (ng/MI) proteininin kiimdlis hdcrelerinde
sagladigi optimal genislemenin dogurganlik adina 6nemli oldugunu
gosteren bir cok arastirma yapilmistir(8). Calismamizda in vitro kosullarda
oositlerden oosit etrafindan hicrelerin uzaklastiriimasi sonrasi alinan
kiimulds hucrelerinin 24 saatlik inkiibasyonu ile elde ettigimiz kultur sivisi
supernatantinda pentraxin 3 (ng/MI) proteininin analizi yapilarak; oosit
maturasyonu, fertilizasyon, embriyo kalitesi ve gebelik oranlariyla iligkisinin

incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Oogenez

Disi germ hucrelerinin geliserek olgunlagsmasini gergeklestirdikleri
surec; oogenesis olarak tanimlanmaktadir. Overlerin gamet olusumununda
ovaryan folikller gelisim sureci olan folikilogenez ve steroid hormonlarin
yapimi ve salinimini kapsayan steroidogenez gibi etkin iki énemli roli
vardir(9). Overlerin reproduktif fizyolojideki en énemli fonksiyonu olan bu iki
sure¢ c¢ok cesitli basamaklardan gecgerek gergeklesir. Gebeligin  5-6.
haftalarinda genital kabartiya dogru go¢ eden primordial germ hucrelerine
oogonia denir. Oogonialar intrauterin dénemin 6 ile 8. haftlari arasi hizh bir
mitotik gogalma siirecine girerler. intrauterin dénemin 4. ayinda baslayan
insan oositindeki mayoz bélinme, folikll hicrelerince salgilanan OMI (oosit
maturasyonu inhibitoért)) nedeniyle profaz 1’in diploten evresinde primordial

folikdl olarak beklemelerini saglar.

Bunlar oogenezisin prenatal evresinde gergeklesmektedir.
Yenidogan bir kiz cocugunun over korteksinde 700.000 ile 2 000 000 civarinda
primordial foliklil bulunmaktatadir. Stre gelen atreziler sebebiyle bu sayi
puberteye kadar 400.000 e kadar dusebilmektedir(10).
Oogenezin Postnatal evresi; atreziye ugramayan primordial foliktllerin puberte
ile birlikte baslayan folikilogenezi saglayarak ovulasyona kadar gidecedi

surectir.

2.2. Folikllogenez

Primordial foliktlin secimiyle baglayarak, ovuslayona kadar
gecen sureci folikilogenesiz olarak tanimlayabilmek muUmkudndar.
Folikilogenez evrelerini primordial foliktl, preantral folikul, antral (tersiyer)

folikul ve preovulatuar foliktl olmak tzere dort safada siralayabiliriz.



Foliktller puberte streciyle artan gonodotropin seviyelerinin
etkisiyle gelisip olgunlasmalarini strdururler. Reproduktif donemi boyunca bir
kadin, fertilizasyon potansiyeli gosterebilecek yetkinlikte yaklasik olarak 400-
500 adet matir oosite sahip olabilir. Gonodotropinlerden FSH ve LH’In
dogrudan etkisi altinda gelisen folikullerde; antral folikdl toplulugunun
gelisimiyle birlikte folikullerin belli bir kismi ylkselen FSH ‘a yanit verebilirken,
bircogu erken antral evrede Olmektedir. Yani; kadinlarin cinsel olgunluk
donemlerinde folikillerin bazilar1 atrezi ve apopitozise ugrayabilirken bazilari

da gelisimlerini surdurebilme imkani bulabilirler.

insan granulosa hiicreleri folikillogenez siiresince oositlerin
buyume ve gelismesi adina oldukga buydk 6neme sahiptirler. Ayrica
endometrial gelisim ve ovulasyon igin gerekli hormonlarin sekresyonunda

etkin rolleri mevcuttur(11) .

Granuloza hticreleri ovaryumdaki etkin fonksiyonlari ile in vitro
calismalar icin kullanilabilir bir model meydana gelebilmesi acgisindan

kadin Ureme sisteminde olduk¢a 6nemlidirler(11).

Nitekim yardimci Ureme teknikleri ve in vitro kaltdr
metotlarindaki ilerleme ile birlikte insan granulosa hucreleri; surdurulebilir
kaltarlerin olusturulabilmesi konusunda oldukgca elverigli bir konuma

erismislerdir(12) .

Ovaryen folikuler gelisimin adimlarini tanimlayan yegane
anahtar; morfolojik degisimlerdir. Bu degisimlerin ilk; yumurta ve folikuler
4



oncesi hucrelerden olugsan primodial foliktller degisimdir(13).
Ikinci degisim ise primordial folikiillerin aktive olarak preantral havuzdaki
etkin buyumeye gecisleridir. Preantral gelisim; tek kath granulosa

hucrelerinden ¢ok katli hucre tabakasina gecisle saglanir.

Uclincii  degisim olarak tanimlayabilcegimiz Preantral
formdan, antral foliklle geciste ise Uc tane yapi tasi sayilabilecek ve
oldukca ©6nemli gelisimsel basamak vardir. Bu gelisimsel basamak;
preantral granutlosa hucrelerinden kimulus hucrelerine gegis igin gerekli
olan morfolojik ve fonksiyonel ayrismalardir. Bu iki hlcre tipi birbirlerinden
fenotipik olarakta farklidir(15).

2.2.a Primordial Folikdl

Over korteksinde bulunan folikuller, gelisimlerinide burada
surdardrler. Primordial foliktl, mayotik profazin diploten evresinde gelisimi
durdurulmus ve etrafi tek katli, i§ formlu granulosa hiicreleriyle gevrill oositten
meydana gelmektedir. Caplari 0.04 mm civarinda olan bu foliklller bagimsiz
bir kanlanmaya sahip olmadiklari igin endokrin sistemden aktif bicimde
etkilenmezler. Yetigkin ovaryumu inaktif primordial foliklllerden olusan bir

rezerve sahiptir(15) .

Fetal evrede primordial folikullerin gelisimi epitel yizeyinden
ovigorous kordun invajinasyonu ve oogonia ayrimiyla gergeklesir(16). Hatta
erken asamada da bu kordlar, bir bazal lamina ile gevresindeki stromadan
ayrilir. Primordial folikll i¢erisindeki tomurcuk yapidaki bu kordlarin her biri
folikiiler bazal lamina tarafindan kapsullenmis olan blylyemeyen oosit ve

bolinemeyen 6ncil grantlosa hicreleri icerir.



Ik olarak primordial folikiillerin az bir miktari nedeni bilinmeyen
bir mekanizma ile guinluk aktive edilir ve boylelikle oosit buylimeye, grantlosa
hicreleride ayrilmaya baslar. Granulosa hicrelerinin ayrismasi igin oositin
etrafindaki hicre tabakasinin sayisi artar ve bazal lamina bdoylelikle

genisler(17).

Granuloza hicrelerinini Kuboidal formda c¢ogalmasi artik
primordial folikilin degiserek primer folikile donudsmesidir. Oositin
maturasyonu, ovulasyonun saglanabilmesi ve fertilizasyonun gergeklesmesi

gibi sureglerde farklilasmis olan granulosa hicreleri gereklidir(18).

Gunumuzde; primer folikilin ovulasyona kadar gegcirecegi
surecin 85 guin olduguna inaniimaktadir(19). Bu strecin FSH’ a verilecek yanit
icin buylme dénemi olan kismi, olduk¢a uzun olur ve gonodotropinlerden
tamamen bagimsiz olarak gerceklesir. Insan ovaryan folikillerine bagl
yurutulen calismalarda, FSH reseptorleri icin gerekli gen ekspresyonu

primordial folikltin baylimesi baslayinca gergeklestigi goralmustir( 20).

2.2.b Preantral Folikal

Bu safhada oosit buyir ve zona pellusida ile cevrili bir hal alir.
Granuloza hucreleri gerekli proliferasyonlarini saglayarak teka hicrelerine ait
tabakalagsmalarini surdururler. Bu tabakalardan teka interna; kibik formda
hicrelerden olugan ve geligsmis bir vaskulere aga sahip i¢ tabaka iken, teka
eksterna ise vaskularizasyonu olmayan bir bag dokusu olarak digta bulunan
tabakadir.



Bu teka hucre tabakalasmasi ile gergeklesen buyime; artan
Ostrojen yapimiyla uyum icerisinde gonodotropinlere bagimh bir bi¢cimde
devam eder. Preantral folikile ait grantloza hicreleri androgen ve
progestinlerden ziyade, daha c¢ok 0Ostréjen yapimini saglanmaktadir.
Ovaryuma ait Ostrojen yapimini sinirlayici bir faktor gibi ¢alisan aramotaz
enzim sistemi, androjenleri 6strojene ¢evirir. Bu aromatizasyonu aktive eden
FSH; hem Ostrojen yapimini baslatip hem de hicre blyime ve
diferansiyasyonunu  saglayacak olan  proteinlerin  kodlanmasinida
gerceklestirir. Bu sekilde; dstrojenle gosterdigi sinerjik mitotik etki ile hicreleri

buaytmeleri igcin uyarmaktadir(21).

Preantral ve antral folikiillerde LH hormonu reseptérleri yanlizca
teka inetrna hucrelerinde bulunurken, FSH hormonu reseptoreri sadece

graniloza hicrelerinde bulunur(22).

Granuloza hucrelerine 6zgi FSH reseptorleri preantral evreye
kadar hentiz bulunmamaktadir(20). Bu durumun nedeni; folikdl sitimule edici
hormona (FSH) kendi dstrojenik mikro gevrelerinini olusturabilemek amaciyla

belirli bir miktarda androjen aromatizasyonu yapabilmek igin ihtiyaclaridir(23).

Bir folikilin basarisi bu aromatizasyonda sakhdir; androjenik
mikro c¢evrenin 0&strojenik mikrogcevreye donustlrilebilme yetenegdi bu
basarinin en énemli unsurudur(24). Bu agidan graniloza hicrelerindeki FSH
reseptor igerigi ile Ostrojen yapimi bir nevi sinirlandiriimaktadir. FSH ve
Ostrojenin grantloza hicrelerindeki sinerjistik etkisi ile proliferasyon ve mitotik

etki gergekleserek granuloza hicre sayisinin artigi da saglanmis olur.



FSH’in varhiginda folikul sivisindaki ana madde Ostrojenken, aksi
durumda folikul sivisinda androjenlerin hakimiyeti s6z konusudur(25). Yuksek
orandaki 6strojenin varligindaki bir folikiilde gergeklesen basarili déntsimlerin
sayesinde artilk ovulasyonu saglayacak olan folikilin secgimine isaret
edilmektedir ve butin bu asamalari baz istisnalar hari¢ tek bir folikdl
basarabilmektedir(26).

Siklus ortasina kadar normal sartlarda LH folikll sivisi igerisinde
bulunmamaktadir. LH’ in antral sivi ve plazmadaki erken donemde yukseligi
granliloza hdcrelerindeki  mitotik  aktivitenin  azalmasina, dejeneratif
degisikliklerin olusumuna ve androjen duzeyinde artisa neden olmaktadir. Bu
agidan FSH ve Ostrojenin hakimiyeti graniiloza hicrelerinin artigi ve

dolayisiyla foliktler buyume igin ¢ok gerekli bir durumudur.

Granuloza hucrelerinde yuksek proliferasyonun saglanmig
olmasi ve dolayisiyla saglikh bir oositin varliginin olusabilmesi i¢in; antral sivi
icerisinde ylUksek 6strojen konsantrasyonunun ve disuk miktarda da androjen
konsantrasyonun olmasi gereklidir(27). Yiksek androjenik ortam graniloza
proliferasyonunu  engellemekte ve oositte meydana gelebilecek

dejenerasyonlari uyarmaktadir.

2.2.c Antral Folikul

Preantral folikilden antral foliklle gegisin asamalari surdikce
kavite olusturma egilimide artmaktadir. FSH ve 0Ostrojenin sinerjik etkisi
sayesinde granuloza hucrelerininin interselilar bosluklarinda folUkal sivisi
birikimi artar. Bu sivi birikimiyle olugan yapiya antrum adi verilir. Bu yapinin
olusumu antral folikilinde belirtecidir. Bu safhada; granuloza hicrelerinden

oositi cevreleyen kisimdakiler kimulus ooforusu olusturur.



Kamulas hacreleri oositle olan yakin iligkileri ile mineral destegi
saglamak ve maturasyon icin gerekli uygun mikrogevreyi olusturarak sonraki
surec icin gelisimsel destekleri saglarlar(28).

Antral fazda ayrica oositin yeteneklerinden; nuklear
maturasyonun tam olarak saglanmasi, ve sitoplazmik maturasyonun
gerceklesmis olmasi gibi molekiler slrecin dogru koordinasyonu da

gerceklesir(29).

2.3. Oosit maturasyonu

Mayoz bolinme sureciyle olugan oosit maturasyonu, nukleer ve
sitoplazmik olmak Uzere iki formda gercgeklesir. Oositin ntikeer maturitesinin
anlasilabilmesi; kimulus korona hucre kitlesinin oositin etrafindan kaldiriimasi

sonrasinda ilk polar cisimcigin gorilmesiyle mimkun olabilmektedir.

Nuklear maturasyonu; germinal vezikilin bozulmasi, kromatin
kondensasyonu, mayotik spindle olusumu, homolog kromozomlarin ayriimasi,
sitoplazmanin bolinmesi ve ilk polar cisimcigin atiimasi, 2. Mayozun
gercekleserek metafaz asamasinda fertilizasyon igin bekleyen oosit olarak

tanimlamak dogru olur.

Mayoz 1 in profazinin diploten evresinde bekleyen oositlerde
nikleer zar ve germinal vezikul bozulmamis durumdadir. Gonodotropin
yukselmesi ile birlikte oositin sakin evresi sona erer ve germinal vezikull
bozulur. 1. Mayoz bolinmenin profaz evresi homolog kromozomlarin
eslesmesi ve rekombinasyonu ile tamamlanmis olur. Kondanse formda
mayotik ig olusumu ve metafaz plaginda ayni hizada homolog kromozom

ciftleri dizilimi gergeklesir.



Homolog kromozomlarin ayrilmasi metafaz 1 in tamamlamasi ile
gercgeklesir ve sitoplazma bolunerek ilk polar cisimcik atilir. Bu gelismeyi
takiben oositte 2. Mayoz bolinme baslar ve oosit metafaz asamasinda iken
ovule olur. Oosit ikinci mayozun metafaz iki evresinde fertilizasyonun
gerceklesme surecine kadar bekler. Sperm’in oositi fertilize etmesiyle 2.

Mayoz tamamlanir.

Fertilizasyon ile tamamlanan 2. Mayozla artik ikinci polar
cisimcikte meydana gelmis olur. Oositlerin Metafaz 2 evresine ulasamayanlar
fertilizasyon fonksiyonuna sahip olamadiklari gibi embriyo bdlinmesine

giremezler.

Sitoplazmik maturasyon, niklear maturasyona gére daha az
anlasilir bilgilere sahiptir. Sitoplazmik olgunlasmanin yetersiz oldugu
durumlarda ortaya c¢ikan sitoplazmik anomalilerin derecesinin fertilize olma
kabiliyeti ve ardindan gerceklesecek embriyonal gelisim kapasitesi Uzerine
etkisi hala tartisma konusudur(30). Bir gorise gore sitoplazmik anomalilerin
disi gamet hulcrelerinde gozlemlendigi zamanla ¢ok uyumlu oldugu
distnilmektedir. Orneklenecek olursa; fertilizasyon basarisizhg ve anoploidi
ile maturasyonun erken déneminde var olan sitoplazmik anomalilerle iligkili

oldugu disunulmektedir(31) .

Fertilizasyonun olmasina ragmen gelisimsel basarisizliklarinda
maturasyonun ileriki evrelerinde var olan anomalilerden kaynaklandigi
dusundlmektedir. Batin bunlarin yaninda sitoplazmik anomaliler agisindan
yapilan arastirmalarda ortaya ¢ikan sonug; birkag dismorfik yapinin embriyo
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gelisim parametreleri Uzerinde etkin rol Ustlendigidir.
Maturasyonun erken evrelerinde Germinal vezikulin dagilimi ve sitoplazmada

maturasyon igin bir etkilesim olusturdugu muhtemeldir.

Buna baglh olarak bagimsiz gerceklesebilen yonlerininde oldugu
dusunulsede sitoplazmik maturasyon,; naklear maturasyonun
gerceklesmesiyle oositin fertilizasyon ve embriyonik gelisim sirecleri icin

gerekli donanima sahip olmasi durumuyla anlasilabilmektedir(32) .

Ozellikle fertilizasyonun gergeklesebilmesinde uygun kosullarin
olusabilmesi igin nuklear ve sitoplazmik maturasyonun birlikte gergeklesmesi
gereklidir. Bu iki 6nemli adimin asenkronizasyonu farkli sekilde oosit

anomalilerine neden oldugu belirlenmistir(33).

2.4 Kumiiliis Oosit Kompleksi ve Embriyo iligkisi

Gametlerin kalitesi embriyo icin en énemli unsurdur. GUnimuz
sartlarinda vyduriutilen yardimci Ureme tedavilerinde; gametler morfolojik
kriterlere  gbre degerlendiriimektedir. Oositelerin 1s1k mikroskobu duzeyinde
incelenerek gorulebilen morfolojik diizensizlikler fertilizasyon igin dogru oositin
secimi icin kullanilabilmesinin elverisli oldugu iddiasi s6z konusudur.(34) Fakat
morfolojik degerlendirmeler embriyonun kalitesini yiksek dlgcliide tahmin

edebilmemizi saglayan bir kriter degildir.

Morfolojik olarak anormal kabul edilebilecek embriyolarin
kromozomal anomalileri %70-80 oraninda iken normal olanlarda oran
%40’larda bulunmaktadir (35). lyi kalitedeki embriyonun belirlenmesi igin
gunuimuzde uygulanan IVF programlarinda farkli farkli metodlar
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onerilmektedir. Embriyo morfolojisinin temel alindigi embriyo
degerlendiriimesinde; transfer gunune kadar yapilan c¢esitli gdzlemlerle
implantasyon yeteneginin en yuksek oldugu dugunudlen embriyolar
secilmektedir. Bu morfolojik degerlendiriimelerden biride Hyarulonik asit
salinimi igin genislemis granuloza hucreleri olusmus bir korona kitlesinin
olmasi(34) durumudur.

Granulloza hicrelerinin oositin seciliminde godsterecegi katki ile
buna bagl gelisecek embriyonun potansiyeli ile yapilan gbzlemlerde; korona
radiata hucrelerindeki sitoplazmik uzanti yollari zona pellusidaya gecis ve
oositin maturasyon iglemlerindeki s6z konusu degisimi bu gibi baglantilar
sagladigi (36) ve iletisim saglayan baglantili yapilardaki aksakliklarin oosit
sitoplazmik maturasyonunu ve bu nedenlede balastosist oranlarini etkiledigi
gOrulmustur(37). Embriyo seciminde 1vf sonrasi kullanilan kriterler; klivaj
oranlari ve hucre fragmantasyon duzeyleridir(38). Oosit ve kimdulis
hlcreleri arasinda oositin baylimesi igin cift yonli kendi aralarinda  kicuk
molekdller ve besin gegisini saglayan ve birlikte oositin erken embriyo
gelisimini desteklemesi i¢in molekuler bir mekanizma ile destekleyen karsilikh

gecis vardir(39).

Bu Kkarsilikh iletisimin bir diger kanitida; kimdulis ooforus
farkhlasmasinin oositten alinan sinyaller dogrultusunda gergeklesmesi(40) ve
ayrica oosit gelisiminin  son asamalarinda kumdlusler tarafindan
desteklendigi iyi bilinir(41). Bu yaklasimla, oositin yeterli donanima sahip
olmasi ve fertilizasyon sonrasi gelisimin 6ngortsu adina kimdalus hicrelerinin
kullanimi, embriyonik gelisim parametrelerini belirlemek icin bir biyolojik bir
belirte¢ olabilir(42).

2.5. Kumiulus Hucreleri 12



Memelilerde oositler somatic hucrelerle karsilikli bir iligki
icerisinde buyume ve gelismelerini surdururler. Preantral folikllde; oositin
blyume isleyisi tam olarak farklilasmamis granulosa hucreleriyle yakin

iligkili olarak gergeklesir.

Oositin son bluyume fazi olan folikller antrumun olusumunda
granulosa hicreleri; fonksiyonel ve anatomik olarak iki ayr tipte
farklilasirlar. Bunlardan ilki; baglica steroidojenik etki saglayan, folikil
duvar hucrelerini olugturan mural granulosa hicreleri diger ise oositle yakin
iliski halinde olan kidmulus hucreleridir.(43) Antral kavitenin kenarinda
ovulasyona hazir bir formda granuloza hticreleriyle ¢evrili ovumun olusturdugu

tumsek yaplya kumulis ooforus adi verilir(44).

Kendine ait sitoplazmik uzantilari ile zona pellusidayi gecerek
oosit plazmolemmasina ulasan kimdulls hucreleri; oositin maturasyonunda
gerekli maddelerin birgogunu saglar. Kimulus hdcreleri endokrin ve parakrin
Ozellikler tasiyan o6zellesmis hucrelerdir(45). Bu durumu destekleyen bir
calismada; kumulus hucreleri tamamen uzaklastiriimig  oositlerde
maturasyonun dugsuk duzeyde bir oran ile gergeklestigi fakat kimulis
hiicrelerinden ayriimamis oositlerde in vitro maturasyon
oranlarinin daha yuksek oldugu
gorulmustir(46). Kimulas hucrelerinin varhdinin; mayotik maturasyon ve
kimulus hdcre geniglemesinin saglanabilmesi i¢in gerekli oldugu c¢alismalar
oldukca ¢oktur (47).

FolikUler gelisim suresinde etrafinda bulunduklari oositle yakin
iliski igerisinde olan kumdalUs hucreleri, ger¢eklesen apopitosiz artisi dlglstince
oosit kalitesine katkilarini strdurarler(48).
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KUmulUs hucrelerinin buyumesi siklisun orta fazinda ki LH
hormonu veya disardan alinan HCG hormonu ile gergeklesir. Kumdulis
hiclerlerinde gergceklesen bu buylime fertilizasyon icin ideal oositin

varligini olusturabildigininde bir gostergesidir(49).

Kumulds hucreleri yuksek ozellesmis zonal gegis saglayan
cikintilar ve gecit baglantilardan (gap junction) olusmus ayrintih bir
donanima sahip olan kumulis oosit kompleksi denen yapiyi
olustururlar(50). Farkli inhibitor ve aktivatorler ile oosit tizerinde cok 6nemli
etkileri olan kiimults hicrelerinin olusturdugu bu komleks yapi ideal oositin

seciliminde bir kriter olarak degerlendiriimektedir(51).

Oosit ile yakin iliskide olarak grantloza hiicrelerinden kéken alan
ve oosit ile sinyal iletisimine dair saglam kanitlari bulunan kiimilts ooforus
kompleksi; oositin sitoplazmik gelisiminin desteklenmesini saglayarak surekli
olarak oosit ile iletisim halindedir. Oosit ve kimulus ooforus kompleksi
arasinda yaygin bir ag sistemi olan ve bu iletisimi saglayan mekanizmalar gegit
baglantilardir(52).

Bircok calismada kumdulis ooforus kompleksin fertilizasyonun
gerceklemesi icin yararh etkilerinden; (53) spermin secilmesi, penetrasyonu ve
kapasitasyonunu tesvik etmesine dair bahsedilmistir. (54) Kumulis
hicrelerindeki gelisimin in vitro sartlarda sperm aktivasyonu ve motilitesi igin

uygun sartlarin olusumuna buyuk katki sagladigi ortaya koyulmustur(55) .

Kiamulis ooforus kompleksinin bagaril bir fertilizasyon siirecinde
oositin etrafina bulunurken gergeklestirdigi yapisal diizenleme etkileri veya
14



kendi fonksiyonel yapsinin infertilite Uzerine etkisi etkisi olduk¢a
goktur. Bu duruma ilavaten kimulus ooforus kompleksiin yapisal formunun
tanimi  fertilizasyon acisindan bir sayilsal ©6ngoéri  skoru olarak
kullanilabilmektedir.(56) Fakat vf dncesinde kullanilan tekniklerden oositin
morfolojik olarak skorlanmasi ve kimulus ooforus kompleksinin bahsettigimiz
skorlamasi subjektif 6zellikler icerdiginden dolay! sipheli dogruluk gdsterir ve
bu durum embriyologlarin kendi kararina birakilir(57).

Son yillarda kiimllis ooforus kompleksinin gen expresyonuna dair
yapilan calismalarda oositin maturasyonu, fertilisazyon yetenegi ve embriyo

kalitesi hakkinda 6ngoru degeri olusturacak sonuglara varmigtir(58) .

Oositin yetkinligi Uzerinde yapilan galismalarin ¢ogu in vitro
sartlarda yuratilmagtir. Kumdalis hucrelerinin  oosit Uzerine; mayotik
maturasyon ve metobolik dizenlemede katki saglayan molekuler destegi
sagladigi, oosit maturasyonunda etkili sinyalizasyonlarin olusturulabilmesi
ve sperm kapasitasyonu gibi 6nemli etkileri vardir. Butin bunlar in vitro
maturasyon sureclerinde, kimulusli ve kimulusten arindiriimig oositlerde
farkli gerceklesen gelisim potansiyelleri olarak net bir sekilde
gorulebilmektedir(59).

Cumulus cells as biomarker for oocyte quality,
embryo and pregnancy outcomes
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Sekil 1: Oositin ve kimulls hicreleri arasindaki kargilikh iliskinin anlatiimaktadir. Oositin
kimlUs hicrelerinde yapmis oldugu diizenlemeler ve oositin gelisimsel kapasitesine kimdlis

hicrelerinin verdigi katkilar gosterilmistir(62).

KUmulUs hucreleri ve oosit arasindaki ¢ift yonla iletisimin
gelisimsel anlamda c¢ok oOnemli olduguna dair c¢alismalar so6z
konusudur(64). Bu iletisim; in vitro maturasyon sirecinde in vivo
maturasyona gore stres altinda yurumektedir. In vivo kaynakli kimulis
ooforus kompleksi ile maturasyonu in vitro saglanmis kimulus ooforus
kompleksinin gen ifadeleri ve hlcresel islevsellikleri agisindan farkhliklar
olmasi ve oosit gelisim kapasitesinin in vitro sartlarda etkilendigi
gorulmustur. (65)Bu konu fareler tzerinde in vivo ve invitro kimulus
hicrelerinde gen ekspresyonlart ve farkh baska c¢alismalarlada
desteklenmistir(66).

in vivo sartlarda normal olarak oositin gelismesi igin kiimulis
ooforus kompleksinin genislemesi zorunludur, genislemenin
gereceklesemedigi durumlarda implantasyon potansiyeli oldukg¢a sinirli
duzeydedir(67). Kimulis ooforus kompleksinde gerceklesen genisleme,

hiyaluronik asit tarafindan desteklenir(68).

Geniglemenin gergeklesmesi esanasinda kimulis hucreleri,
spermin penetrasyonuna ve fertilizasyona izin veren ve fimbiryal
yakalamayi kolaylastiran butin bu olanaklara imkan veren hyaltronik asit

sekresyonunu saglar(69) .
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Kimulis hucrelerindeki genisleme potansiyelini  kadinlarin
yasina bagh olarak Greme konusundaki mevcut dezavantajlari, yumurtanin
fonksiyonel veya  yapisal kalite  dusltsununde  etkileyebilecedi
dUsundimustir(70). Kimulas hicrelerinin oositin transportunda dahi énemli

fonksiyonlari oldugunun belirten ¢alismalar mevcuttur.

Ovaryum yuzeyine dallanarak adeta bir sagak seklinde uzanan
fimriyalarin ileri geri haraketi ve silyalar tarafindan olusturulan akimla oosit
tuba uterinaya atilir(71). Tavsanlar Gzerinde vyapilan bazi deneysel
calismalarda oositin fimbriyalar tarafindan tutulup tasinma sureglerini
kolaylastirilmasinda oostin etrafini kusatan hicrelerin roll oldugu goérilmas.
Bu duruma; fimbriya sillerinin ylizeyi ve kiimulus hicreleri arasindaki etkilesimi

saglayan bir molekiler mekanizmanin oldugu disunulmustar(72).

Nitekim bir g¢alismada Ovulasyon ©oncesi neuroaminidaz ile
muamele edilen fimbriyalarin sillerinin yuzeyinde bulunan adheziv
molekdillerini ayridigi bu nedenle oositin fimbriyalar tarafindan yakalanamadigi

g6zlemlenmistir(73).

Ayrica tuba uterinada bulunan ampullanin ¢api ovulasyonla
atilan oosit ve etrafindaki hticrelerin birlikte olusturdugu cap ile turler igierisinde
degisiklik  gosterebilmektedir(74). Orne@in insanlarda  proliferasyonu
saglanmis kamdalis hucreleri nedeniyle daha genis bir ampulla bdlgesi
bulunurken; (75) farelerde ise daha ince bir kiimllius ooforus bulundugundan

ampulla orta derecede bir genislige sahiptir(76).

2.6 Hucre DisI Matriks
17



Foliklilogenez surecinde meydana gelen degisiklikler ile
hicrelerin siralanig ve fonksiyonlari agisindan bir dizi degigsikliklerin
oldugundan bahsetmistik. Ovulasyon 6ncesi meydana gelen hicresel

blylume ve sayica gogalmalarin herbiri digeri ile iliskili seri islemler dizisidir.

Tek katli hucre tabakasindan ¢ok kath ve siralanisi 6zellikli
hucreler toplulugunun; ovulasyon ve sonrasi yetkinligin oosit acisindan

tam ve verimli olabilmesi i¢in gergeklesen 6n hazirliklardandir.

KUumulUs hucrelerinde gerceklesen genisleme hemen hemen
butin memeli turlerinde arastirilmistir. Bu genislemenin infundibulum
tarafindan oositin alinabilmesine kazandirdigi islevselligi yéninden ve
oviduktaki fertilizasyon slrecine kattigi imkanlarda dahil olmak Uzere bir
cok calisma yapilmistir(77). Bu durumlari destekleyici bazi ¢alismalarda
bilesimsel olarak yetkin ve tam bir kimulus hucre matriks olusumunun

oosit kalitesiyle dogrudan iliskili oldugu gézlemlenmistir(78).

Hlcre disi matriks gapraz baginin fizikokimyasal 6zelliklere
bagli degisimleri ve fonksiyonel aktivitesi yeterince anlasilamamistir. Buna
ragmen en aciklayici érnek olarak capraz baglanmis matriks; kimulis

oosit kompleksi matriksidir(79).

Hlcre ve matriksin etkilesimiyle hucrelerin dig uyaranlara
verdigi cevaplarin modulasyonlari tarafindan dogru ya da dolayh olarak
hangi hicrenin oldugunu anlamada énemli bilgiler verebilmektedir.
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Arastirmacilarin  folikiler matriksten yana beklentileri;
folikdllerin buiyume ve atrezi sureclerinde hicre ve doku biyolojisi
baglaminda gerceklesen basamaklarin kotroline  dair  bilgi

verebilmesidir(80).

Hulcre digi matriksin ¢cok farkli rolleri bulunmaktadir. Bunlarda
gog, bolunebilme, farklilagsma, hiicre o6lumd, hicre desteklenmesi gibi
hucrenin sekil ve davranigsal etkilerini igerir. Butun bu davranislar foliktler
gelisimle birlikte ortaya c¢ikar. Ayrica besin, hormonlar ve hucre digi
sinyallerin hedef hicreye ulasabilmesi matriksin bu transfere
mudahalesiyle gerceklesebilir. Matriks; foliktllerde bulunan bluyume
faktorlerini baglamaya yonelik yeteneklere de sahiptir(81). Hucre disi
matriks 6zellesmis mikro gevreyi saglamada etkindir. Bu nedenle hicre ve

doku arasindaki ikili fonksiyonlari belirlemede etkindir(79).

Ovulasyon oranlari (82), kaimulus hiucrelerindeki
sinyalizasyonun gerceklesebilmesi (83), kimullus ooforus kompleksinin
yapisma ve invazyonel kapasitesi (84) ve molekuler filtrasyonun
saglanabilmesi acgisindan (85) kumulis hicrelerindeki ekstraselltler

matriks; oldukca buyuk 6nem arz etmektedir.

in vivo sartlarda ki biitlin olumlu gelisimlerin in vitro sartlarda
yakalanabilcegini diisiinmek dogru olmaz. Ozellikle in vitro maturasyon
sirasinda kullanilan teknikler nedeniyle maturasyon ile oluguan kumdulas
hicre matriksinin gelisimsel ve fonksiyonel olarak degisime ugradigini ve
bu durumdaki oositlerin kalitesindeki dususten anlasilabilecegi (86)

dusunulmektedir.
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In vitro sartlarda hicrelerin molekuler temelde yeterliliklerinin
olusamayacagi kumultis matrix gen eksperesyonlarinin in vitro sartlarda
kisaltildigi agik olarak kanitlanmasiyla dogrulanmaktadir. Bu eksiklik

dogrudan oosit gelisimindeki zayiflik olarak ortaya ¢gikarmaktadir(87).

Kumulus kompleksinin geniglemesi icin yeni sentezlenen
kimulis hicre matriksinin  Gzerinde kalpain aracili olarak kumdulis
hiicrelerinin gdgunin saglanabilmesi gereklidir. In vitro sartlarda yapilan
gbzlemlerde kumdilas hicrelerindeki hareketliliklerin  oosit Uzerindeki

etkilesimleriyle ilgili henltz bir belirginlik gézlemlenmemistir(88).

Kumulus hudcrelerinin - gelisimsel acidan oosite besin
maddelerin saglanmasi ve substratlarin temini i¢in sagladiklari metobolik
destek yapilan son dénem c¢alismalariylada c¢ok fazla 6nem arz
etmektedir(89). Kimdulis hucrelerinde enerjinin saglanmasi, ekstraselltler
matriks substratlari, nukleik asit sentezi ve strese karsi koruma igin

kimulUs hacrelerinin birincil substrati glikozdur(90).

Kumilus matriksinin kimults hicrelerinden oosite metobolik
destegin saglanmasi icin gerekli sinayalleri korudugu ve kiumdullus
hiucrelerindeki glikolitik metobolizmasinin oosit tarafindan regile edilen
genler tarafindan  saglandigi  g6zlemlenmistir(91,92).  Kumdulus
yelpazesinin yuksek oranda glikolitik aktiveye
sahip olma gerekliliginini, oositin  bldyuk c¢ogunlukta oksidatif
fosforolizasyonu kullanmasi nedeniyle oldugu bilinmektedir(93).

in vivo ve in vitro sartlarin olusturdugu ortam bir kiimuilus
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ooforus kompleksinin gelisim yetenegi ve metobolik
yetkinligini dogrudan etkiler(94). Bu duruma verilebilecek en iyi drnek
maternal hiperglisemi ve hiperlipidemisi olanlarin kimdullis ooforus
kompleksi gelisimi ile dolayli olarak embriyo gelisimi ve gebelik
sonuglarinin tehlikede olmasidir(95). Buna ragmen steroid sentezi ve
kolesterol metobolizmasi haricinde kiimulus hicrelerinde ki lipid sentez

metobolizmasi ¢ok iyi bilinmemektedir(96).

In vitro maturasyon sureclerindeki eksik kalan metobolik
destegin glikolotik yol ile saglandiginin goértsti nedeniyle glikolotik
eksikliklerin oositin gelisim potansiyelinde negatif etkiler doguracagi
dustnulmektedir(97). in vitro maturasyon ile olgunlagsmis kimulis
hicrelerinde buyuk olasilikla glutamin fruktoz 6 fosfat transaminaz ve
hiyarulonik asit sentetaz 2 ekspresyonunu inhibe edildigi icin glikoz bagimli

hiyalurunik asit matriks Uretimi hatalari gérulebilmektedir(98).

in vivo satlarda olgunlasan matriksin, glikoz gibi metebolitlerin
sinirh difGzyonunu ve prostaglandin e2 icin gerekli sinyal molekdllerini
saptadigl gorulmustar. Kimdalus htcrelerindeki bu filtrasyon 6zelligi in vitro

maturasyonda ekiltili olarak yurir(84).

2.7 Pentraksin 3

Pentraxinler siklik nimerik yap1 ile korunan protein
ailesindendir(99). C reaktiif protein ve serum amyloid bileseni olan klasik
pentraksinler inflamasyonal aracili cevap olarak karacigerde Uretilen bir akut

faz proteinleridir. (100)
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Bu proteinlerden; Pentraksin 3 (ng/Ml) somatik ve immun hiicre
tipleri tarafindan eksprese edilen ve kiimulus hicrelerinde inflamasyonel
uyaranlara yanit veren bir ekstraselltler matriks proteinidir.(101) Pentraksin
3 (ng/MlI) proteini uzun pentraksin ailesinin bir prototipi olarak kadin kisirliginda
cok kritik bir rol oynar(102).

Son vyapilan c¢alismalarda kumdulis hicrelerinde  bulunan
ekstraselluler matriksin kimulus hicre stabilitesinin saglanmasiyla pentraksin
3 (ng/MIl) proteninin dogrudan iligkisi oldugu go6zlemlenmistir(103).
Ovulasyonda kumdalis matriks kisminin sentezi ve bir ka¢g saat sonra
disustnun oosit ve kimtlis hucreleri tarafindan proteaz Uretiminin artisina
rastlamaktadir(104).

Pentraksin 3 (ng/MI) proteninin yetersizligine bagh olarak gelisen
kimulus hicrelerinin butinligundeki kayip hala bilinmemektedir. Pentraksin 3
(ng/MI) proteininin antiproteolitik aktivitesi ve folikil duvarindaki gerekli
proteazdan ekstraselller matriksi ve oositi korumak igin énemli fonksiyonlari

oldugu ortaya koyulmustur(105).

Kumulus hicrelerinde  bulunan  matriks  tekrarlayan
disakkaritlerden olusan n- asetilglukozamin ve glukoronik asit iceren
glikozaminoklikan formdaki hiyarulonik asit icermektedir. Hyrarulonik asitin

(HA) Uretim ve depolanmasi igin bazi gonodotropinler aktif rol oynar(105).

Kimdulis ooforus un genislemesi ve viskoelastik yapisini
kazanmasi icin gerekli blyuk bilesen hyarulonan (HA) dir(106).
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Preovulatuar fazda pentraxin 3 (ng/Ml) proteini tsg 6
proteini ile baglanarak ¢ok kararli bir hyaluronan agi olusturur(107). Bu
ag; ekstraselliler matriksin montaji ve kimulus hicrelerinin
genigslemesiyle oositin maturasyonu, ovulasyon ile birlikte oositin
follopian tuplerden etkin gecgisin saglanabilmesi ve basarili

fertilizasyonun gercgeklesebilmesine imkan saglar(76).

PTX3
TSG-6 HA

Sekil 2: Kimulus hiicre matriksinde TSG 6 ile pentraksin 3 (ng/Ml) baglanarak hyarulonan

agi olusturmasi(108).

Calismalara dair elde edilen raporlarda ovaryumdan ¢ikarilirken
hatali kimulus hucresi donanimlarinda eksik pentraksin 3 (ng/Ml) proteini

varhigi ovulasyon ve fertilizasyon icin kusurlar olusturdugu gorilmusttr(109).

Son birkag yildir rapor edilen bulgulara gore kimdalis hucre
matriksinin in vitro sartlarda elzem olmadi§i fakat in vivo fertilizasyonda ¢ok
onemli bir anahtar rol Ustlendigini ortaya koymaktadir. (109) Knockout
farelerinde yapilan c¢alismalarda pentraxin 3 (ng/Ml) proteininin
azalmasina bagl olarak kumiulis ooforus hucrelerinde genigleme ve in

vitro fertilizasyon basarisizliklari gézlemlenmistir (76).

Kumulds hucrelerindeki optimal genislemenin dogurganlik
icin gerekliligi goz onune alindiginda pentraksin 3 (ng/Ml) preteininin
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islevsel mekanizmasi ve regulasyonunu kamdualis
hucrelerinin geniglemesiyle iligkisi ovaryum biyolojisi adina oldukca
onemli bir arastirma konusudur(8). Bu durumu
destekleyen bir cok calismada gercektende pentraksin 3(ng/Ml)
regulasyon seviyelerinin oosit kalitesi ve fertilizasyon oranlari agisindan

pozitif bir korelasyon gostertigi belirtiimistir(110).

3.GEREC ve YONTEM

Tablo 3.1. Kullanilan Kimyasal Madde Ve Cozeltiler

URUN MARKA KATALOG NO
G-1 Plus Vitrolife 1540
G-IVF Plus Vitrolife 1540
HTF Fertiliz. Med. Life Global 3412
Global protein free cleavage Med. Life Global 7051
Global protein free blast.Med. Life Global 7051
HTF/HEPES Dis ortam Med. Life Global 4345
Protein supplement Life Global 8083
Hyaluonidase (Protein free) Life Global 0530
Paraffin Oil (Protein free) Life Global 4991
PVP Life Global 1809
Human Pentraxin 3/TSG-14 Quantikine | Life Global

ELISA

3.1. Hasta Gurubu
Calismamiza Kasim 2015 ve Mart 2015 tarihleri arasinda kisirlik
tedavisi icin Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklari Egitim Arastirma
Hastanesi Tup Bebek Klinigine basvurmus 31 ¢ift dahil edildi.
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Aciklanamayan infertilite (Sperm degerleri normal kabul edilen erkek ve over
rezervi normal, follopian tup gegcisi aktif olan, FSH hormonu serum diizeyinde

10 mlU/ml altinda olan kadin) tanisi konmus ciftlerden segilmigtir.

3.2. YOntem

Ovulasyon induksiyonunu takiben antral folikil sayimi
gerceklestirildi ve HCG (Pregnyl) enjeksiyonunu takiben 36. Saatte yumurta
toplama iglemi gergeklestirildi.

USG esliginde toplanan oositler HTF Fertilizasyon medimu (Life
Global) icerisinde 2-4 saat slresince inkiibator ortaminda tutuldu. Daha sonra
hyarulonidaz (Life Global) ile denudayson islemi yapilarak ICSl igin hazirlandi.
ICSI isleminden sonra oositler HTF fertilizasyon medyumunda (Life Global)
bekletildi. ICSI islemini takiben 16-18 saat sonra fertilizasyon kontroli
yapilarak ardindan, global cleavage medyumunda (Life Global) embriyolar
kiltire edildi. Embriyo degerlendiriimesi Alpha Eshre, ASRM 2011
konsensusuna goére yapildi (111) . Hastalardan elde edilen embriyolarin
kimdulatif degerlendiriimesi yapilarak %70 ve Uzeri iyi embriyosu bulunan
hastanin kimdulatif degerlendirmesi 1, % 70 -%20 arasinda olanlara 2, %20 ve

altinda iyi embriyo tasiyanlara ise 3 skor verilerek degerlendirmeye alindi.

Oositlerden grandloza hiucrelerinin  uzaklastirilmasi  islemi
sonrasi arta kalan kiimulus htcreleri G-1 plus mediumu ( Vitro Life) ile iki kere
yikandi. Makler kamera yardimiyla yikama mediumu icerisindeki hucreler
saylharak 5milyon/ml olacak sekilde ayarlanarak kuiltlr kaplarina alindi ve
tzeri 1 ml ye tamamlanacak sekilde G IVF Plus medyumu (Vitro Life)
eklenerek 24 saatlik bir inkiibasyona tabi tutuldu. Kilttr sonrasi alinan htcre
suspansiyonu 5.000 Rpm de 10 daki santrifijlenerek stpernatanlar
numaralandiriimisg tuplere alinarak analizin yapilacaglr sureye kadar

dondurularak muhafaza edildi. 25



Semen analizi WHO 2010 kriterlerine gore yapildi ve dansite
gradient yontemi ile iyi kaliteli spermler izole edildi (Who 2010). 18 mm ve
uzeri folikil capina sahip olan foliklllerden elde edilen oositler ICSI
uygulanarak fertilizasyon gergeklestirildi ve embriyo takibine alindi. Kultir
ortamina ait bu slpernatantlar; Enzyme immonoassay (ELISA) yéntemiyle
analizleri yapilarak pentraxin 3 proteininin konsantrasyonu (ng/Ml) hesaplandi.
Numaralandiriimis polipropilen tuplere ( 72 oraninda seytreltilmis) kalibrator
seyreltici eklendikten sonra, mikro plaka Uzerindeki her kuyucuga
hazirlanan20 uL standarttan koyuldu ve Uzerine 100 yL Assay eklendi. Mikro
plakanin eklenen numunlerin karisimi icin 500 + 50 rpm'de ayarlanmis yatay
yoriinge mikroplakasi calkalayicida oda sicakliginda 2 saat slreyle inktbe
edildi.

Ardindan her oyuga 200 uL Human Pentraxin 3 Conjugate
ekleyin. Yeni bir yapiskan seritle 6rtun. Calkalayici Gzerinde oda sicakhdinda
2 saat inkube edildi. Isiktan koruyarak her géze 50 uL Stop Solution ekleyip,
Kuyulardaki renk maviden sarilya donmesini gozlemlendi. 450 nm ayali optik

okuyucuda sonugclar degerlendirildi.

Tablo 5.3 Elisa testinin hassasiyet degerleri

Deney ici Testler arasi
hassasiyet hassasiyet
Numune 1 2 3 1 2 3
n 20 20 20 40 40 40
Deger (ng/mL)  2.61 7.72 14.1 2.75 7.94 145
Standart sapma 0.10 0.28 0.62 0.17 0.39 0.60
CV (%) 3.8 3.6 4.4 6.2 4.9 4.1
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3.3.Hastalarin Hazirlanmasi

Calismaya dahil edilen hastalarin tGmune kontrolli ovaryan
stimilasyon, olarak antagonist protokoller uygulandi. Ve folikilometrik
takiplerle belirli buyuklige gelen folikillerin ovule olmasinin saglanabilmesi
icin Rekombinant Koryonik Gonodotropin enjeksiyonu yapildi.36 saat sonra
ultrason yardimiyla oositlerin toplanma iglemi gergeklestirildi.18 mm ve

Uzerinde olan folikuller toplandi.

3.4. istatistiksel Degerlendirmeler

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken istatistiksel
analizler icin SPSS 25 (Statistical Package for Social Science) for Windows
10.0 programi kullanildi. Caligma verileri degerlendirilirken tamamlayici
istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart Sapma) yani sira niceliksel
verilerin karsilastirimasinda T testi, Mann Whitney-U ve Cqi-square testleri
kullanildi. Sonuglar %95’lik glven araliginda, anlamhlik p < 0,05 diizeyinde
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda yumurtaninin etrafindaki hlcrelerden
uzaklastirimasi sonrasi alinan ve 24 saat inklbe edilerek kultri yapilan
kimulds htcrelerinin, kultir sivisinda yapilan analizle pentraksin 3 (ng/Ml)
protein duzeyleri incelenerek embriyo kalitesi ve implantasyon agisindan

ongoru degeri incelenmigtir.

Hastalarin oosit toplama islemi
sonrasi yapilan denudasyon ile uygun sartlarda toplanan kimalus hucreleri 24
saatlik bir inklibasyon sonrasi kultir sivisindan alinan stipernatant pentraksin

3(ng/Ml) proteini dlcimi icin analiz edilmistir.

iki grubun demografik ve klinik karsilastirimasinda; kiimiiliis
hicre kultird stpernatantinda dlgulen Pentraxin 3 (ng/MI) protein dizeyleri
anlaml farkli saptanmigtir. Bununla birlikte kualtar sivisi Pentraxin 3 (ng/Ml)
dizeyleri gebe kalan grupta yuksek olarak izlenmistir. (Tablo 7.1, Sekil 3-
Sekil4)
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Tablo 4.1: Kontrollii Over Sitiimiilasyonu Yapilan Hastalarin Temel Ozellikleri

pentraxin olcimii

Gebelik yok Gebelik var P
Ortalama | Standart Ortalama | Standart degeri
deviasyon deviasyon
Yas 30.00 3.833 32.00 3512 0.182
IAntral foliktl 12.83 4.361 12.00 4.041 0.532
ind.dozu 2158.33 945.058 2135.71 1113.352 0.800
ind.giinii 9.21 2.043 8.57 1.902 0.532
Endometrial kalinhk 10.97 2.426 9.90 0.993 0.274
Top.oosit 8.25 4561 8.29 3.039 0.661
MIl oosit 6.13 4,266 6.57 2.440 0.627
Mlloosit/Top oosit 0.71 0.26 0.79 0.14 0.438
M1 1.50 0.972 1.40 0.548 0.859
GV 3.25 2.053 2.00 1.414 0.533
Pentraxin3 (ng/Ml) 53.228 21.9207 98.986 70.4547 0.005
300.04
17
*
250.04
200.0+
150.0
30
100.0- o]
(o]
50.04
25
8
0= &l
] ]
0 1
Gebelik
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Embriyonun transfer giiniine gore, gebe kalan ve kalamayan
gruplarin karsilastiriimasinda tablo 7.2 de herhangi bir farkin saptanmadigi

belirtilmistir.

Tablo 4.2 : Transfer Guniine Gore Gebelik lligkisi

Gebelik yok | Gebelik var Toplam | P degeri
2.gun 3 1 4
3.gun 16 6 22
417
4. gun 5 0 S 0
Toplam 24 7 31

Oosit derecelendiriimesi agisindan 1. derecede kaliteye sahip
oosit ve 2. derece kaliteye sahip oosit tablo 3’ te karsilastiriimistir ve iki grup
arasinda Pentraxin 3 (ng/Ml) protein duzeyleri agisindan anlamli bir fark

saptanamamistir. (82.8 versus 54.3) (Tablo 7.3)

Tablo 4.3 : Oosit Kalite Derecelendiriimesi Ve Gebelik iligkisi

Gebelik yok | Gebelik var | Toplam | P degeri
Qosit skoru 1 7 3 10
Oosit skoru 2 17 4 21 0.495
Toplam 24 7 31

Cok degiskenli regresyon analizinde kiimulis hicre Pentraxin 3
(ng/MIl)  protein dlizeyleri modele dahil edildiginde Pentraxin 3 (ng/Ml)
proteinin (beta katsayisi:0372, P:0.013) gebelikle iliskili oldugu saptanmistir
(Tablo 7.4).
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Tablo 7.4: Regresyon Analizi

Standardize Standardize
olmayan katsayi katsayi ..
t P degeri
Standart
B Beta
Model hata
Sabit -.358 .129 -2.782 .010
Pentraxin
o .004 .001 .385 2.796 .009
olcimu

ROC analizinde kumalis hiacre kdltariG  sonrasi  alinan
supernatantta olctlen Pentraxin 3 (ng/Ml) proteini (AUC:0845, P:0.006 )
degeri gebelik i¢cin anlamh bir sekilde ©Ongoéricu nitelik tasidig

izlenmigtir.(sekil4 )

Gebeligi 6ngdrmede optimal kiumulds hicre Pentraxin 3 (ng/Ml)
degeri 64.25 olarak saptanmigstir. Bu deger ile %86 sensitivite , %80 spesifisite

degeri elde edilmistir.

ROC Curve

Source of the
Curve

— pentraxin algiimii
E2

Reference Line

Sensitivity

0.0 0‘2 0‘4 ﬂ!E ﬂ}i 1.0
1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Sekil 4:
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Embriyo derecelendiriimelerine gore ayrilan guruplarda bakilan
kimulas hicre Pentraxin 3 (ng/Ml) dazeyi anlamh olarak farkli saptanmistir.
En yuUksek degerler iyi kalite embriyoyu olusturan oositlere ait kimulus hucre

kaltarG sivilarinda elde edilmigtir ( Tablo 7.5).

Tablo 4.5 : Embriyo kalite derecelendiriimesi ve pentraksin (ng/Ml) 3 dlizeyi arasindaki iligki

N | Ortalama Sta_ndart Minimum | Maksimum I? :
Deviasyon Degeri
1.kaI|.te 20 77.9 44.4 48.80 257.60
embriyo
2.kaI|_te 7 39.3 16.5 13.67 55.00
embriyo 0.028
3.kaI|Fe 4 33.9 19.9 4.70 47.80
embriyo
Total 31 63.5 41.7 4.70 257.60
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5.TARTISMA

Basarili bir fertilizasyon ve implantasyon igin oositin kalitesi ¢ok
onemlidir. Oositin kalitesini degerlendiriimesinde otoritelerin tam fikir birligi
saglanmis olamasada genel goéris kimdullis oosit kompleksinini morfolojik

degerlendirilmesidir.

Morfolojik degerlendiriimelerin goérecelilik olusturmasi nedeniyle
dogru oositin segimi icin farkl biyolojik belirteclerin kullanilmasina dair ihtiyag
dogmustur. Bu konuda oositle dogrudan degerlendirme imkani
bulunamayacagindan oosite dogrudan pozitif katkilari olan ve oositle karsilikli
iletisim halinde oldugu kimdulis hicreleri mevcut ihtiyac icin cok énemli bir

biyolojik belirte¢ gorevi ustlenebilir(41).

Gunimuzde kumalis hicrelerinin,  kdltdr  ortamlarinca
degerlendiriimeleri veya gen ekspresyonlarina dair yapilan gesitli calismalarla,
bu hlcre grubunun oositin olgunlasma ve embriyo potansiyeli adina ¢ok
onemli 6ngoruler yakalanmistir(60).

KUmaulas hicrelerinin kendi potansiyel guglerinin de bir sekilde
dogru gelisimleriyle iligkili oldugu asikardir. Kimulus htcrelerinde bulunan
ekstraselluler matriksin bu hucrelere kazandirdidi elastikiyet yetenedgi
hicrelerin genislemelerine imkan sunmaktadir(105). Kumulis hucrelerinin
genislemelerinin in vivo kosullarda sperm kapasitasyonu, oositin ovulasyon
surecinde infindibulum ile alinabilmesine saglanan olanakla, ve ekstraselluler

matiksin olusumunda buyuk payi vardir(57, 76).

Kamulis hacrelerinde ekstraselliler matriksde domine olan ve
kararh bir ag olusturarak hiyaluronan baglanmasina imkan veren pentraksin
3 proteini Ureme sistemi i¢in oldukga 6nemli bir proteindir.(76,78 ) Bir cok
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¢alismada bu proteninin eksik oldugu kimulus hucrelerinin gevrili
oldugu oositlerde gelisimsel eksikliklerin oldugu gozlemlenmistir(108). Zhang
ve arkadaslari 2003 de kumdulus hucrelerinde gen ekspresyonlarina dair
yaptiklari analizlerde ve Pentraksin 3 ekspresyonunun oosit kalitesi ile iligkisini

ortaya koyan ¢alisma yapmiglardir.(112).

Klmulus hicre fonksiyonu ile oositin gelisim potansiyeli
arasindaki iliski pek ¢ok arastirmaya konu olmustur. IVF uygulamalarinda
invaziv Imayan se¢im yontemleri gereklidir, bu nedenle indirekt olarak kimulus
granulosa hucrelerinin metabolizmalari Uzerinde durulmaktadir.Bu amacla
R.A.Anderson ve arkadaslarinin 2009 da yaptiklari ¢alismada 674 oositten
elde ettikleri kimulis hicreleribde kantitatif RT-PCR yontemi kullanarak gen
ekspresyonlari arastirildi. BDNF ve GREM 1 ekspresyonlarinin fertilizasyon ve

embriyo kalitesi ile iliskisi gosterildi(113).

K.M. Gebhardt ve arkadaslari insan kimulUs hucrelerinde gen
ekspresyonlarinin klinik gebelik ve canli dogum ile iligkisini incelediler ve tek
embriyo transferlerinde aday molekil tespitini yapmak istediler(115). Bu
amacla metabolik sureci ilgilendiren ALDOA, LDHA, PFKP ve PKM2, sinyal
isleminde etkili olan AHR, GREM1, PTGS2,STS ve hlcre disi matriks ile ilikili
HAS2, PTX3, TNFAIP6 ve VCAN genlerinin ekspresyonunu incelediler.
Pentraksin 3 mRNA ekspresyonunun gebe olan grupta
yuksek oldugunu buldular. VCAN,PTGS2 mRNA ekspresyonunun dogum ile
sonuglanan gebeliklerle pozitif iligkisini saptadilar. Biz de Calismamizda
kUmulus hucre pentraxin sekresyonunun embriyo kalitesi ile iliskisini gosterdik
(tablo 5)

Calismamizda kumulus hucre kalturlerinde pentraksin
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sekresyonun implantasyon basarisina ulasmig embriyo
gruplarinda yuksek oldugunu tespit ettik. Bu sonu¢ gen ekspresyonu
calismalarini dogrulamaktadir. Calismamiz sonucunuda, yardimci lUreme
tedavilerinde gametlerin dogru segimi ve gebelik bagarisina giden yolda yeterli
olmayan morfolojik kriterlerin yaninda pentraxin 3 gibi biyolojik belirteclerin

kullaniimasinin gerekliligini gérdik(8).

Kimdulis ve granulosa gen ekspresyonlari ve gebelikle iligkisi
konusunda Richard J Kordus ve Holly A LaVoie tarafindan bir derlemede (114)
bireysel oositle baglantili kimulis ve Mural Granulosa htcreleri, biyolojik
belirtecleri belirlemek icin degerli bir kaynak olabilecedi sonucuna variimistir.
Calismada Ozetle ovulasyon induksiyon protokollerinin kimulis ve mural
granulosa hucrelerinde farkli gen ekspresyonlarina neden oldugu, yas, vicut
kitle indeksi ve diger faktorler hasta secimi konusunda grantloza hicresi

biyobelirteclerinin belirlenmesinde énemlidir.

Ayrica sperm faktérinin de dikkate alinmasi gerektidi
dugunulmektedir. Ayrica canli dogum igin belirteclerin tek folikal ile
sinirlandiriimasi ve tek embriyo transferlerinde dikkate alinmasi gerektigini

arastiricilar dugunmektedirler.

Konu ile ilgili ¢aligmalarda c¢ogunlukla mural granulosa ve
kimalis hucrelerinin olusturdugu hucre topluluklarinda gen ekspresyonu
calismalarinin yapildigi anlagilmaktadir. Oysaki mural granulosa ve kimulus
hicrelerinin bin Uzerinde farkli gen ekspresyonlarini yaptigi ¢alismalarla

ortaya konmustur(115).
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Bizim calismamiz acgiklanamayan infertil olgularda yapildi. Bu
nedenle sperm faktori elimine edilmis olmaktadir. Ancak kuskusuz
implantasyon ile ilgili ¢ok fazla faktdérin bulundugunu gézardi edemeyiz.

Calismamiz pentraksin 3 (ng/Ml) proteinin dnemini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC

Calismamizda aciklanamayan kisirlik tanisiyla klinigimize
bagvuran ciftlerden oositlerin toplanmasi ve denudasyonu sonrasi kalan
kimulds hacrelerinin kultarleri yapilarak pentraksin 3 (ng/Ml) proteininin

Olcimu yapilmistir.

Kamdalls hucre kultara yapilan oositlerin; ICSI islemi sonrasi,
embriyonal gelisim ve implantasyon basarilari gozlemlenerek dlgumu yapilan
pentraxin 3 (ng/Ml) proteininin gebelik ve embriyo kalitesi ile olan iligkisi

arastinimistir.

Elde ettigimiz bulgular 1s1ginda kiimultus hicrelerinde bulunan
pentraxin 3 (ng/Ml) protein konsantrasyonlarinin, intrastoplazmik sperm
injeksiyonu ile elde edilen embriyonun implantasyon kabiliyeti ve dolayisiyla
gebelik ve embriyo kalitesi ile olan iligkisini tanimlamada 6nemli bir belirteg
olarak kullanilabilecegi, fakat pentraxin 3 (ng/MIl) proteinin 6ngoru etkisinin

farkli caligmalarla degerlendiriimesi gerektigi sonucuna variimistir.
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7. OZET

GUnumuzde yardimci  Ureme tedavilerinde  kullanilan
tekniklerden kullanilan gamet ve embriyo degerlendirme kriterleri gogunlukla
morfolojik temellidir. IVF/ICSI uygulamalarinin gebelikle sonuglanan basarisi
aslinda birgok farkli faktorin etkisi altindadir. Oldukga ¢ok sayida olan olan bu
faktorlerden en 6nemli olanlarindan biri gametlerin dogru segimidir. Bu ¢alisma
oosit gelisim potansiyeline aktif destek veren kimdulis hicrelerinin dogru
oositin segimi, implantasyon ve gebelik ongorusu olasiliginda bir rolu olup

olmadigini arastirmak amaci ile planlandi.

Bu g¢alismada ICSI uygulanan olgularda embryo kiltlr ortaminda
bulunan pentraxin 3 konsantrasyonunun embryo implantasyonunu
ongormedeki prediktif degerinin tespiti amacglandi. ICSI uygulanan 31
acgiklanamayan infertil olgu ¢alismaya dahil edildi. Prospektif olarak bazal ve
over stimulasyon karakterleri degerlendirildi. Oosit toplanamayan veya

fertilizasyonu olmayan olgular galismadan gikarildi.

OPU gunu her bir olgudan mililitrede 5 milyon kumulus hticresi
elde edilecek sekilde hlcre suspansiyonlari hazirlandi ve 24 saat inkibe
edilmek Uzere kulltlr kaplarina yerlestirildi. Inkibasyon sonrasi alinan kultar
sivisi santriflijlenerek elde edilen supernatant uygun ortamda saklandi. Kultir
sivisi sipernatantinda pentraxin 3 (ng/Ml) konsantrasyonu analiz edilerek

¢ikan sonuglar ile embryo implantasyonu orani arasindaki iligki incelendi.

Kaltdr sivisinda bulunan pentraxin 3 (ng/Ml) konsantrasyonu ile
embryo implantasyon orani arasinda istatistiki olarak anlamli korelasyon
saptandi (r=0.500, )
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P=0.005). Embryo implantasyonu olan ve olmayan olgularda kultar sivisi
pentraxin 3 (ng/Ml) oranlari anlamli dizeyde farkl idi, gebe olan grupta 1,85
kati daha yuksek
bulundu (98.9 vs.53.2, P=0.005, Mann Whitney-U). Kiltir medium pentraxin
3 (ng/Ml)  konsantrasyonu basarili embryo implantasyonunun belirleyicisi
olabilecegi dusunulmektedir (AUC =0.845, P=0.006). % 86 sensitivite ve %80
spesifisite ile optimum egsik deger 64.25 idi.

Calisma sonucunda kumdulds hucre kudltirinden alinan
supernantanttan pentraxin 3 (ng/Ml) konsantrasyonun basarili embryo

implantasyonunu ongorebilir nitelikte oldugu sonucuna variimistir.

Anahtar kelimeler: Oosit kalitesi, Kumulis hucresi, Hucre digi matriks,

Pentraxin 3
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Today gamete and embryo evaluation criteria used in assisted
reproductive treatment techniques are mostly morphological basis. The
chances of success in pregnancy are in fact influenced by many different
factors. One of the most important of these factors, which are quite numerous,
is the right choice of gametes. Cumulant cells that actively support oocyte
development potential have been investigated as a predictor of correct oocyte

selection, implantation and pregnancy prospects.

The aim of this study was to assess the predictive value of serum
pentraxin 3 (ng/MI) cocncentrations on embryo implantation in women

underwent ICSI cycles.

Our study included 31 women with unexplained infertility who
were scheduled for ICSI cycles. All baseline and ovarian stimulation
characteristics were recoreded prospectively. Subjects with failed fertilization
or no oocyte yield were excluded from the study. At the day of oocyte pick up,
cumulus cells that corresponds to 5 million cells/ml were obtained from each
participant to be analysed for pentraxin 3 (ng/MI) concentration. Association
between the culture media pentraxin 3 (ng/MIl) concentrations and embryo

implantation were analysed.

There was a significant correlation between the culture media
pentraxin 3 (ng/Ml) concentrations and embryo implantation (r=0.500,
P=0.005). There was a significant difference between women with and without
successful interms of culture media pentraxin 3 (ng/Ml) concentrations (98.9
vs.53.2, P=0.005, Mann Whitney-U). Culture media pentraxin 3 (ng/Ml)
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concentrations was a significant predictor for successful embryo
implantation (AUC=0.845, P=0.006). Optimal cut off value was obtained at
64.25 with 86 % sensitivity and 80 % specificity.

The study concluded that the concentration of pentraxin 3 (ng/Ml)
from the supernantant from the cumulus cell culture was predictable for

successful embryo implantation.

Key words: Oocyte quality, Cumulus cell, Extracelular matrix, Pentraxin 3
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ZEYNEP KAM]L KADIN VE COCUK HASTALIKLARI EGITIM VE ARASTIRMA
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