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ONSOz

Literatirde yapilan pek ¢ok klinik galismada infertilite tedavisinin bagari
oraniyla kadinlarda serum D vitamini dizeyinin yeterli olmasi arasinda pozitif
iligki oldugu, dugsuk D vitamini duzeylerine sahip kadinlarda gebelik
oranlarinin azaldig gosterilmigtir (1).

IVF tedavisine alinan polikistik over sendromlu kadinlarda yeterli D
vitamini duzeyi basarili gebeligin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ancak
yeterli D vitamini duzeyinin Ureme sistemindeki etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir (2).

Calismamizda, yardimla Ureme teknikleri uygulamalarinda tedavi
basarisini artirabilecegi bildirilen D vitamininin 6zellikle folikilogenez
surecinde granuloza hucreleri ve oosit maturasyonuna olan etkilerini
incelemeyi amacladik.
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Sekil 4.9.

(A-B) Yeterli ve yetersiz D vitamini gruplari graniloza
hdcresi D vitamini reseptor isaretlemeleri. Ok basi: VDR pozitif

hicreler koyu boyali olarak izlenmektedir. (C) negatif kontrol,
x100, bar 20um
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1. GIRIS

D vitamini tidm viucut hucrelerinde proliferasyonu, diferansiyasyonu,
apopitozisi ve inflamasyonu etkilemektedir. Kadin Ureme sisteminde de
ovaryumda gelismekte olan foliklllerdeki granuloza hicrelerinin proliferasyon
ve diferansiasyonlarinda onemli rol oynamaktadir (2). Graniloza hucreleri;
ovulasyon, fertilizasyon ve sonrasinda da implantasyon igin optimal
kosullarin saglanmasina yol acan foliktler diferansiyasyon slrecinde énemli
rol oynamaktadir (3).

Literatlrde yapilan pek ¢ok klinik galismada infertilite tedavisinin basari
oraniyla kadinlarda serum D vitamini dizeyinin yeterli olmasi arasinda pozitif
iligki oldugu, dusuk D vitamini duzeylerine sahip kadinlarda gebelik
oranlarinin azaldigi gosterilmigtir (4).

Biz de galismamizda yardimla Greme teknikleri uygulamalarinda tedavi
basarisini  artirabilecegi  bildirilen D vitamini duzeylerinin  6zellikle
folikllogenez strecinde graniloza hucreleri ve oosit maturasyonuna olan

etkilerini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryumun Embriyolojisi

Dollenme gercgeklesip gelisim basladigi zaman ilk 7 hafta erkek ve disi
icin aynidir. Bu nedenle ilk 7 hafta farklanmamis dénem (indifferent dénem)
olarak adlandirilir.

4. haftanin sonunda pronefroz geriler ve pronefrozun hemen altinda
torakal bdlgede mezonefroz gelismeye baslar. Mezonefrozun 6n tarafinda
(s6loma bakan tarafinda) intermedial mezoderm hicreleri ¢codalarak gonadal
kabartiyr olustururlar. WNT, sterojenik faktor 1 gibi transkripsiyon faktorleri
burada hucrelerin toplanmasini saglar. Gonadal kabarti 10. Torakal vertebra
hizasinda sagl sollu bir ¢ift olarak mezonefrozun 6nlinde longitudinal olarak
uzanir.

Fertilizasyondan sonra 24. gunde vitellus kesesinin allantoise komsu
bdlgesindeki endoderm hulcreleri arasinda primordial germ hucreleri
gorulmeye baslarlar. Erken donemde BMP-4, 2, 8B varliginda epiblastdan
go¢ eden bu hucreler allantoyis duvarinin gevresinde yerlegmistir. Bunlar
baylk ve poligonal hucrelerdir, alkalen fosfataz, oct4 ve c-kit ile pozitif
boyanirlar (Fragilis geninin bu hucrelerin burada toplanmasini ve Stella
geninin de bu hucrelerin primordial hicrelere farklanmasini sagladigi hatta
gOclerini kolaylastirdigi séylenmektedir).

Primordial germ hucreleri 5. haftada ameboid hareketlerle ilkel
bagirsagin mezenterini takip ederek gonadal kabartiya giderler ve 6. Haftada
gonadal kabartiya gomuldrler. Primordial germ hucreleri gonadal kabartiya
ulasamazlarsa gonadal agenesis olusur.

Primordial germ hucreleri gonadal kabartiya ulaginca 6-7 kez mitoz
gecirerek prolifere olurlar. LIF ve steel gibi mitojenik faktorlerin bu hlcrelerin
cogalmasinda etkin oldugu gosterilmigtir.

indiferansiye dénemde gonadal kabartinin éniindeki sdélom epiteli
hicreleri gogalarak gonadal kabartinin igine isinsal tarzda epitelyal kordonlar
halinde uzanirlar. Bunlara primitif seks kordonlari adi verilir. Her iki cinste de

aynidir. Bu bodlgedeki intermedial mezodermden yayillan WT1, SF1, Lim1



hem sdlom epiteli hucrelerinin proliferasyonunda hem de primordial germ
hdcrelerinin buraya go¢ etmesinde gorevlidirler.

Fertilizasyon XX yoninde gerceklestiyse ortamda SRY ve SOX9
olmadigindan Dax1 hakimdir. WNT Dax1’i active eder. Dax1 ve etkisiyle
gonad ovaryum yonunde gelismeye baslar.

Solom epitelinden gelisen primitif seks kordonlari dejenere olarak
ovaryumun medulla kismini olustururlar. 7. Haftada sélom epitelinden koken
alan ikinci bir kordon grubu geligir ve gonadal kabartinin igine invaze olur.
Bunlara kortikal kordonlar denir. Kortikal kordonlar 4. ayda oogonyumlarin
etrafini sararak folikiil hicrelerini meydana getirirler. Ikinci kez sélom
epitelinden alisveris nedeniyle tunika albuginea ovaryumda incedir.

Mezonefrik kanallar gerileyerek epiooforon ve paraooforon olusur (5, 6).

2.2. Gametogenez

Germ hucreleri fertilizasyona hazirlanabilmek amaciyla gametogenez
surecine girerler. Gametogenez germ hicrelerinin  kromozom sayisinin
azaldigr mayoz ve hucrelerin olgunlasmasi olan sitodiferansiyasyon olaylarini
kapsar.

Kadinlarda oosit olusumuyla sonuglanan gametogenez surecine

oogenez denir.

2.3. Oogenez

Primordiyal germ hucreleri disi gonada ulastiktan sonra oogonyumlara
farklanirlar. Bu hucreler ¢ok sayida mitoz gegirirler ve 3.ayin sonunda
oogonyumlarin blyuk kismi mitoz gecirmeye devam ederken digerleri |.
mayozun profazinin diploten evresinde durarak primer oositleri olustururlar.

Cogalmaya devam eden oogonyumlar intrauterin 5. ayda maksimum
saylya ulagirlar (yaklasik 7 milyon). 5. aydan sonra pek ¢ok oogonyum ve
primer oosit dejenere olmaya baslar ve atrezik hale gelir. Primer oosit
sayisinin dogumda 600.000-800.000, pubertenin basinda 40.000 oldugu ve
ovulasyonla atilan oosit sayisinin ise 500’den az oldugu tahmin edilmektedir.



Yasamaya devam eden primer oositler I. mayozun profazinin diploten
evresinde bekler ve etraflari tek katl yassi epitel hucresiyle cevrilir. Bu yapi
primordial folikll olarak adlandirilir. Primer oosit ovulasyonla atilana kadar |.
mayozun profazinin diploten evresinde bekler. Bu, folikller htcrelerden
salgilanan oosit maturasyon faktor (OMI) ile saglanir.

Puberteyle birlikte her 28 gunde bir ovulasyon gercgeklesir ve 30-40 yil
boyunca her 28 gunde tek bir oosit atilir. Menopoz doneminde hi¢ oosit
kalmadigdi kabul edilir (7).

Mezonefroz

Genital Kabarti

Primordiyal Germ

Hiicreleri
Yolk Kesesi

o

Allantoyis

Sekil 2.1. Oogenez (8)

2.4. Ovaryumun Histolojisi

2.4.1. Ovaryumun Yapisi

Kadinlarda fossa ovarikada 3 cm uzunlugunda, 1,5 cm eninde ve 1 cm
kalinhginda bir ¢ift ovaryum bulunur. Her ovaryum mezovaryum ile broad
ligamentin posteriyoruna baghdir. Ovaryumlarin tubal kutbu ovaryumun
damar ve sinirlerini tasiyan ligamentum suspensoryum ile pelvik duvara,
uterin kutbu ise ligamentum ile uterusa baghdir. Ligamentum ovarium,
embriyonal donemde gelismekte olan gonadi pelvis duvarina baglayan fibroz

kordun, gubernakulumun artigidir.



Ovaryumlar korteks ve medulla olmak Uzere iki kisimdan olusurlar.

Aralarinda keskin bir sinir yoktur.

Medulla

Medulla ovaryumun merkezinde yer alir ve intersitisyel hicreler, kan

damarlari, lenfatikler ve sinirleri iceren gevsek bag dokudan olusur.

Korteks

Korteks, asil parankimal yapidir ve medullayi ¢evreleyerek ovaryumun
periferik kismini olusturur. Korteks, hicreden zengin bag dokusu igine
gOmulmuas ovaryum folikullerini ve folikullerin etrafindaki stromada daginik
olarak bulunan duz kaslar icerir. Stromasi diger organlarin stromasindan
farkhdir. Fibrosite benzeyen 6zel stromal hicreler (fusiform, oval ¢ekirdekli)
izlenir.

Ovaryumlarda en digta mezoovaryum bulunur. Mezoovaryumun altinda
ovaryumlarin yuzeyi germinal epitel denilen tek katli kibik epitelle gevrilidir.
Germinal epitel mezovaryumu saran mezotelle devamlidir. Germinal epitel
denmesinin nedeni gecmiste germ hucrelerinin embriyonal gelisim sirasinda
germinal epitelden kaynaklandiginin saniimasidir. Artik oogonyumlarin
primordial germ hucreleri adiyla vitellus kesesinin arka duvarinda endoderm
hicreleri arasindaki epiblast hicrelerinden gelistigi bilinmektedir. Daha sonra
ameboid hareketlerle gonadal kabartiya gelerek yerlesirler. Germinal epitel
ve altindaki korteks arasinda duzensiz siki bag doku yapisindaki tunika

albuginea bulunur.

Kan damarlari ve lenfatikleri

Ovaryan arterler abdominal aortanin dalidir, suspensor ligament ile
ovaryumlara gelerek ovaryumlarin ve tuba uterinanin kanlanmalarini
saglayan esas damarlardir. Ovaryan arterler ovaryumlarin ikinci kanlanma

kaynagi olan, internal iliyak arterlerden ayrilan uterin arterlerin ovaryan



dallariyla anastomoz yaparlar. Bu anastomozdan ¢ikan arterler spiral arter
adini alir ve mezovaryumdan gegerek hiluma ulasirlar.

Venler arterlere eslik ederler. Hilusdan ¢ikan bu venler pampiniform
pleksusu olustururlar.

Ovaryumun korteksinde, teka tabakasindaki lenfatik damar agi
gelismekte olan folikulleri, atrezik folikulleri ve korpus luteumu c¢evreler.
Lenfatikler arterlere eslik eder ve lumbal bdlgedeki paraaortik lenf nodlarina

dokulurler.

Sinirleri

Ovaryumun otonom innervasyonu ovaryan pleksus tarafindan saglanir.
Ovaryum hem sempatik hem de parasempatik innervasyona sahiptir.
Medullada daginik sekilde parasempatik gangliyon huicreleri bulunur. Sinir
lifleri arterleri takip eder ve bu damarlarin duvarlarindaki diz kaslari innerve

ederler.

2.5. Folikul Geligimi

Foliklilogenez reproduktif yasam boyunca buyik miktarda foliktlin
atrezi yoluyla elimine edildigi ve sadece bir kag folikilin ovulasyon sansina
erigtigi dinamik bir olusumdur (9).

Pubertede gonadotropinlerin etkisiyle primordial foliklller gelismeye
baslar.

Ovaryan folikdller histolojik olarak gelisme asamalarina gére incelenirler
(Sekil 2.2).

2.5.1. Primordial Folikiiller

Fetal gelisimin 3. ayinda ortaya ¢ikarlar. Matlr ovaryumun stromasinda
tunika albugineanin hemen altinda bulunurlar. Primer oosit ve etrafindaki tek

sira yassi epitel hiicrelerinden olusurlar.



2.5.2. Primer Folikiil

Primer oosit ve c¢evresindeki tek sira kuboidal hale gelmis folikdl
hicrelerinden olusur. Bu asamada zona pellusida sentezi baslar. Oosit ve

folikdl hucreleri arasinda mikrovilluslar ve oluklu baglantilar vardir.

2.5.3. Cok Kath Primer Folikiil

Primer folikulin tek tabakadan ibaret folikil hicreleri gogalarak gok katli
hale gelirler. Folikdl hicrelerinin godalmasi primer oosit tarafindan salgilanan
aktivin, BMP15, GDF9 ile saglanir. Bu asamadan itibaren foliktl hiicrelerine
granlloza hucreleri denir. Granuloza hucreleri birbirlerine desmozomlarla
baghdir, testisteki kan-testis bariyerinde oldugu gibi siki baglantilar yoktur.
Oosit ve gevresindeki granlloza hicreleri arasinda konneksin 37, graniloza

hicrelerinin birbirleri arasinda konneksin 43 bulunur.

Teka folikuli

Granuloza hucreleri gogalirken folikuli gevreleyen stroma hucreleri de
bir bag doku tabakasi olustururlar. Buna teka folikuli denir. Teka htcreleri

diferansiye olmus stromal hicrelerdir.

Teka interna

Sekretuar hicrelerden olusan i¢ tabakadir. Streoid hormon salgilayan
hicre o6zelligi gosterirler. Bol miktarda LH reseptorine sahiptirler. LH
uyarimina yanit olarak ostrojenlerin dncusu olan androjenleri sentezlerler ve
sekrete ederler. Teka interna tabakasinda bu sekretuar hucrelere ek olarak
fibroblastlar, kollajen demetler ve tum endokrin organlarda oldugu gibi zengin
bir damar agi bulunur. Granuloza hucreleri ve teka interna tabakasi arasinda

bazal membran vardir.



Teka eksterna

Bag doku hucrelerinin dis tabakasidir. Duz kas hucreleri ve kollajen

demetlerden olusur.

2.5.4. Sekonder Folikiil

FSH, Ca** iyonlari ve buyume faktorlerinin (EGF, IGF-I gibi) etkisiyle
hem oosit blylr hem de granuloza hucreleri cogalmaya devam eder ve 6-12
tabakall hale geldigi zaman granuloza hucreleri arasinda sivi dolu bosluklar
olusur. Hyaluronandan zengin bu siviya folikll sivisi denir. Folikll sivisi
iceren bosgluklar giderek buydr ve birbirleriyle birleserek tek bir bogluk
olustururlar. Bu bosluga antrum, antrum barindiran folikile de antral folilkal
ya da sekonder folikil denir. Oosit egzantrik olarak yerlesmistir. Grantloza
hicrelerinden antral siviya salgilanan OMI ile oositin daha fazla buylimesi
engellenir.

Granuloza hucreleri arasinda PAS-pozitif boyanan Call-Exner
cisimcikleri gorulur. Call-Exner cisimcikleri granuloza hucreleri tarafindan

salgilanir ve hiyaltironan ile proteoglikan igerirler.

2.5.5. Graaf Folikiilu (Tersiyer folikiil)

Graaf folikuli olarak da bilinen matur folikil 10mm g¢apinda ya da daha
fazladir ve bir tanedir.

Sekonder folikul buytduikge antrum da genislemeye devam eder. Oosit
granuloza hucrelerinden olusan bir tepecik Uzerine oturur. Bu tepecige
kumulus ooforus denir. Oositi gevreleyen ilk sira hicrelere korona radiata
denir. Korona radiatanin etrafinda dizilmis folikil htcreleri vardir. Bunlara
kumulus granuloza hucreleri denir. Antrumu ¢evreleyen granuloza
hlcrelerine ise mural granuloza hucreleri denir.

Korona radiatadan oosite uzanan mikrovilluslar zona pellusidayi
penetre eder ve oositden uzanan mikrovilluslarla oluklu baglantilar

araciligiyla baglanti kurar. Folikiler matirasyon boyunca granuloza



hicrelerindeki mikrovillus sayisi artar ve bununla orantili olarak serbest antral
yuzeydeki LH reseptorlerinin sayisi artar.

Folikil maksimum buyuklugtne ulastikga granuloza hucrelerinin mitotik
aktivitesi azalir ve antrum buylr. Granuloza hicreleri arasindaki mesafe
giderek blyur ve oosit ve kumulus hucreleri diger granuloza hucrelerinden
yavas yavag ayrilarak ovulasyona hazirlanirlar. Bu sirada teka hucreleri de
daha belirgin hale gelirler. Teka interna hucrelerinin sitoplazmasinda lipid
damlaciklari gorulmeye baslar ve steroid sentezleyen hucrelerin 6zelliklerini
gOsterirler. LH uyarimiyla teka hucreleri Ostrojen prokursoértu olan androjen
salgilarlar.  Androjenler granuloza hdcrelerindeki duz  endoplazma
retikulumuna tasinirlar ve FSH varliginda Ostrojene doénuasurler.
Ovulasyondan 24 saat 6nce FSH ve LH salinimi pik yapar. LH piki oositin 1.
mayozunu tamamlamasini saglar ve LH pikinden 24 saat sonra sekonder
oosit ile I. polar cisimcik olusur. Bundan sonra granuloza ve teka hucreleri

lUteinize olarak progesteron Uretmeye baglarlar.
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Sekil 2.2. Folikilogenez (7)

2.5.6. Ovulasyon

Sekonder oositin Graaf folikiliunden atilmasidir. Ovulasyon suresince
oosit folikil duvarini ve germinal epiteli asar. 28 glin slren siklusun 14.
gununde sekonder oositin atilmasindan hem enzimatik olaylar hem de
hormonal degisiklikler sorumludur. Oosit kendisini ¢gevreleyen korona radiata
ve kumulus ooforus ile birlikte folikilden atihr ve fimbria tarafindan
yakalanarak tuba uterinaya geger. 24 saat iginde fertilizasyon
gerceklesmezse dejenere olarak atilir.
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Her siklusta sadece bir folikil maturasyonunu tamamlar ve sekonder
oosit atilir. Primer oositler I. mayozun diploten evresinin profazinda beklerler
ve ovulasyondan hemen 6nce |. mayozu tamamlarlar. Ovulasyonla atilan
sekonder oositdir. Sekonder oosit Il. mayozun metafaz evresinde bekler ve

ancak spermle dollenme olursa Il. mayoz tamamlanir.

2.5.7. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra geride kalan mural granuloza hucreleri ve teka
hicrelerinden olusan folikll duvari kollabe olarak korpus luteuma (liteal bez)
dénlsir. ik énce, teka interna tabakasindaki kapillerlerden olugan kanama
nedeniyle korpus hemorajikum olusur. Stromanin bag dokusu folikller
kaviteyi invaze eder. Granuloza ve teka interna hicreleri luteinize olur. Bunlar

lUtreinize granuloza hucreleri ve lUeinize teka hucreleri olarak adlandirilirlar.
Luteinize granuloza huicreleri:
Granuloza hucrelerinden kdken alan buylk hulcrelerdir ve merkezde
bulunurlar. iri, soluk, mikrovilluslu, bol tiibller mitokondriyonlu, bol diiz
endoplazma retikulumu iceren hucrelerdir. Progesteron ve Ostrojen
salgilarlar. %80 oraninda bulunurlar.
Luteinize teka hiicreleri:
Teka interna hucrelerinden koken alan daha kuguk hicrelerdir ve

periferde bulunurlar. Mikrovilluslari yoktur. Andrestenodion salgilarlar.

%20 oraninda bulunurlar.

2.5.8. Korpus Albikans

Eger ddllenme olmazsa korpus luteum korpus albikansa donugur.

Hucrelerin boyutlari kugulur ve otolize ugrarlar. Dejenere olan hucreler
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arasinda hiyalin material birikerek korpus albikans denen beyaz skari
olusturur. Korpus albikans korteksin derinlerine gider ve bir ka¢ ay sonra

kaybolur.

Eger gebelik olusursa korpus luteum hCG etkisiyle plasenta olusana
kadar progesteron salgilamaya devam eder. Bu yapiya korpus luteum

gravidarum denir ve iz birakarak kaybolur.

2.5.9. Atrezi

Ovaryan foliklllerin ¢ok azi matirasyonunu tamamlar, foliklllerin gcogu
dejenere olur ve kaybolurlar. Buna ovaryan folikiler atrezi denir. Atrezi
granuloza hucrelerinin apopitozu araciligiyla olur. Folilkulerin buyuk kismi
fetal gelisim, erken postnatal dénem ve pubertede atreziye ugrar. Puberteden
sonra her menstriel siklusta folikll gruplari matire olmaya baslarlar; ancak

sadece bir folikul maturasyonunu tamamlar (7, 10).

2.6. Graniiloza hiicreleri

Granuloza hucreleri; folikil olusumundan ovulasyonla oositin atilimina
kadarki suregte oositle iliski halindeki tek somatik hticrelerdir(11).

Ovaryum granuloza hucreleri belki de en c¢ok c¢alisilan endokrin
hicrelerdir. Bu hlcreler oosit buyumesi ve maturasyonu igin benzersiz bir
mikrogevre olustururmaktadirlar. in vitro fertilizasyondaki basari birgok
faktore dayanmaktadir. Bunlardan birisi iyi kalitede ve maturasyondaki
oosittir. Birgok c¢alismada oositin - maturasyonu hormon profilleriyle,
morfolojiyle, histoenzimolojiyle iliskisi ¢alisilmistir. Her ne kadar graniloza
hdcrelerinin belirgin 6nemi oldugu belirtiise de morfolojik olarak insan
granuloza hucreleriyle ilgili az ¢alisma bulunmaktadir(12).

Granuloza hucreleri tek tek hicreler halinde ya da kimeler seklinde
g6zlemlenirler, silyumlari bulunmaz.

Sekilleri  polihedral gorunimdedir, boyutlari 6 ile 8 mikrometre
capindadir ve iri gekirdekleri vardir. Cekirdek degisken miktarda
heterokromatin ve bir ya da iki ¢ekirdekgik icerir. Hucrelerin sitoplazmalari
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cesitli sayida elektron yogunluklari degisken lipid damlaciklari igerir. Granulli
ve diz endoplazma retikulumu vardir. Golgi membranlari ¢gok gelismemistir.
Mitokondriyon profilleri ¢esitli formlardadir.

Gonadotropin artigiyla birlikte granuloza hucrelerinde preluteinizasyon
meydana gelir. Hucrelerin hacmi artar ve mitokondriyonda morfometrik
degisiklikler meydana gelir. Lipid damlaciklarinin, lizozomlarin ve diz
endoplazma retikulumunun hacmi artar. Bu degisikliklere steroid sentezi igin
gerekli enzimlerle ilgili organeller ve buna muteakip progesteron
salinimindaki artis eslik eder.

LH artisini takiben lipid inklizyonlarinin hacmi artar ve bu lipid
damlaciklari progesteron sentezi igin gerekli prekursorleri temsil ederler. Lipid
damlaciklarinin hacminde kisiden kisiye buylk degiskenlik goralir. Bu LH’ya
farkli zamanlarda maruz kalmaktan ya da LH salinimina farkli kadinlarda
farkli cevap olusmasindan, granuloza hdcrelerinin yetersiz
maturasyonundan, LH saliniminin yetersiz ya da premature olusundan ya da
aspirasyonla alinan hucrelerin folikul igindeki farkli bélgelerden gelmesinden
kaynakli olabilir.

Folikilde bulunan graniuloza hucreleri konumlanmasina goére farkli
fenotipler gostermektedir. Mural graniloza ve kumulus granuloza hucrelerinin
her biri ayri belirgin 6zellikler géstermektedir. Antral folikll igindeki mural
granuloza hucreleri en fazla steroidojenik aktivite gostermekte ve en ylksek
seviyede 3-beta hidroksisteroid dehidrogenaz ve aromataz ifadelenmesi
olmaktadir. Bunun yani sira preovulatuar folikildeki mural granuloza
hacrelerinin LH reseptorleri en yuksek seviyededir. Antral kaviteye en yakin
konumdaki granuloza hucrelerinin daha dusuk seviyede steriodojenik enzim
ifadelenmesi olurken orta hattaki graniloza hucreleri digerlerine goére daha
fazla mitotik aktiviteye sahiptir.

Ovulasyonda oositle atilan  kumulus hucrelerinde  aromataz
ekspresyonu olmaz ve bu hicrelerde LH'ya cevap olugturma mural granuloza
hicrelerine goére nispeten daha azdir. Bu hicreler prostaglandinler
araciligiyla stimulasyon sonucunda ekstraseltlar matrikste bulunan hyaluran,

proteoglikanlar ve proteoglikan baglayici proteinlerin Uretiminde etkinlesirler.
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Granuloza hucrelerinden Uretilen anahtar steroid hormon 6stradioldar.
Bu hormonun sentezlenmesi folikuli cevreleyen teka hucreleriyle iligki
halinde olmasini gerektirmektedir. LH’ya cevap olarak teka hucreleri
androjenleri Uretir. Bu androjenler granlloza hucrelerine gecerek FSH’ya
cevap olarak aromataz ile granuloza hucrelerinde Ostrojenlere gevrilir.

Yapilan galismalarda preovulatuar foliktllerden izole edilen graniloza
hicrelerinde htcreler aromatazsal bir substratla desteklendiginde FSH’nin
dstrojen Uretimini  diizenledigi gérilmistir. izole edilen insan teka
hicrelerinin farkedilir miktarda Ostrojen uretmedigi belirlenmigtir. Aromataz
aktivitesinin teka hucreleriyle karsilastirildiginda granuloza hicrelerinde 700
kat daha fazla oldugu tahmin edilmektedir.

FSH, preovulatuar folikilin granuloza hicrelerinde LH reseptoérlerini
induklemektedir. Luteinize edici hormon reseptor mRNAsI antral folikllde
belirlenebilir seviyedeyken preovulatuar folikillerin granuloza hucrelerinde
maksimum seviyeye ulasir. Buna zit olarak folikil ¢api arttikga grantloza
hicrelerinde FSH reseptor (FSHR) mRNA seviyeleri dismektedir.

Ovulasyonla olusan LH pikiyle mural granitloza hucreleri terminal
farklanmaya giderek granuloza lutein hucrelerini olusturur. Bu hucreler
korpus luteumun buyuUk luteal hicre populasyonlarini temsil etmektedir (11-
14).

2.7. infertilite

infertilite bir yil dizenli ve korunmasiz cinsel iligkiye ragmen gebelik
olusmamasi durumu olarak tanimlanmaktadir (15). Genel kabul goren
infertiliteye etkili faktorler sirasiyla sunlardir;

Maternal yas: En 6nemli faktordir. Kadin fertilitesi 24 yasindan itibaren
dismeye baslar. Yaglanma ile yumurta sayisinin azalmasina ek olarak
yumurta kalitesi de duser.

Baba yasi: Yagslanma ile semen hacmi ve motilitesi azalir, sperm
morfolojisi bozulmaya baslar. Ancak erkek infertilitesindeki azalma kadinlara

gOre daha hafiftir.
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iliski zamanlamasi: Gebelik elde edilmesi ovulasyona gére
zamanlanmis cinsel ilgkiye baglidir.
Yukaridakilere ek olarak dnceki kontrasepsiyon, mesleki riskler, diyet,

sigara, kafein, alkol, stress ve anksiyete de infertiliteye etkili olabilmektedir.

2.8. Yardimla Ureme Teknikleri

Doért asamadan olusur:

2.8.1. Ovulasyon indiiksiyonu

IVF icin ovaryan stimulasyon yapmanin amaci ¢ok sayida matur ve iyi
kalitede oosit toplayabilmek icin ¢ok sayida dominant folikll elde etmektir
(16). Gonadotropinler uygulanmadan 6nce GnRH agonistleriyle hipofizin
down regulasyonu standarttir. GnRH antagaonistleriyle LH’nin premature
yukselisi engellenir (17).

Ovaryan stimulasyon igin rFSH kullanilir. Ovulasyonun en son

tetiklenmesi icin de hCG kullanilir.

2.8.2. Oosit Toplanmasi (OPU)

Vajinal USG ile foliklller lokalize edilir ve igne ile vajen arka duvarindan

gegcilerek folikuller aspire edilir.

2.8.3. Oosit Dollenmesi

inverted mikroskop altinda immobilize edilen sperm ICSI pipetiyle

kuyruk tarafindan aspire edilerek oolemma icine birakilir (ICSI).

2.8.4. Embriyo Transferi

Doéllenen embriyolar iginden en iyi kalitede olani servikal katater

yardimiyla uterin kaviteye transfer edilir.
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2.9. D vitamini

7- dehidrokolestrol Pre Ds Ds

Sekil 2.3. D vitamini (18)

2.9.1. D Vitamininin Tanimi

D vitamini klasik olarak bodbrek, bagirsaklar ve paratiroid beze etki
ederek vicutta kalsiyum fosfor dengesini ve kemik mineralizasyonunu
saglayan bir hormondur.

Diyetle alinan D vitamini yetersizdir, ¢inkl ¢ok az yiyecekte (somon
bahgi, yumurta) D vitamini bulunur. Asil kaynak gunes isinlaridir (19).

2.9.2. D Vitamininin Metabolizmasi ve Eksikliginin Tespiti

Deride 7-dehidrokolesterolin gunes isinlarinin ultraviyole B (spektrum
280-320 UVB) etkisiyle fotolitik donusumu ve termal izomerizasyonu sonucu
nonenzimatik yolla prohormon olarak sentezlenen kolekalsiferol (vitamin D3)
serumda D vitamini badglayici protein (VDBP) ile tasinarak karacigerde
hepatic sitokrom P-450s (CYP2R1) ile 25-hidroksi kolekalsiferole (25(OH)D3)
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daha sonra da bobrekte biyoaktif D vitamini hormonu olan 1,25 dihidroksi
kolekalsiferole (1,25(OH)2D3) (kalsitriol) donusur. Kalsitriol endokrin etkilerini
bir transkripsiyon faktoru olarak iglev goren ve steroid hormonlar igin nikleer
reseptor super ailesinin bir Gyesi olan D vitamini reseptérine (VDR)
baglanarak gosterir (20).

1,25(0OH)2D3 neredeyse vucudun hemen her dokusundaki ¢ok sayida
hicrenin ¢ekirdeginde ve membraninda yerlesimli olan VDR’ler aracihgiyla
hem non-genomik hem de genomik yolaklarla etki gosterir. Non-genomik
etkileri protein kinaz aktivasyonu, iyon kanallari aktivasyonu ile hizla
olusurken, genomik etkileri ise nukleer D vitamini reseptorleri aracihidiyla gen
ifadelenmesinin baslatilmasi, mRNA Uretimi ve protein sentezi ile daha uzun
surede gelisir (21).

Literatirde serum D vitamini dizeyinin 20ng/ml'nin altinda olmasi D
vitamini eksikligi, 20-30ng/ml olmasi D vitamini yetersizligi kabul edilmektedir.

150ng/mI’nin Ustlndeki duzeylerde D vitamini toksisitesi gorilmektedir (22).

2.9.3. D Vitaminin infertilite Uzerine Etkisi

VDR'’nin pek ¢ok doku ve organin yani sira erkekte testiste, kadinda
ovaryumda granuloza hucrelerinde, tuba uterina epitel hucrelerinde,
endometriyumda ve plasenta dokusunda bulunmasi son vyillarda D
vitamininin Uremeyle ilgili molekuler mekanizmalarini agiklamaya yonelik
yapilan galismalari arttirmistir (18).

D vitamini eksikliginin spermatogenez, folikilogenez, fertilizasyon ve
implantasyon sureclerine olumsuz etkileri sonucunda
subfertiliteye/infertiliteye, implantasyon basarisizligina ve tekrarlayan
dusuUklere neden oldugu, implantasyon sonrasi gebelik sUrecinde ise
preeklampsi ve fetal gelisim geriligine yol actidi literatirde bildirilmistir (23).

Ulkemizde ve dinyada oénemli bir saglik problemi olan infertilitenin
tedavisinde uygulanan yardimli treme teknikleri sikluslarinin basarisi ile D
vitamini duzeyi arasindaki korelasyonu arastiran g¢alismalarin sayisi son

yillarda artmistir. Bu ¢aligsmalarin sonuglari geligkili olmakla birlikte D vitamini
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eksikligi olanlarla kiyaslandiginda D vitamini duzeyleri yeterli olan kadinlarda

gebelik ve implantasyon oranlarinin daha yuksek oldugu bildirilmistir (24).
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3. GEREG VE YONTEMLER

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu 12.02.2018 tarih ve 03-146-18 sayili izni ile yapilmistir (Ek 1).
Calismaya katillan IVF tedavisi uygulanan ciftler bilgilendirilrek kadinlardan

gonulli onam alinmistir (Ek 2).

3.1. Graniiloza Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Ankara Universitesi Tip Fakultesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim
Dali Uremeye Yardimci Tedavi ve Egitim Merkezine 01 Nisan-30 Kasim
2018 tarihleri arasinda UYTE tedavisi igin bagvuran hastalardan OPU iglemi
oncesinde kan alinarak D vitamini serum duzeylerine bakildi. Serum D
vitamini dlzeyleri icin AUTF Laboratuvarlari referans degerleri (yaz: 20-
120ug/L, kig: 10-60ug/L) esas alinarak hastalar yetersiz D vitamini duzeyi
olanlar ve yeterli D vitamini dizeyi olanlar olmak Uzere gruplandi. GnRH
agonist ve antagonistleri sonrasi gonadotropinlerle yapilan ovaryan
stimulasyonu takiben USG egliginde yapilan OPU islemi ile foliklllere
girilerek aspire edilen folikul sivisi beraberinde toplanan kumulus-granuloza
oosit kompleksleri doéllendirme iglemleri igin ayri bir kultir kabina MOPS
ortamina transfer edildikten sonra arta kalan mural granlloza hucrelerini
iceren folikuler aspirat falkon tlplerde toplanarak mikroskobik ¢alismalar igin

alinmistir.
3.2. Isik Mikroskobu Doku Takibi i¢in Yapilan Galismalar

3.2.1. Graniiloza Hiicre Blogu Elde Edilmesi

Toplanan folikller aspirat sivilari icinde graniloza hucrelerinin varlhigi
sitospin sonrasi elde edilen preparatlarin Giemza ile boyanarak incelenmesi
ile belirlenmigtir. Granuloza hucrelerini igceren ve falkon tuplerde toplanan
foliktler aspirat sivisi 1500rpm’de 10 dakika santrifij edilmigtir. Santrifd;
sonras! supernatant atilip pellet sitoblok sollsyonlari kullanilarak sitoblok

kasetlerine alinmistir.
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Kasetlerin %10 tamponlu formalin solisyonunda tespiti sonrasinda rutin
histolojik takip islemlerinden gegirileren granuloza hicre sitoblogu parafine

goémulerek parafin hicre blogu hazirlanmistir.

3.2.2. Bloklardan Kesit Alinmasi

Parafin bloklar oda sicakliginda tamamen sertlestikten sonra
buzdolabinda 6nce +4 °C’de daha sonra -20 °C’de bekletildi. Her bir bloktan
Leica RM 2010R model mikrotom ile 4 um kalinhginda kesitler alindi.
immiinohistokimyasal boyamalar icin énceden poly-L-lysine kaplanmis
lamlara kesit alindi. Kesitler 60 °C etlvde bir gece bekletilerek parafinin

uzaklastiriimasi ve lamlara iyice yapigmalari saglandi.
3.2.3. Boyama Protokoli

Giemsa boyama protokolii

* 4 dk May-Grunwald solisyonu

+ 1 dkdistile su

* 45 sn distile su

* 20 dk Giemsa soltsyonu (1 birim Giemsa, 7 birim distile su)
* 1 dkdistile su

+ 1 dkdistile su

+ 1 dkdistile su

* 45 sn distile su

« Kurutma ve kapatma

Hematoksilin-Eozin (H-E) Boyama Protokolu

+ Ksilen ile 2 degisim 20’ser dakika deparafinizasyon

* %100, %96 ve %75 etanol serisinden gegirilerek hidratasyon
* Suda ylkama

* Hematoksilin solisyonu, 1 dakika

* Suda ylkama
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Eozin solusyonu, 1 dakika

Suda yikama

%75, %96 ve %100’lUk etanol serisinden gecirilerek dehidratasyon
Ksilen ile seffaflandirma

Entellan ile kapatma

3.3. Elektron Mikroskobu Doku Takibi i¢in Yapilan Calismalar

TEM igin tespit ve takip iglemleri asagidaki sira ile uygulandi.

3.3.1. Elektron Mikroskobik Araldit Bloklarin Elde Edilmesi

Elektron mikroskobu ¢aligsmasi i¢in ayrilan foliktler aspirat sivilarindan
sterio mikroskop altinda pastor pipeti ile toplanan mural granuloza
hicreleri 1ml PBS iceren ependorf tupler icinde 500 rpm’de 10 dk
santrifuj edildi.

Birinci tespit: SUpernatant atildiktan sonra elde edilen granlloza hucre
pelleti Gzerine tamponlu %2,5’luk glutaraldehit eklenerek 24 sa sureyle
fikse edildi.

Birinci yikama: 0,1 M fosfat tamponunda 2x15 dk rotatorda yikandi.
Ikinci tespit: 0,1 M fosfat tamponu iginde %1 OsOy ile rotatorda ve

karanlikta 2sa bekletildi.

ikinci yikama: 0,1 M fosfat tamponunda 3x20 dk yikandi.

Distile su ile yikandi.

Blok boyama: %70 etanolde %0,5 uranil asetat ve %1 fosfotungustik
asitle rotatorda karanlikta 2 sa sure ile yapildi.

Dehidratasyon: %70, %96, %100 alkol ve propilen oksit ile yapild1.

1:1 oranda propilen oksit/araldit ile rotatorda 1sa inkube edildi.

Araldit ile 2 sa inkuibe edildi.

GOmme (bloklama): Mikrotlp icine konan doku pargalarinin Uzerine
araldit eklenmesi ile bloklama iglemi yapildi.

Polimerizasyon: Araldit bloklari polimerizasyon i¢in 80 °C etluvde 1
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gece tutuldu sonrasinda etuv kapatilarak bloklar kendi halinde

sogumaya birakildi.

3.3.2. Yari ince Kesit Alma

Bu bloklardan Leica Ultracut R ultramikrotom ile 800 nm kalinhginda

yarl ince kesitler alindi ve toluidin mavisi-azur Il boyasi ile boyandi.

3.3.3. Yari ince Kesit Boyama Protokolii

+ Kesitler isiticida kurutuldu

» Distile su icinde %1 boraks, %1 toluidin mavisi, %1 azur Il iceren
toluidin mavisi-azur 1l boyasiyla 50°C-60°C isiticida boya kuruyana
kadar bekletildi.

« Distile su ile yikandi.

+ Kaesitler isiticida kurutuldu.

* Soguduktan sonra ksilene alinarak seffaflandirildi.

+ Entellan ile kapatildi.

 Boyanan preparatlar kuruduktan sonra Axio Scope Al marka

mikroskop ile incelendi ve fotograflandi.
3.4. immiinhistokimyasal incelemeler igin Yapilan Galigmalar

3.4.1. immiinohistokimyasal igsaretlemede Kullanilan Antikorlar

Calismamizda granuloza hicrelerinin isaretlenmesinde kullanilan
antikor ve Ozellikleri agsagida siralanmigtir.

+ (ABCAM, 134826); Nukleer hormon reseptoru. Hormon duyarli

genlerin ekspresyonunu kontrol ederek D vitamininin etkisine aracilik

eden transkripsiyon faktoradur.
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3.4.2. immiinohistokimyasal Boyama Protokolii

(immiinohistokimya igin isaretleme prosediirii)

Ksilen ile 2 degisim 20’ser dakika deparafinize edildi.

%100, %96 ve %75 etanol serisinden gecirilerek hidrate edildi.

Fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi

Antijenlere ait epitoplarin acgiga c¢ikarilmasi igin sitrat tamponu
solisyonu (ph: 6) igerisinde mikrodalgada 20 dk kaynatildi.

Kesitler soguduktan sonra dokular hidrofobik pap-pen ile ¢cevrelendi ve
nemli ortam kabi igerisine yerlestirildi.

Endojen peroksidaz aktivitesine bagli 6zgin olmayan arka plan
boyanmasini azaltmak icin %3’luk hidrojen peroksit ile 10 dk inkibe
edildi.

PBS ile 3 kez yikand.

Ozgiin olmayan arka plan boyanmasini azaltmak igin Ultra V Blok ile
5dk. oda sicakhginda inkube edildi.

Primer antikor ile buzdolabinda +4 °C’de bir gece inklibe edildi.

PBS ile 3 kez yikand.

Primer antikor enhancer ile oda sicakliginda 10 dk inkube edildi.

PBS ile 3 kez yikandi.

HRP Polimer ile oda sicakliginda 15dk inkube edildi.

PBS ile 3 kez yikand.

DAB ile 2 dk boyandi.

Distile su ile 3 kez yikandi.

Hematoksilin ile 30 saniye ¢ekirdek boyamasi yapildi.

%75, %96 ve %100’lik etanol serisi ile dehidrate edildi.

Ksilen ile seffaflandirildi.

Entellan ile kapatildi.
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3.4.3. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Her preparattan x100 buyutmede 5 farkli alanin fotograflari cekildi.
Boyanma yogunluguna goére histolojik skorlama (HSCORE) yapilacak olan
antikor icin ImagedJ dijital goérunti analiz programinin IHC Profiler eklentisi
kullanilarak boyanma duzeylerine (i) gore; negatif: 0, dusuk pozitif 1, pozitif:
2, yuksek pozitif: 3 degerleri verildi. Boyanma duzeylerinin %0-100 arasinda
degisen piksel oranlari (Pi) belirlendi. Elde edilen degerler H-
SCORE=ZPIi(i+1) formulu kullanilarak sayisallastirildi. Formuldeki 1 optik
yogunlugun duzeltiimesi icin kullanildi (25-27).

3.5. Verilerin istatistiksel Analizi

Veriler median, minimum, maksimum olarak verilmistir. Normal
dagiimayan veriler non parametric Mann-Whitney U testiyle analiz edilmistir.
Gebelik oranlari agisindan gruplar arasi istatistiksel olarak fark olup olmadigi
Fishers exact test kullanilarak analiz edilmistir. imminhistokimyasal
HSCORE degerleri Mann-Whitney U testi kullanilarak analiz edilmistir.
Calismanin tim istatitiksel analizleri IBM SPSS 22 paket programi
kullanilarak yapilmistir. p<0,05’in altindaki p degerleri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bulgularin degerlendirilmesi

AUTF Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali UYTE Merkezi'nde
IVF tedavisi uygulanan hastalarin adi-soyadi, yasi, protokol numarasi, OPU
tarihi bilgileri ile OPU gunu dlgulen serum D vitamini degerleri Tablo 4.1'de
verilmigtir.

D vitamini yetersiz hastalarda ortalama yas 30.5 iken, D vitamini yeterli
hastalarda 33.4 idi ve istatistiksel agidan anlamli bir fark yoktu.

Calismaya katilan on sekiz hastanin dokuzunda serum D vitamini
duzeyleri yetersizken dokuzunda ise yeterli bulunmustur.

D vitamini dlzeyi yetersiz hastalarin gogunlugunda (dokuz hastanin
sekizi) OPU islemi yaz déneminde yapilmigken D vitamini yeterli hastalarin
(dokuz hastanin yedisi) OPU islemi kis doneminde gergeklestirilmistir.

D vitamini dizeylerine gore hastalardan OPU gunu toplanan, ICSI
yapilan, dollenen oosit sayilari ile 2. gun, 3. gun ve blastokiste ulagsan
embriyo sayilari non-parametrik Man-whitney U testi ile analiz edilmigtir.
Veriler median (minimum-maximum) degerleri olarak Tablo 4.2’de verilmigtir.
D vitamini yetersiz ve vyeterli gruplar arasinda toplanan, ICSI yapilan,
dollenen oosit sayilari agisindan istatiksel olarak anlamh bir fark
bulunmamisir. (p dederleri sirasiyla 0,666, 0,605, 0,666)

D vitamini yetersiz grupta 2. gun gunuyle uyumlu gelisen embriyo sayisi
ve 5. gun blastokiste ulagsan embriyo sayisi D vitamini yeterli gruba goére
yuksek olmasina karsin (sirasiyla 5,3), (sirasiyla 6,2) iki grup arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. (p degerleri sirasiyla, 0,387,
0,082)

D vitamini yetersiz grupta embriyo transferi sonrasi (5 transfer blastokist
transferidir) gebelik orani %50 iken D vitamini yeterli grupta (3 transfer
blastokist transferidir) gebelik orani %14,28 bulunmusur (Tablo:4.3). Gebelik
oranlari istatistiksel olarak Fisher's exact test ile degerlendiriimig, iki grup
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. (p=0,282)

Hucre blogu eldesinde granuloza hicrelerinin varhgr gosterilmigtir.
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Tablo 4.1. Hastalarin adi-soyadi, yasl, protokol numarasi, OPU tarihleri ile

OPU glnu olgulen serum D vitamini deg@erleri

Sirano | Adi-soyadi | Yas Protokol Tarih D vitamini

Yetersiz D 2 H.I. 36 | 1690063 4.04.18 *9.3

vitamini dizeyi 4 0K 26 | 1820348 19.04.18 *17,94

5 SB. 20 | 1744672 4.05.18 *8,97

6 T 25 | 1503408 7.05.18 *5,63

11 D.C. 39 | 1551121 7.06.18 *16,6

13 F.U.B. 33| 1860464 6.07.18 *14,87

15 F.C. 28 | 1884609 9.07.18 *6,9

17 N.A. 32 | 1848754 9.07.18 *17.8

28 AA. 36 | 1796019 23.10.18 **8 46

Yeterli D 9 N.S. 36 | 850915 28.05.18 25,07

vitamini 10 ZC. 36 | 757537 28.05.18 30,02
dizeyi

26 S.B. 32 | 1869822 3.10.18 14,7

27 cy. 30 | 733589 3.10.18 16,5

29 CK. 35 | 1723425 1.11.18 18,15

30 N.U.V. 29 | 1063566 1.11.18 12,13

31 KT. 40 | 1904919 2.11.18 27,01

32 B.U. 29 | 1668232 7.11.18 10,61

33 B.E.E.D 34 | 1888606 7.11.18 13,97

AUTF Laboratuvarlari referans degerleri * yaz:20-120ug/L, ** kig:10-60g/L
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Tablo: 4.2. D vitamini dlizeylerine gore hastalardan toplanan, ICSI yapilan,

dollenen oosit sayilari ile 2. ve 3. gun ve blastokiste ulasan

embriyo sayisi

D vitamini dizeyi

Yetersiz Yeterli p degeri
Median (min-mak) Median (min-mak)

Toplanan oosit sayisi 10,00 (4,00-18,00) 10,00 (2,00-19,00) (0,066)
ICSI yapilan oosit sayisi 9,00 (2,00-16,00) 8,00 (2,00-15,00) (0,605)
Dollenme (2PN) 6,00 (1,00-11,00) 6,00 (2,00-12,00) (0,666)
2.gun gelisen embriyo 5,00 (1,00-14,00) 3,00 (1,00-12,00) (0,387)
sayisl! (giniyle uyumlu)
3.gun geligen embriyo 3,00 (1,00-16,00) 4,00 (1,00-12,00) (0,918)
sayisi (guniyle uyumlu)
Blastokist geligimi 6,00 (1,00-13,00) 2,00 (1,00-4,00) (0,082)

P<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir

Tablo: 4.3. D vitamini dizeylerine goére embriyo transferi yapilan hastalarda

gebelik oranlari

D vitamini
Yetersiz n=9 Yeterli n=9
Embriyo transferi 8 (1 iptal) 7 (2 iptal)
(toplam) 8/9=%88,88 719=%77,77
) . 5 3
Blastokist transferi 5/8=%662.5 3/7=%42.85
. 4 1
Gebelik orani 418=%50 1/7=%14,28
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Hastalara ait folikler aspirat sivilarindan sitospin sonrasi elde edilen
Giemza ile boyali preparatlarda mural graniloza hucrelerinin varhgi
izlenmistir. Mural granuloza hucrelerinin birbirleriyle kontakt kuracak sekilde
gruplar halinde bulundugu goraldu.

Granuloza hucreleri LH piki (sigramasi) ya da hCG uygulamasi sonrasi
preluteinizasyon bulgulariyla uyumlu, buydk poligonal htcre gruplari
olusturacak sekilde izlendi. Cekirdekleri yuvarlak ve sitoplazma ortasinda
yerlesimli izlendi. Sitoplazmalarinin steroid sentezi igin lipid damlaciklarini
icerdikleri izlendi. Yeterli D vitamini igceren grupta hicre boyutlarinin daha
buyuk ve lipid damlaciklarinin daha yogun oldugu goruldu (Sekil 4.1).

Granulloza hicreleri arasinda yer yer folikiler aspirat kaynakli
eritrositlere ve kiglk yogun nulkleer fragmentlar iceren hicrelere rastlandi
(Sekil 4.2).

Sekil 4.1. Yetersiz D vitamini grubu preluteal grantloza hucreleri. Ok basi:
Cekirdek, ok: Sitoplazma i¢inde lipid damlaciklari x100, Giemza,
bar: 20um
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Sekil 4.2. Yeterli D vitamini grubu preluteal grantloza hucreleri. Ok basi:

Cekirdek, ok: Sitoplazma iginde lipid damlaciklari , e:Eritrosit,

yildiz: Nukleer fragmentler, x100, Giemza, bar: 20um
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Hucre blogu parafin kesitlerin H&E boyamalarinda yetersiz ve yeterli D
vitamini duzeyi olan gruplarda x40 ve x100 buyutmelerde granuloza hucreleri
birbirleriyle siki temas iginde gruplar olusturacak sekilde izlendi (Sekil 4.3,
4.4, 4.5, 4.6).

Sekil 4.3. Yetersiz D vitamini grubu preluteal grantloza hicreleri. Ok basi:
Cekirdek, kuyruklu ok: Hicre blok matriksi icinde preluteal

granuloza hicre gruplari, e: Eritrosit, x40, H&E, bar: 50um
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Sekil 4.4. Yetersiz D vitamini grubu preluteal grantloza hucreleri. Kuyruklu
ok: Preluteal grantloza hucre gruplari, e: Eritrosit, x100, H&E, bar:

20um

Sekil 4.5. Yeterli D vitamini grubu. M: Hicre blok matriksi, ok basi: Cekirdek,
kuyruklu ok: Hucre blok matriksi igcinde preluteal graniloza hticre

gruplari x40, H&E, bar: 50um
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Sekil 4.6. Yeterli D vitamini grubu. M: Huicre blok matriksi, Ok basi:
Cekirdek, ok:Lipid damlaciklari, kuyruklu ok: Hucre blok matriksi

icinde preluteal granuloza hicre gruplari, x100, H&E, bar: 20um
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Yetersiz ve yeterli D vitamini gruplarinda elde edilen yari ince kesitlerde
granuloza hucrelerinin 6kromatin g¢ekirdek icerdikleri ve sitoplazmalarinda
lipid damlaciklari izlendi. Yetersiz D vitamini grubunda apopitotik ¢ekirdek

parcalari iceren graniuloza hicreleri mevcuttu (Sekil 4.7, 4.8)

Sekil 4.7. Yetersiz D vitamini grubu. Ok basi: Okromatin ¢ekirdek Ok:
Sitoplazma iginde lipid damlaciklari e: Eritrosit, yildiz: Apopitotik

nikleer fragmantlar iceren graniloza hucresi, X100, yari ince kesit,

toluidin mavisi-azur Il, bar: 20um
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Sekil 4.8. Yeterli D vitamini grubu. Ok bagi: Okromatin gekirdek, ok:

Sitoplazma iginde lipid damlaciklari, e: Eritrosit, x100, yari ince

kesit, toluidin mavisi-azur II, bar: 20um

4.2. immiinhistokimya incelemeleri

D vitaminin baglanacagi D vitamini reseptor antikoruyla yapilan immun
isaretleme analizleri incelendiginde D vitamini yetersiz ve yeterli gruplar
arasinda HSCORE degerleri agisindan istatiksel olarak anlamh bir fark
bulunmamistir (p=0,730), (Sekil 4.9), (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Yetersiz ve yeterli D vitamini gruplarinin IHC analizlerine ait

verilerin ortalama ve standart sapmalari

D vitamini
Yetersiz Yeterli p degeri
ort+ss ort+ss
VDR 128,57+17,39 132,24+11,40 0,730
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Sekil 4.9. (A-B) Yeterli ve yetersiz D vitamini gruplari grantloza hiicresi D
vitamini reseptor isaretlemeleri. Ok basi: VDR pozitif hiicreler koyu

boyali olarak izlenmektedir. (C) negatif kontrol, x100, bar 20um
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5.TARTISMA

Steroid bir hormon olarak kabul edilen D vitamini esas olarak deride UV
isinlari etkisi ile sentezlenir. %10-20den az kismi diyetle (mantar, somon
baligi) vicuda alinir. D vitamini karacigerde 25 hidroksilaz ile 25 hidroksi
vitamin D’ye (25(0OH)D3) donusturalir. Dolagsima gecen 25(0OH)D3
bdbreklerde 1a-hidroksilaz enzimi ile aktif formu olan 1,25 dihidroksi vitamin
D’ye (1,25 (OH)2 D3) donusturaldr.

lo-hidroksilaz enzimi bobrek disinda diger dokularda beyin, meme,
kolon, prostat, ve ovaryumda bulunur. Dolayisiyla bu dokularda D vitamininin
aktif formu lokal olarak sentezlenebilmektedir (28).

D vitamini biyolojik etkilerini steroid/tiroid nikleer hormon reseptor stiper
ailesinin bir Gyesi olan D vitamini reseptoru Uzerinden gosterir (28, 29).

D vitamini reseptérinun kalsiyum duzenleyen dokular olan bagirsaklar,
bobrekler ve paratiroid bezlerinin yani sira ureme organlari olan ovaryum
(6zellikle granlloza hucreleri), uterus, plasenta, testis, hipotalamus ve
hipofizde bulundugu bildirilmistir. D vitamini reseptord ve D vitamini
metabolizmasinda rol alan enzimlerin disi Ureme sistemi organlarinda
bulundugunun bildiriimesi disi Ureme fonksiyonunda 6nemli rol oynadigini
gOstermektedir (28-30).

Yapilan hayvan calismalarinda disi siganlarda D vitamini eksikliginin
cifttesme basarisi, fertilite orani, gebelik orani, yasayan yavru orani ve dogan
yavru buyukligunde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (31, 32).

Son yillarda D vitamini eksikligi ve infertilite arasindaki iligkiyi arastiran
pek ¢ok galisma yapilmigtir.

Literatlrde insanlarda D vitamini duzeyleri ile ovaryum folikal rezervi ve
yardimli Ureme teknikleri tedavi basarisi arasindaki iligkinin arastinildigi pek
cok calismada D vitamininin etkisi konusunda olumlu ve olumsuz, birbiriyle
celisen sonuglar bildirilmistir (28, 29).

D vitamini eksikligi gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde Ureme
cagindaki kadinlarda yaygin olarak gorulmektedir. Son yillarda yapilan pek

¢cok calismada D vitamini eksikliginin ovaryan streoidogeneze ve
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folikilogeneze etki ederek infertiliteye, gebelikte ise tekrarlayan dusukler,
intrauterin gelisme geriligi, preeklampsi, gestasyonel diyabet riskinde artig
gibi komplikasyonlara neden olabilecedi bildiriimektedir (28, 30, 33).

Basarili bir yardimh Ureme (IVF) tedavisi icin ilk asama gonad
hidcrelerinin elde edilmesidir. Kadinda yeterli sayida ve olgun (metafaz Il)
oosit ile erkekde yeterli sayida motil ve morfolojisi dizgun spermatozoon elde
edilmesi gerekmektedir.

Kadinda OPU sonrasi yeterli sayida ve olgun oosit elde edilmesi igin
ovaryum rezervi ve gonodotropinlertle (GnRH ve FSH-LH uygulamasi)
yapilan ovaryan stimulasyonuna folikilogenez cevabi 6nemlidir (28, 33).

Bu g¢alismada IVF tedavisine alinan ve OPU yapilan kadinlarin ortalama
yaslari D vitamini yetersiz=30.5 ve D vitamini yeterli=33.4 olmak Uzere ileri
yas grubuna dahil degildi ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
fark yoktu.

Calismamizda serum D vitamini yetersiz ve yeterli olan kadinlarda
toplanan oosit sayilari benzerdi (median deger sirasiyla 10,10). Granuloza
hicreleri enzimatik olarak temizlendikten sonra her iki grupta ICSI islemine
alinan matur oosit sayisi (median deger sirasiyla 9,8) agisindan fark yoktu.
Bu sonug OPU gund odlgulen D vitamini duzeylerinin folikuler gelisim ve
ovaryan hiperstimiulasyona cevabi ortaya koyan toplanan oosit sayisi ve
matur oosit sayisini etkilenmedigini dusundurdu. Dollenen oosit sayilari her
iki grupta da (median de@er sirasiyla 6,6) serum D vitamini duzeylerinden
etkilenmemisti. Ikinci giin ve Gglnci giin gunlyle uyumlu embriyo geligimi
agisindan D vitamini yetersiz ve yeterli gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark yoktu. Buna kargin blastokist gelisimi D vitamini yetersiz grupta
yeterli gruba gore daha ylUksekti. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. Folikuler sivi D vitamini dizeyleriyle korele oldugu bildirilen serum D
vitamini duzeylerini esas aldigimiz ¢alismamizda yeterli D vitamini duzeyi
grubundaki dusuk sayidaki blastokist gelisimi Anifandis ve arkadaslarinin
yaptiklari galismada folikller sivi yuksek D vitamini seviyelerinin embriyo
gelisim kapasitesini negatif etkiledigini bildirdigi sonuglariyla agiklanabilir (28,
34).
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Serum D vitamini yetersiz grupta blastokist transfer orani %62,5 iken
yeterli grupta %42,85 idi. Gebelik oranlari D vitamini yetersiz grupta daha
yuksek (%50) iken D vitamini yeterli grupta daha dusukti (%14). Fisher’s
exact testle klinik gebelik oranlari agisindan iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark yoktu. Klinik gebelik sayisinin D vitamini yetersiz grupta
daha fazla olmasinin nedeni daha fazla sayida blastokist transferi yapiimasi
sonucunda endometriyum ile Dblastokist arasinda senkronizasyonun
saglanmasininin implantasyon sansini arttirdigini dusundurdu.

D vitamini yetersiz ve yeterli grupta aspire edilen tum folikuler sivi
icerisinden toplanan mural graniloza hicrelerinden elde edilen hicre blogu
parafin kesitlerinde her iki grupta da birbiriyle siki temasda gruplar halinde
preluteal graniloza hucreleri izlendi. Yari ince kesitlerde izlenen graniloza
hicrelerinin hCG enjeksiyonu sonrasi preluteal granuloza hucresi yonunde
diferansiye olamaya baslayarak sitoplazmalarinda bol lipid damlaciklari
icerdikleri goruldiu. Yetersiz D vitamini grubunda apopitotik nukleer
fragmantlar iceren granlloza hucrelerine rastlandi. D vitamini yeterli ve
yetersiz grupta 1sik mikroskobu duzeyinde preluteal granlloza hucre
morfolojisi agisindan belirgin fark gézlenmedi.

D vitamininin biyolojik etkilerini gosterdigi  6zellikle granuloza
hicrelerinde bulunan D vitamini reseptoru igin immun isaretleme sonrasi D
vitamini yeterli grupta HSCORE ortalamasinin (132,24+11,40) D vitamini
yetersiz gruba (128,57+17,39) gore yuksek olmasina karsin iki grup
arasinda anlamh fark bulunmamistir.. Bu sonug¢ VDR ifadelenmesinin ve
boyanma derecesinin serum D vitamini duzeyinden etkilenmedigini

dusunduarda.
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6. SONUGLAR

Calismamizda OPU gund olgulen serum D vitamini dizeyi ile IVF
basarisinda etkili olan toplanan oosit sayisi, ICS| yapilan oosit sayisi,
dollenen oosit sayisi, ikinci gun gelisen embriyo sayisi, Uguncu gun gelisen
embriyo sayisi, blastokist gelisimi, blastokist transfer orani, gebelik orani
arasinda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmamigtir. Aspirat sivisindan
toplanan mural granuloza hucrelerinde immunhistokimyasal olarak gosterilen
VDR ifadelenmesi ve HSCORE ortalamalari ile OPU ginu serum D vitamini
dUzeyi arasinda iliski bulunamamistir.

Literatirde D vitamini duzeyleri ile IVF basarisi arasinda olumlu ve
olumsuz sonuglar bildiren ¢alismalar vardir. D vitamininin Greme fonksiyonlari
acisindan etkileri ve Ureme organlarinda oOzellikle ovaryum granuloza
hicrelerine ve folikilogenez surecine, uterus endometriyum ve plasenta
dokularina etki mekanizmalarinin agiklanmasina yonelik ileri ¢alismalara
ihtiyag vardir.

Gunumuzde tim dinyada gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde
Ozellikle Ureme cagl kadinlarda yaygin goérilen D vitamini eksikligi, bazi
acgliklanamayan infertilite vakalarinin nedeni olabilir.

Cocuk sahibi olmak isteyen kadinlarda ve erkeklerde D vitamini
desteginin yeterli D vitamini seviyeleri olusturarak Ureme kapasitesini iyi

yonde etkilemesine yonelik ek galigmalara ihtiyag vardir.
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OZET

in Vitro Fertilizasyon (IVF) Tedavisi Uygulanan Kadinlarda Serum D
Vitamini Diizeylerinin Oosit Toplama islemi Sirasinda Elde Edilen
Folikuler Sivi Graniiloza Hiicrelerinin Diferansiyasyonuna Etkisi

Steroid bir hormon olarak kabul edilen D vitamini deride UV isinlar
etkisi ile sentezlendikten sonra once karacigerde 25 hidroksilaz ile 25
hidroksi vitamin D’ye (25(OH)D3) sonra da bdbreklerde 1a-hidroksilaz enzimi
ile aktif formu olan 1,25-dihidroksi vitamin D’ye (1,25(OH)2D3) donustaralir.

D vitamini nukleer reseptér stper ailesine ait D vitamini reseptoru igin
dogal liganddir. D vitamini reseptorinun hemen her dokuda bulundugunun
goOsteriimesinden sonra gunumuzde D vitamininin obezite, kanser,
kardiyovaskuler hastaliklar, deri hastaliklari, immudn sistem hastaliklari ve
infertilite Gzerine etkileri ile ilgili calismalar giderek artmistir. D vitamininin disi
ureme sisteminde de Onemli etkileri vardir (oosit gelisimi, AMH Uretimi,
ovaryan steroidogenezis, endometriyal reseptivite gibi) ve IVF ile olusan
klinik gebeliklerde énemli rol oynadigi dusunulmektedir.

Biz de c¢alismamizda Ankara Universitesi Tip Fakuiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali Uremeye Yardimci Tedavi ve Egitim
Merkezi'ne basvuran 18 kadindan serum D vitamini yetersiz ve yeterli
olanlarin OPU sonrasi artan folikil sivisindan elde edilen graniloza
hicrelerinin mikroskopik yapisi, granuloza hicrelerinde VDR ifadelenmesi,
toplanan oosit sayisi, ICSI yapilan oosit sayisi, déllenme orani, 2. ve 3. gin
embriyo geligimi, blastokist orani ve gebelik oranini karsilastirdik.

Isik mikroskobu g¢alismalari igin; toplanan hucreler sitospin sonrasi
elde edilen preparatlarin Giemza ile boyanmasi ile gosterildi. Folikller aspirat
sivisi santrifij edilerek elde edilen pellet sitoblok solUsyonlari kullanilarak
sitoblok kasetlerine alinmis ve formalin solisyonunda tespit edilerek rutin
histolojik takip islemlerinden gegirildi. Elde edilen granuloza hlcre sitoblogu
parafine gomulerek parafin hucre blogu hazirlandi ve bu bloklardan elde
edilen kesitler H&E boyama ve immunhistokimyasal boyama icin kullanildi.

Elektron mikroskobu calismalari igin grantloza hucreleri protokole uygun
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sekilde tespit ve takip edildikten sonra araldit bloklara gomdaldu. Bu
bloklardan ultramikrotomla alinan kesitler toluidin mavisiyle boyandi.
Literatirde serum D vitamini duzeyleri ile IVF basarisi arasinda hem olumlu
hem de olumsuz iligki oldugunu go0steren c¢aligmalar vardir. Biz de
calismamizda da D vitamini yetersiz ve yeterli grup arasinda toplanan oosit
sayisi, ICSl yapilan oosit sayisi, dollenme orani, 2. ve 3. gin embriyo
gelisimi, blastokist orani, gebelik orani ve granuloza hucrelerinde VDR
ifadelenmesinin HSCORE oranlari ile serum D vitamini dizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gézlemlemedik.

D vitamininin IVF basarisina etkilerini anlamak i¢in daha fazla sayida

vaka igeren galismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: D vitamini, gebelik, grantloza hicresi, ICSI, IVF
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SUMMARY

The Effects Of Serum Vitamin D Levels On Differentiation Of Granulosa
Cells Obtainded From Follicular Fluid During Oocyte Pick Up From
Women Undergo IVF Treatment

Vitamin D a steroid hormone is produced in the skin from 7-
dehydrocholesterol by UV irradiation and further metabolized to 25(OH)D in
liver then to 1,25(0OH)2D3 in kidney by the enzyme 1a-hydroxylase.

Vitamin D is the ligand for the Vitamin D receptor a transcription factor
and member of the steroid hormone nuclear receptor family. With the vitamin
D receptor being found in nearly every tissue the investigations on its impact
on obesity, cancer, cardiovascular disease, skin disease, immune system
disease and infertility has accelerated. Vitamin D has important effects on
female reproductive system as well (oocyte maturation, AMH synthesis,
ovarian steroidogenesis, endometrial receptivity) and its suggest that it plays
an important role on clinical pregnancies after IVF.

In our study we compared total oocytes retrieved, number of oocytes
microinjected, rate of fertilized oocytes, rate of embriyonic development on
second and third day, rate of blastocyst development, rate of pregnancy,
microscopy of granulosa cells and expression of VDR in granulosa cells
obtained from follicular fluid retrieved during OPU from 18 infertile women
that insufficient and sufficient serum vitamin D levels undergoing IVF
treatment in Ankara University Faculty Of Medicine Center for Assisted
Reproduction, Department of Obstetrics an Gynecology.

For the light microscopy studies, collected granulosa cells
demonstrated staining with Giemsa after cytospin procedure. Follicular fluid
centrifugated and the cell consentrate transferred to cytoblock casettes after
adding cytoblock solutions and fixed with formalin. The cytoblock embedded
in parafin wax following histologic tissue processing to obtain parafin block
and sections were taken from those parafin cell blocks for H&E and
immunohistochemical staining.

For electron microscopy studies, granulosa cells embedded in araldite
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after fixation and proper histological tissue processing. Semi-thin sections
were taken and stained with toluidine blue.

Some studies have indicated that deficient vitamin D was associated
with IVF success rate. In contrast, some researchers found no association
between vitamin D statues with outcomes after IVF cycles. In our study, no
statisticly significanat difference was observed between total oocytes
retrieved, number of oocytes microinjected, rate of fertilized oocytes, rate of
embriyonic development on second and third day, rate of blastocyst
development, rate of pregnancy, microscopy of granulosa cells and HSCORE
rates of VDR expression in granulosa cells in the vitamin D insufficient and
sufficient vitamin D groups.

It's necessary to conduct more studies with higher number of cases to

evaluate further vitamin D has effects on IVF success.

Key words: Vitamin D, pregnancy, granulosa cell, ICSI, IVF
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EKLER

EK 1. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul Onay

Formu

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

In vitro fertilizasyon (IVF) tedavisi uygulanan kadinlarda serum D vitamini
ARASTIRMANINAGIK ADI duizeylerinin oosit toplama islemi sirasinda elde edilen folikiller sivi
graniiloza hiicrelerinin diferansiyasyonuna etkisi
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU
= ETIK KURULUN ADI Ankara Universitesi Tip Fakultesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu l
B ™ Ankara Universitesi Tip Fakultesi Morfoloji Binasi 06100 J
5% ASADRESE Sihhiye/ANKARA
ll; % TELEFON 0312 595 82 27 J
zg FAKS 0312310 63 70 i
E-POSTA etik@medicine.ankara.edu.tr J
KOORDINATOR/SORUMLU J
ARASTIRMACI Prof.Dr.Oya EVIRGEN
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | Histoloji ve Embriyoloji
ALANI
KOORDINATOR/SORUMLU | Apkara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
ARASTIRMACININ T
BULUNDUGU MERKEZ | Anabilim Dal1
VARSA IDARI SORUMLU
UNVANI/ADI/SOYADI
DESTEKLEYICI
= PROJE YORUTUCUSU
= = UNVANI/ADI/SOYADI
= = (TUBITAK vb. gibi kaynaklardan
- '('—'D destek alanlar i¢in)
= DESTEKLEYICiNiN YASAL
E TEMSILCISI
@ = FAZ 1 O J
=4
g FAZ 2 a J
723
= FAZ 3 O J
&= FAZ 4 0 |
ARASTIRMANIN FAZI VE Gozlemsel ilag galismasi O |
uBk Tibbi cihaz klinik arasirmast | O] |
in vitro tibbi tam cihazlan ile
yapilan performans O
degerlendirme galismalari
ilag disi klinik aragtirma O J
Diger ise belirtiniz: Laboratuvar Caligmasi
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ GOK MERKEZLI ULUSAL ISUARARAS ‘
MERKEZLER = m & 0 |
Etik Kurul Bagkaninin

Unvani/Adi/Soyadi:Prof Dr.Mehmet MELLI

Not: Etik kurul bask

yer digt her sayfaya imza atmalidir.
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EK 2. BGOF Bilgilendirilmig Gonulli Olur Formu

Degerli anne ve baba aday!,

Bir arastirma projesine davet edilmektesiniz. Bu arastirma Ankara
universitesi Tip Fakultesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali ve Ankara
Universitesi Tip Faklltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dal Tip
Bebek Merkezi ortak calismasi olmaktadir. Arastirmaya katiimaya karar
vermeden oOnce arastirmanin neden ve nasil yapilacagini anlamaniz gok
onemlidir.

Aragtirmaya katihm tamamen gonullulik ilkesine bagh olup katiimayi
kabul ettikten sonra da arastirma surecinde higbir neden goéstermeksizin
arastirmadan cekilebilirsiniz.

Latfen biraz zaman ayirin ve asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun,
isterseniz baskalariyla tartisin. Acgik olmayan bir bolum varsa ya da daha
ayrintil bilgiye ihtiyag duyuyorsaniz lutfen bizi arayin. Ancak arastirmaya
katiimak isteyip istemediginize karar vermek igin lutfen biraz distnun.

Arastirmamizin bilimsel adi “D vitamini eksik ve yeterli hastalarda
ovaryum stimulasyonu sonrasi toplanan folikil sivilarinda grantloza
hdcrelerinin genel yapisal 6zelliklerinin tanimlanmasidir.

Daha basit anlatmak gerekirse tup bebek tedavisi alan, D vitamini
eksikligi olan ve olmayan hastalarda yumurta toplandiktan sonra arta kalan
ve ¢Ope atilacak materyalde bulunan hicrelerin incelenmesidir.

Aragtirmanin amaci tip bebek klinigine bagvuran kadin kisir (infertil)
hastalardan yumurta (oosit) toplanmasi sonrasi arta kalan sivida bulunan ve
¢Ope atilacak olan hicreler (graniloza hicreleri) Gzerinde D vitamini etkisini
detayli olarak incelemektir. Bu amag¢ dogrultusunda, yumurta toplama islemi
yapildiktan ve yumurtalar alindiktan sonra geriye kalan ve ¢Ope atilacak
hlcreler laboratuvar kosullarinda uygun tekniklerle hucre blogu haline
getirilecektir. Bu bloklardan uygun kalinlikta alinan kestilerde cesitli
boyamalar yapilacak ve mikroskop altinda arastirmacilar tarafindan

degerlendirilecektir.
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Aragtirmaya katilan gonullulerin arastirma igin ek bir sure ve para
harcamalarina gerek yoktur.

Arastirmaya katilmasi beklenen gonulli sayisi 20 ile 50 kisi arasindadir.

Gondllilere hi¢ bir tedavi uygulanmayacak, tim uygulamalar ¢ope
gidecek materyal Uzerinde yapilacaktir. Dolayisiyla arastirmanin hastalar
uzerinde hig bir yan etkisi ve riski mevcut degildir. Eger arastirma hakkinda,
kendi haklariniz veya arastirmayla ilgili herhangi bir yan etki hakkinda daha
fazla bilgi temin etmek isterseniz asagidaki numaralardan bizimle 24 saat
temasa gegebilirsiniz.

Arastirma sonucunda gonulliye tedavi agisindan herhangi bir fayda
saglanmayacaktir. Bilime katki saglamasi amaclanmaktadir.

Arastirma bir yil icinde tamamlanacaktir.

Gonulli anne adaylar arastirmaya katilmayi kabul etmemeleri ya da
arastirmadan ayrilmalari durumunda herhangi bir olumsuz sonugla
kargilasmayacaklardir.

Gondllindn  kimligi  gizli tutulacak, kamuoyuna acgiklanmayacak;
arastirma sonugclarinin yayinlanmasi halinde dahi gonullinan kimligi gizli
kalacaktir.

Etik kurul, kurum ve diger ilgili saglk otoritelerinin gonullinin orijinal
tibbi kayitlarina dogrudan erisimleri bulunabilir, ancak bu bilgiler gizli
tutulacaktir, yazili bilgilendiriimis goénudlli olur formunun imzalanmasiyla
gonulli veya kanuni temsilcisi s6z konusu erigime izin vermis olacaktir.

Uzerinde calisma yapacagimiz materyal yumurta toplanip ayiklandiktan
sonra arta kalan ve ¢ope gidecek olan sividir. Batin analizler Ankara
Universitesi Tip Fakdltesi laboratuvarlarinda yapilacaktir.

Cope atilacak materyalle c¢alisilacagindan dolayr  gonullinin
aragtirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek herhangi bir durum
yoktur. Eger arastirma konusuyla ilgili ve gonullinun arastirmaya katilmaya
devam etme istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde edilirse gonullu veya
kanuni temsilcisi zamaninda bilgilendirilecektir.

Bu arastirmada yer almak timuyle sizin isteginize baghdir. Arastirmada

yer almay! reddedebilirsiniz ya da basgladiktan sonra istediginiz bir zamanda
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birakabilirsiniz. Bu arastirmanin sonuglari bilimsel amaclarla kullanilacaktir.
Arastirmadan c¢ekilmeniz ya da arastirmaci tarafindan arastirmadan
cikarilmaniz halinde, sizinle ilgili veriler kullaniimayacaktir. Sizden elde edilen
tum Dbilgiler gizli tutulacak, arastirma yayinlandiginda da varsa kimlik
bilgilerinizin gizliligi korunacaktir.

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once gonullilere
verilmesi gereken bilgileri iceren metni okudum (ya da sézlu olarak dinledim).
Eksik kaldigini disindligum konularda sorularimi arastirmacilara sordum ve
doyurucu yanitlar aldim. Yazili ve soOzli olarak tarafima sunulan tim
aciklamalari ayrintilariyla anladigim kanisindayim. Calismaya katiimayi
isteyip istemedigim konusunda karar vermem igin yeterince zaman tanindi.
Arastirmaya gonulli olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. Bu kosullar
altinda, arastirma kapsaminda elde edilen sahsima ait bilgilerin bilimsel
amaglarla kullaniimasini, gizlilik kurallarina uyulmak kaydiyla sunulmasini ve
yayinlanmasini, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla kabul

ediyorum.

Gonullindn Adi Soyadi

Tel:

Imza, tarih

Sorumlu Arastirmacinin Adi Soyadi Diger Arastirmacilarin Adi Soyadi
Tel: Tel:

Imza tarih Imza Tarih
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Ayrica, arastirma kapsaminda daha ileride planlanacak c¢aligmalarda
gonulluden alinan mevcut materyal yukaridaki sartlar altinda tekrar
kullanilabilir. Yeni planlanacak arastirma kapsaminda sahsima ait materyalin
yukaridaki sartlar altinda, bilimsel amaglarla kullanilmasini, gizlilik kurallarina
uyulmak kaydiyla sunulmasini ve yayinlanmasini, hi¢bir baski ve zorlama

olmaksizin kendi rizamla kabul ediyorum.

Gondllindn Adi Soyadi

Tel:

Imza, tarih

Sorumlu Arastirmacinin Adi Soyadi Diger Arastirmacilarin Adi Soyadi
Tel: Tel:

imza tarih imza Tarih
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