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OZET

INSAN GRANULOZA HUCRELERINDE APOPITOZUN DEGERLENDIRILMESI

MUGE KOVALI

Calismamizda yardimli tireme teknikleri sikluslarinda follikiil aspirayonuyla elde
edilen graniiloza hiicrelerindeki apopitoz oranlarinin immunohistokimyasal ve ultrastriiktiirel

incelemesi ve follikiiler stvilarda ROS diizeylerinin karsilastirilmasi: amaglanmaktadir.

Calismanuz prospektif klinik gozlemsel bir galismadir. Dokuz Eyliil Universitesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, Tiip Bebek Merkezi’ne ¢ocuk sahibi olamama
sikayeti ile miiracaat eden primer yada sekonder infertil tanisina ek olarak PCOS, erkek faktor
ve agiklanamayan infertilite tanis1 konan ve yardimla iireme teknigi siklusuna alinan 30 hasta
katildi. Biitiin olgulardan toplanan follikiiler sivilarindaki ROS spektrofotometrik yontemle
incelendi, 151k mikroskopu degerlendirmesi ile graniiloza hiicrelerindeki TUNEL pozitif hiicre
insidans1 degerlendirildi ve aym1 zamanda graniiloza hiicrelerinde meydana gelebilecek

organel diizeyindeki degisiklikler Transmisyon Elektron Mikroskobu ile incelendi.

Calismamizda graniiloza hiicrelerindeki 1sik mikroskopi degerlendirmesi sonucunda
aciklanamayan infertil grubunda TUNEL pozitif hiicre ortalamast PCOS ve erkek infertil
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu. Follikiiler sivi MDA
diizeyleri agiklanamayan infertilite olgularinda PCOS’lu olgulara ve erkek faktdr grubuna
gore yiiksek oldugu tespit edildi. Follikiiler sivi GPx diizeylerinin ise PCOS’lu olgularda,
aciklanamayan infertilite ve erkek faktor olgularina gore yiiksek oldugu tespit edildi. Ancak
gruplardaki follikiiler stvi MDA ve GPx seviyeleri arasindaki bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunamadi. Elektron mikroskopisi degerlendirmelerinde ise hem DNA
fragmantasyonunun degerlendirildigi TUNEL testi sonuclart ile hem de follikiiler sivi MDA
seviyelerinin degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglara paralel olarak ince yap1 degisiklikleri

gozlendi.



Calismamizda TUNEL teknigi, oositi destekleyen graniiloza hiicrelerindeki DNA
kiriklarinin belirlenmesi ve bdylece hiicrelerin apopitotik yola girdiginin gosterilmesi igin
kullanilmigtir. Buna ek olarak ultrastriiktiirel olarak siirecteki dejenerasyon degerlendirilmis
ayrica bu duruma follikiil sivisindaki oksidatif stresin etkisi de arastirilmistir. Boylece
calismamizda PCOS’lu olgularla agiklanamayan infertilite olgularinin karsilastirilmasi, bu

3 farkli teknik kullanilarak ilk kez degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Graniiloza Hiicresi, PCOS, Agiklanamayan Infertilite, TUNEL,
Apopitoz, Ultrastriiktiir, ROS
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SUMMARY

EVALUATION OF APOPTOSIS IN HUMAN GRANULOSA CELLS

MUGE KOVALI

In this study, we wanted to investigate to compare the percentage of apopitosis in
granulosa cells from follicular fluid use immunohistochemistry technique and ultrastructure of
granulosa cells and also assessment for ROS respectively cycles in assisted reproductive
technology.

Our study was a prospective, nonrandomized clinical study. Dokuz Eyliil University
Institute of Health Sciences Ethic committee approved our application with 13 numbered
decision at 19th March 2008 and also Dokuz Eyliil University Ethics Committee of Clinic
And Laboratory Researches, Faculty of Medicine, approved our application with 120
numbered and 28 March 2008. This study is a workshop comprising 31 IVF cycles which has
applied to 11 PCOS infertile patients, 10 unexplaned infertile patients and 10 male factor
infertil patients between April 2008 and December 2008, in Dokuz Eylul University Faculty
Of Medicine Department Of Obstetrics and Gynecology ,IVF Center.

Follicular fluid from each follicle were separated to three groups after each case.
TUNEL assay was used to detect of DNA fragmentation in granulosa cells, MDA assessment
for ROS, GPx assessment for antioxidant enzyme respectively and apoptosis in granulosa
cells was evaluated ultrastructurally by transmission electron microscopy.

There was statistically significant difference the percentage of apopitotic cells in
granulosa cells between PCOS and unexplaned infertility group. There was no statistically
significant difference between the levels of MDA and GPx in follicular fluid in theree groups.

With this work we have done, it was investigated immunohistochemistry and also
ultrastructural apopitosis of granulosa cells which are promoting oocytes , besides the follicle
fluid was investigated for the effects of oxidative stress in this situation. Consequently, in this

study we broke fresh ground in PCOS and unexplaned patients for used theese 3 techniques.

Keyword: Granulosa Cells, PCOS, Unexplaned Infertility, TUNEL, Apopitosis, ROS,

Ultrastructure
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1. GIiRiS VE AMAC

Diinyanin ilk tiip bebegi Louise Brown’un 1978 yilinda Ingiltere’de dogumundan
sonra in vitro fertilizasyon (in vitro fertilization, IVF) konusunda giiniimiize kadar ¢ok yol
almmistir.  Infertiliteye sebep olabilen baslica jinekolojik sorunlar myomlar, rahim igi
yapisikliklar, rahim yapisal sorunlari, polikistik over sendromu (Polycystic ovary syndrome,
PCOS), endometriozis olarak siralanabilir. Giiniimiizde birgok kriter igeren infertilite
sebeplerinin yaklasik %401 kadina baghdir.

Ovaryum rezervinde oositlerin disinda, follikiil ve graniiloza hiicreleri de
bulunmaktadir. Graniiloza hiicreleri, oosite yalnizca fiziki olarak destek saglamakla kalmayan
ayni zamanda oositin regiilasyonunda ve beslenmesinde de 6nemli rol oynayan hiicrelerdir.
Bunun yani sira graniiloza hiicrelerinin yasamasi ve farklilagmasinda oositin 6dnemli rolii
vardir. Geligmekte olan follikiilde streoid hormonlarin, glikoproteinlerin ve biiylime
hormonlarinin iiretiminin ve graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunun artmasi apopitoza
neden olabilmektedir. Graniiloza hiicrelerindeki bu siire¢ ise oosit maturasyonunu dogrudan
etkiler. Yapilan c¢alismalarda kotii oosit, embriyo kalitesinin ve diisiik implantasyon
oranlarinin asil nedenlerinin molekiiler diizeyde oldugu tartigilmaktadir.

Apopitoz, hiicre 6liimiinlin kontrollii sekilde ger¢eklesmesidir. Genellikle etrafi canli
hiicrelerle ¢evrili tek bir hiicrede baslar. Follikiiler atrezinin bir gostergesi olan graniiloza
hiicrelerindeki apopitoz biitiin yasam boyunca devam eden bir siirectir. Apopitoz, atretik
follikiillerdeki graniiloza hiicre sayis1 ve Ostrojen iiretimindeki azalma ile karakteristiktir(1-2).
Ayrica graniiloza hiicrelerindeki apopitoz orami follikiiler sividaki reaktif oksijen tiirlerinin
(Reactive oxygen species, ROS) miktartyla da dogru orantilidir(6).

IVF sikluslarinda graniiloza hiicrelerindeki yiiksek apopitotik hiicre insidansinin
sikluslarda kotii prognoza sebep olabilecegi yapilan ¢aligmalarda gosterilmektedir (3-4-5).
Bununla birlikte apopitozun gonadotropin hiperstimiilsayonu yapilan hastalardaki gebelik
oranlarina etkisi halen tartisma konusudur.

Erkeklerde ROS’larin iireme potansiyeli iizerine olan etkileri pek cok calisma ile
degerlendirilmis, reaktif oksijen tiirlerinin ve antioksidanlarin bazi fizyolojik ve patolojik
etkileri gosterilmis olmasina ragmen, kadin tireme fonksiyonlar ile iliskisi {lizerine rolatif

olarak daha az ¢alisma mevcuttur (7)



Oksidatif stres artisinin kadin iireme fonksiyonlar1 {izerine etkileri halen tartisma
konusudur. Bu artisin olumsuz etkilerinin gosterildigi ¢alismalarin yam sira aksini savunan
calismalar da bulunmaktadir.

Follikiiler sivi ovulasyon Oncesi matiir oositin mikro ¢evresinde gergeklesen hormonal
ve metabolik degisiklikleri yansitan biyolojik bir penceredir. Bu sividan elde edilen
parametreler IVF’ deki fertilizasyonu, embriyo klivajini, embriyo morfolojisini ve gebelik
hizlarin1 belirlemede kullanilmistir (8). Hem oositin kendisi hem de i¢inde bulundugu
follikiiler sivida varolan steroid hormonlar, biiylime faktorleri, sitokinlerle birlikte bu
mirocevrede varolan graniiloza hiicreleri ve 16kositler de aerobik metabolizmalar sonucu ROS
ve reaktif nitrojen tiirleri (Reactive nitrogen species, RNS) iiretimine neden olmaktadirlar.
Hiicrelerin normal fizyolojik aktivitelerini slirdiirebilmeleri i¢in oksidant molekiil {iretiminin
ve antioksidant kapasitenin dengede olmasi gerekmektedir (9). Follikiiler sivida bulunan
ROS, RNS’leri ve onlarin oosit maturasyonu, fertilizasyon, embriyo klivaji, embriyo
morfolojisi, gebelik ve implantasyon hizlar1 iizerine olan etkileri ile ilgili olarak yeterince
bilgi yoktur.

Son zamanlarda yapilan in vitro kiiltiir, in vitro fertilizasyon ve in vitro maturasyon
calismalari ile embriyoyu meydana getirecek olan en iyi oositin se¢ilmesinde oositin kalitesi
kadar ona desteklik saglayan graniiloza hiicrelerinin de saglikli olmalar1 6nem kazanmustir.
Literatiir incelemesi yapildiginda IVF sikluslarinda kiiltiire edilmemis insan graniiloza
hiicrelerinin ince yapisina dair yapilan calismalar yok denecek kadar azdir. Hi¢ kuskusuz
graniiloza hiicrelerinin ileri degerlendirimi, morfolojik analizi ve ultrastriiktiirel yapisinin
incelenmesi de bu konuda katki saglayacaktir.

Bu baglamda ¢alismamizda yardimli iireme teknikleri (YUT, Assisted reproductive
technology, ART) sikluslarina basvuran kadinlardan follikiil aspirayonuyla elde edilen
graniiloza hiicrelerindeki apopitik hiicre insidans1 immunohistokimyasal, biyokimyasal ve
ultrastriiktiirel olarak karsilastirilmasi amaglanmaktadir. Bu hedeften yola ¢ikilarak, follikiiler
stvidaki ROS spektrofotometrik yontemle incelenmis, graniiloza hiicrelerindeki DNA hasari
TUNEL yontemi uygulanarak 1sik mikroskopunda degerlendirilmis ve ayni zamanda
graniiloza hiicrelerinde meydana gelebilecek organel diizeyindeki degisiklikler Transmisyon

Elektron Mikroskobu(Transmission electron microscopy, TEM) ile incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. OVARYUM HIiSTOLOJISI

Ovaryumlar, uterusun her iki yaninda birer adet olmak {izere, karin boslugunda, fallop
tiiplerinin altinda yer alirlar. Yaklasik olarak 3 cm uzunlugunda, 1.5 cm genisliginde ve 1 cm

kalinliginda badem bigiminde ve 4-8 gram agirligindadirlar.

Korteks veya kortikal bolge ovaryumun perifer bolgesidir (Sekil-1). Kortikal ve
medullar bolge arasinda belirgin bir smir bulunmamaktadir. Ovulasyonun basladig:
puberteye kadar overlerin iizeri diizdiir, bundan sonra, yani ovulasyondan sonra, iizerlerinde
girinti ve ¢ikintilar olusur. Menapozdan sonra ise iizeri yine diizlesir. Bu kortikal bolge ¢ok
sayida ovaryum follikiillerini ve zengin bag dokusu hiicrelerini icerir. Ayrica yaygin diiz kas
fibrilleri follikiilleri kusatan stromada yer alir. Merkezi bolge ise medulla veya medullar bolge
olarak tanimlanmistir. Gevsek bag dokusu, kollajen ve elastik fibrillerden meydana gelmis
olup, genis kan damarlari, lenfatik damarlar1 ve sinirleri igerir. Ayrica medullada interstisiyel

hiicreler ve kromaffin hiicre gruplarina da rastlanmaktadir. (10)

P - | Sekil 1 Yetiskin overi. (Bloom W,
Fawcett DW: A Textbook of Histology.
Philadelphia, WB Saunders Company,
1975)




Hem kortikal hemde mediiller stroma dar sitoplazmali igsi sekilli stromal hiicrelerden
olusur. Ozellikle geg reprodiiktif ve postmenapozal donemde bu hiicrelerdeki ince sitoplazmik

lipid damlalar1 6zel boyalarla gosterilebilmektedir.

Immiinhistokimyasal boyamada vimentin, aktin ve dezmin sitoplazmik pozitifligi
mevcuttur. Bu stromal hiicreler yogun retikiiler ag ile ayrilmaktadirlar. Luteinize stromal
hiicreler tek tek veya kiiciik gruplar halinde ¢ogunlukla medullada bulunur. Poligonal sekilli,
genis eozinofilik berrak sitoplazmali, degisen miktarlarda lipid igermeleri, santral yerlesimli
yuvarlak ¢ekirdekli ve belirgin niikleollii olmalari bu hiicrelerin karakteristik 6zellikleridir. Bu
hiicrelerde yapilan calismalarda testosteronun sitoplazmik immiinreaktivitesi gosterilmistir.
Yine yapilan bir calismada gebelik ve postmenapozal donemde luteinize stromal hiicrelerin
sayisinin arttig1 gosterilmistir (11). Yapilan diger bir ¢caligmada ise inhibinin luteinize stromal

hiicrelerde sitoplazmik olarak immiinreaktivitesi gosterilmistir (12)

Overin hilus hiicreleri ise morfolojik olarak testikiiler leydig hiicrelerine
benzemektedirler. Cocukluk doneminde bulunmayan bu hiiceler fotal yasamda mevcuttur.
Pubertede tekrar goriilmeye baglanir ve biitiin postmenapozal kadinlarda goriilir. Bu
hiicrelerin sayis1 ve lokalizasyonu olduk¢a degiskendir, gebelikte ve menapozdan sonra sayisi
artar. Hilus hiicre kiimeleri degisen boyut ve sekilde olup tipik olarak hilus ve mezoovaryum

komsulugunda goriilmektedir (11)
2.1.1. FOLLIKUL GELISIMI

Olgun disi ve erkek iireme hiicreleri dogrudan, gelisimin ii¢lincii haftasi sonunda
vitellus (yolk) kesesi duvarinda beliren ilkel {ireme hiicrelerinden gelisirler. Bu hiicreler
vitellus kesesinden, gelismekte olan gonadlara ameboik hareketlerle go¢ eder ve gonadlara

4. haftanin sonu veya 5. haftanin basinda ulasirlar. (13)

Dogum o6ncesi olgunlagsma olarak adlandirilan prenatal maturasyon evresi primordiyal
tireme hiicrelerinin disi gonada ulasip oogoniumlara farklanmasi ve iginde primer oositi
barindiran primordiyal follikiiliin olugsmasi siirecidir. Ardarda mitozla ¢ogalan oogoniumlar

kiimeler olusturarak 3.aym sonunda yassi epitel hiicreleriyle ¢evrili bir hal alir.



Bir kiime iginde yer alan oogoniumlarin tamami muhtemelen tek bir ilkel iireme
hiicresinden gelisirken, follikiil hiicreleri olarak bilinen oogoniumlarin ¢evresindeki yassi

epitel hiicreleri overin yiizey epitelinden kdken alirlar. (13)

Oogoniumlarin ¢ogu mitozla boliinmeyi siirdiirirken, bir kismi da biiyiiyerek primer
oositlere farklanirlar. Olusan primer oositler hemen DNA’larin1 bir kat arttirarak, birinci
mayoz bdliinmenin profaz sathasina girerler. Birkag ay i¢inde oogoniumlarin sayisi hizla artar
ve gelisimin 5.ayinda over igindeki iireme hiicrelerinin sayisi maksimuma, tahminen
7.000.000’a ulasir. Bu donemden sonra baglayan hiicre dejenerasyonuyla, oogoniumlarin bir
cogu ve primer oositler atrezik hale gelir. 7. ayda yiizeye yakin yerlesmis olan birkac¢i disinda
oogoniumlarin ¢ogunlugu dejenere olmus olur. Hayatta kalan primer oositlerin tamami,
birinci mayoz bdliinmeye girmis ve her biri ayri ayr tek katli yassi epitel tabakasiyla
cevrelenmistir. Bu primer oosit, ¢evresindeki yassi epitel hiicreleriyle birlikte primordiyal

follikiil olarak bilinir (13).

Primordiyal follikiiller, follikiiler gelisimin erken safhasinda ve fotal gelisimin ilk {i¢
ay1 icinde baskin olarak bulunurlar. Follikiillerin biiylimesi gonadotropin stimiilasyonuna

baglidir. Korteks stromasinda tunika albugineanin altinda bulunurlar( 14).

Follikiil hiicreleri yassi ve tek bir sira halinde oositi ¢evreler. Oositin ¢ap1 30pum
kadardir. Nukleus, yaygin bir kromatine, bir veya daha fazla genis nukleolusa sahiptir. Oosit

1. mayoz boliinmenin profaz sathasindadir (10).

Dogum sonrasi olgunlagsma siireci ise postnatal maturasyon olarak adlandirilir.
Dogumda, tiim primer oositler birinci mayoz boliinmenin profaz sathasindadir. Ancak,
boliinme metafazla devam edecegine, oositler ¢ekirdek kromatinin seyrek ve diizensiz bir
yapilasma gosterdigi diploten donemi denilen dinlenme donemine girerler. Primer oositler,
puberteye kadar [.Mayoz boliinmenin profaz sathasinda (istirahat halinde) kalirlar. Bu siire
boyunca, oositin olgunlagmas1 follikiil hiicreleri tarafindan salgilanan oosit olgunlagmasini
inhibe eden bir madde olan oosit maturasyon inhibitdrii (oocyte maturation inhibitor, OMI)
tarafindan baskilanir. Dogumda overlerdeki primer oosit sayisinin, yaklagik 700.000 ile
2.000.000 arasinda degistigi tahmin edilmektedir. Puberteye kadar bu oositlerin biiyiik
cogunlugu atrezik hale geldiginden, puberte baslangicinda bu say1 400.000’e diiser ve ancak
500’den daha az1 kadinin dogurgan periyodu i¢inde ovulasyonla gonad digina atilir (13).



Geg olgunlasan oositlerden bazilari, 40 yil kadar bir siire birinci mayoz boliinmenin
profaz sathasinda bekleyebilmektedir. Bu istirahat siiresinin oositi ¢evresel etkenlere karsi
korumak icin uygun bir ortam olup olmadigi kesin olarak bilinmemektedir. Kromozom
anomalilerinin goriilme sikliginin anne yasiyla orantili olarak arttigi dikkate alindiginda,
uzayan mayoz boliinme siirecinin oositleri daha kolay hasarlanabilir hale getirip getirmedigi

merak konusudur. (13)

Pubertenin bagslamasiyla, her ovarian siklusta 5 ile 15 arasinda degisen sayida
primordial follikiil olgunlagmaya baslar. Hala diploten evresinde istirahat halinde olan primer
oosit bilylimeye baslar; oositi ¢evreleyen yasst epitel hiicreleri 6nce kiibiklesir, sonra
cogalarak cok sirali bir epitel tabakasi olusturur. Cogalan bu hiicrelere graniiloza hiicreleri
denir. Bu bicimiyle follikiil artik primer follikiil olarak adlandirilirlar (13). Primer follikiiller
tunika albuginea’ya yakin konumlanmislardir. Follikiil hiicreleri yassidan izoprizmatik sekle
kadar degismistir. Oosit biiylidiik¢ce nukleusun hiicre i¢inde kapladigr alan genisler. Oosit ¢ap1
50-80 um kadardir. Oosit sitoplazmasi; mitokondriler, iyi gelismis golgi kompleksi, graniiler
endoplazmik retikulum, ribozomlar, kiigiikk vezikiiller, mikrovezikiiler cisimler, lipid

damlalar1 ve lipokrom pigmenti igerir (14).

Memeliler de dahil bir ¢ok tiirde oosit membrani (oolemma) altinda kortikal graniiller
denen salg1 vezikiilleri de bulunur. Bu graniiller proteaz igerirler ve ovum spermle aktive
edildiginde bu enzimler ekzositozla bosalirlar. Periyodik Asit Schiff (PAS) reaksiyonu ile
boyanirlar. Bazen birden fazla oosit bulundugu gibi ayni oositte birden fazla nukleus da
bulunabilir. Primer follikiilii ¢evreleyen teka tabakasinin kan kapillerleri ile oosit arasinda
belirli bir madde aligverisi gerceklesir. Insanlarda oosit sitoplazmasinda endoplazmik
retikulumun halkavari sarilmalariyla annulate lamellae yapist bulunur. Primer follikiile

preantral follikiil de denir (10).

Oosit ve graniiloza hiicreleri glikozaminoglikanlar ve glikoproteinlerden zengin amorf
bir madde olan zona pelluciday1 olusturma 6zelligindedir. Graniiloza hiicreleri kendilerini,
cevrelerindeki, teka follikiilii olarak bilinen stromal hiicrelerden ayiran bir bazal membran
tizerine otururlar. Follikiil bliylimeye devam ederken teka follikiiliiniin hiicreleri, igte salgi
yapan hiicrelerden olusan teka interna ve dista da fibroblast benzeri hiicreler igeren, bag

dokusundan olusan, teka eksterna adli iki belirgin tabaka seklinde farklanirlar (13).



Ayni zamanda, oositin ¢evresinde follikiil hiicrelerinin eldiven parmagi bigimindeki
kiiciik sitoplazmik uzantilari, zona pellusiday1 gecip oositin hiicre zarinin mikrovilluslariyla i¢
ice gecer. Bu yapisal diizenlenmenin, maddelerin follikiil hiicrelerinden oosite taginmasinda

onemi oldugu diigiiniilmektedir (13).

Follikiillerin biiyiimesi hipofizden salinan follikiil uyaric1 hormon (Follicle-
Stimulating Hormone, FSH), biiylime faktorleri, epidermal biiyiime faktorii (epidermal
growth factor, EGF), insiilin benzeri biiylime faktorii (Insulin-like growth factor 1, IGF-1) ile
kalsiyum iyonlarinin (Ca™) etkisine baglidir (10).

Oosit capr artarken, graniiloza hiicre sayist mitozla artar. Graniiloza hiicreleri
arasindaki iletisimi gap junctionlar kurar. Oositten uzanan mikrovilluslarla follikiilden zona
pellusida aracilifiyla oosite uzanan diizensiz uzantilar da, madde alisverisinde rol oynarlar.
Follikiil biiylidiik¢e graniiloza hiicreleri arasindaki bosluklara siv1 (likor follikiilii) birikmeye
baslar. Bu bosluklar birleserek daha biiyiik bosluklari (antrum) olusturur. Graniiloza hiicre
kati, 6 ila 12 hiicre sirasi olusturdugunda ve bu bosluklarda sivi biriktiginde bu follikiile

sekonder veya antral follikiil ismi verilir (10).

Likor follikiilii hyaliironik asitten zengin bir sividir. Bu dénemde oosit ¢ap1 da 125 pum
ulagir. Biilyimede duraklama OMI (1-2 kDa) peptidi icermesine baglidir. Bunun salgilanmast
graniiloza hiicrelerinin aktiviteleri arasindadir ve antral bosluga birakilir. Erken sekonder
sathada bu salgilamanin fazla miktarda oldugu gozlenir. Olgun follikiil biiyiikliigiine
erisildiginde bu salgi daha diisiik konsantrasyondadir. Follikiil biiytikliigii 10 mm veya daha
biiylik ¢apa ulastifinda oosit etrafinda korona radiata olugmaya baglar. Korona radiata,
kumulus oophorus ile follikiil duvarina baglantilidir. Hiicreler arasindaki gap junctionlarin
haberlesmedeki roliide unutulmamalidir. Follikiiler olgunlasma siiresince graniiloza
hiicrelerinin yiizeyindeki mikrovillus sayisinda artis olur. Bu durum Luteinizan Hormon (LH)
reseptorlerinin sayisina ve yiizey bosluklarinin artisina da baghdir. Follikiil graniiloza
hiicreleri arasinda hiicre dis1 materyal olan ve koyu boyanan PAS boyasina pozitif reaksiyon
gosteren yapiya Call Exner Cismi denir. Graniiloza hiicrelerinin yer yer erimesiyle olusur,
hyaluronik asit ve proteoglikanlar i¢erdigi kabul edilmektedir. Follikiil bilylimesi esnasinda
graniiloza hiicrelerinin sayis1 ve sirasi artarken, bag dokusuna ait hiicrelerinin follikiil

etrafinda yer aldig1 gortiliir.



Follikiilii cevreleyen bu hiicreler fonksiyon ve o0zellik bakimindan birbirinden
ayrilirlar. Teka interna, follikiilii ¢evreleyen hiicre sirast olup daha incedir. Damarlanmasi
fazladir ve steroid iiretiminden sorumlu hiicre oOzelliklerini tasirlar. Bu hiicrelerde bol
miktarda LH reseptorleri bulunur. Béylece LH stimiilasyonu sorumlulugunda androjenleri

sentezler ve salgilarlar. Ostrojen prekiirsorleri igerirler (10-17).

Endokrin organ ozelligine sahip bu hiicreler kiiciik damarlar agina sahiptir, ayrica
fibroblast ve kollajen demetleri de igerirler. Teka eksterna ise diiz kas hiicreleri ve kollajen
fibrillerden olusan bir dis tabakay1 olusturur. iki teka tabakas1 arasinda kesin ayiric1 bir hat
yoktur. Oysa, follikiiliin graniiloza hiicrelerini teka internadan ayiran belirgin bir sinir
bulunmaktadir. Bu sinira Membrana Vitrea denir. Tekanin zengin kapiller ag1 follikiil igin
gerekli besin maddelerinin kaynagimi da olusturur. Follikiiller arasinda ise lipitden zengin

stromal hiicreler yer alir (10-14).

10 mm veya daha biiyiikk capa ulasmis follikiile Graaf follikiil denir. Graniiloza
hiicrelerindeki mitotik aktivite azalirken, graniiloza hiicre tabakasi incelmis, hiicreler arasi
bosluk Olciistinde artis olmustur. Graniiloza hiicreleri arasindaki antrum ylizeyi genislerken
oosit ile kumulus hiicreleri arasindaki iligkide gittikce gevseme olur. Bu durum follikiiliin
ovulasyon yapabilecegine isaret eder. Boyle bir follikiilde korona radiatali oosit daha
belirginlesir, teka tabakalar1 da sikilasir. Teka internadaki hiicre sitoplazmasi lipid birikimi
yani sira diiz endoplazmik retikulum (smooth endoplazmic reticulum, SER) ve tubuler tip
mitokondri goriiniimii ile steroid sentezi ile ilgili 6zelliklere sahip oldugunu gosterir( 10-17).

Insanlarda Gonadotropin salgilatict hormon (gonadotropin-releasing hormone, GnRH)
artistnin LH ve FSH seviyesini diizenledigi ve bu sayede follikiilii ovulasyona gotiirdiigii
bilinmektedir. Pubertede GnRH salinimiin baglamasi hipofizden FSH ve LH salinimini
stimiile eder. Bu hipofiz hormonlarinin etkisi ile overde 28-30 giin siiren ovaryan siklus
sekillenir. Her siklusta FSH etkisiyle 5-15 adet primer follikiil gelisip biiyiir ve genelde bir
tanesi olgun hale gelir. Ovulasyon ile i¢indeki olgun oositi atar. Geri kalan antral follikiiller
atreziye ugrarlar. Bu atreziden apopitozun sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Hangi follikiiliin
0 ay biiyiime fazina girecegi ve hangisinin dominant follikiil olarak segilecegini belirleyen

faktorler bilinmemektedir (16) (Sekil 2).



Follikiil olgunlagsmasi tamamlanirken oosit mayoz bdliinmeyi bitirir. 1. kutup cismini
oosit I membrani (oolemma) ile zona pellucida arasina birakir. Bunu takiben ovulasyona

gitmekte olan follikiilde oosit I1.Mayoz boliinmenin metafazina girer (17).

Teka ve graniiloza hiicreleri biiylime faktorleri ve onun baglanma bdlgelerini
sentezlerler. Bu biiyiime faktdrleri tiim follikiil hiicrelerini dogrudan etkiler. insanlarda
spesifik yliksek affiniteye sahip IGF-I reseptorleri graaf follikiiliindeki graniiloza hiicrelerinde
ve follikiil sivisinda oldukca fazla miktarda saptanmistir. IGF-I’in fizyolojik seviyeleri insan

graniiloza hiicrelerinden dstradiol stimiile edilmesinde ¢ok aktiftir (10).
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Preantral follikiil biiylimesi oosit-graniiloza hiicre iliskisine (c-kit/Kit ligand) ve bir
dizi lokal faktorlerin salgilanmasina baghidir. Bu faktérlerden bazilar1t  sunlardir:
biiylime/farklilagsma faktorii-9 (Growth differantiation factor, GDF-9), kemik morfogenetik
proteinler (bone morphogenetic factor, BMP), aktivin, inhibin, fibroblast biiylime faktorii
(basic fibroblast growth factor, b-FGF) ve EGF. Lokal faktorler 6zellikle gelisimin erken

basamaklarinda 6nemli rollere sahiptir.



Bu evrede graniiloza hiicrelerinde insiilin benzeri biliylime faktorii baglayici protein-
2(Insulin-like growth factor binding protein 2, IGFBP-2) ve tip 1 IGF reseptorleri
izlenmigken, teka eksternada insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici protein-3 (Insulin-like
growth factor binding protein 3, IGFBP-3) saptanmistir. Ayrica in vitro olarak IGF-1 ve
EGF’nin preantral follikiiliin biiylimesini sagladig1 gosterilmistir (23-10).

Antral follikiil biliylimesinde de c¢ok sayida lokal biiylime faktorleri etkilidir. Bu
faktorler arasinda BMP ailesi ve reseptorleri , transforme edici biiytime faktorii (Transforming
growth factor, TGF-p) ailesi, inhibin ve aktivin gelmektedir ve bunlarin etkileri IGF sistemine

benzemektedir (23-10).

Bunlar gonadotropinlerin faaliyetlerini arttirarak follikiil farklilasmasinda rol oynarlar.
Antrum sekillenmesi ile ayn1 zamanlarda IGF-II mRNA tekal dokuda gosterilmistir. Tip 1,
IGF reseptorleri ve onun dizilerine ait IGFBP-2, -3 ve -4 de gelisim basamaklarinda
saptanmistir. Ayrica TGF-B ailesi, FGF, EGF/TGF-a ve sitokinlerin follikiiler biiylimenin
diizenlenmesinde gorevli oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte ovaryum fonksiyonlarinda
gonadotropinler haricinde baska metabolik faktorler de rol oynamaktadir. Bunlarin arasinda

insiilin, glukagon, tiroid hormonlar1 (T3, T4), hepatik IGF ve leptin bulunmaktadir (10-14).

2.1.2. FOLLIKULER ATREZI

Oosit dejenerasyonu dogumdan Once baglar, puberteye kadar artarak devam eder,
tiretken ¢agda da devam eder. Follikiil gelisiminin herhangi bir asamasinda atrezi baglayabilir.
Graniiloza hiicreleri kapillerler tarafindan isgal edilip, antral bosluga dokiiliirler. Teka
hiicreleri hipertrofiye olup, karakteristik parlak membran goriiniimii olustururlar. Oosit kisa
zamanda dejenere olur. Graniiloza hiicre dokiilmesi ile follikiil duvar1 kollabe olur, bos ve
kollabe zona pellucida bir siire daha bag dokusu icinde kalabilir. Hipertrofiye olan teka
hiicrelerinde lipid depolanmasi olur. Daha sonra parlak membran parcalanir, hiicre pargalari

over dokusuna yayilir ve fibroz skar olusur (16).
2.1.2.1.0ver Follikiil Gelisim Asamalarinda Apopitoz

Normal gametogenezde kadin germ hiicrelerinde gelisimsel 6liimler goriiliir. Normal

ve patolojik durumlarda gelisen bu 6liimlerde etki mekanizmasi apopitoz olabilir (18).
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Programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen apopitoz embriyolojik gelismeden, biiylime
ve farklilasmaya kadar pek c¢ok durumda istenmeyen hiicrelerin Oliimiinii saglayan bir
mekanizmadir (19). Prenatal ve postnatal donemdeki normal germ hiicre atrezisinde
apopitozun roliinii tarifleyen ¢aligmalar vardir (20-21).

Gebeligin 5. ayinda insan fotal overinde en fazla sayida (yaklasik 8 x10°) germ hiicresi
vardir. Overlerde mevcut follikiiller primordiyal follikiiler formasyona girmeden once
dejenerasyon olusmaya baglar. Doguma kadar germ hiicre sayisinda belirgin azalma olur.
Dogumda maksimum sayinin %20’sinden daha az follikiil vardir. Mevcut bu follikiillerin de
%99.9’dan daha fazlas1 menapoza kadar hi¢cbir zaman ovulasyona ugramaz (22-23).

Apopitoz, atreziye ugrayan follikiiliin 6liimiinden sorumlu yiiksek organizasyonlu bir
mekanizmadir. Gelisen follikiillerin biiylik kisminin azalmasi ovulasyona tek follikiiliin
ulagsmasini saglar. Memeli follikiiliinde santral yerlesimli oosit, etrafinda graniiloza hiicreleri
ve bunlarin disinda da teka hiicre tabakasi yer alir (22-23).

Havuzdan gelisecek primordiyal follikiillerin se¢ilmesi, bunlarin gelismesi, dominant
follikiil se¢imi, ovulasyon ve liiteinizasyon basamaklarindan sonra follikiill maturasyonu
saglanir (22-23).

Gelisme ve farklilasmanin her basamaginda atrezi goriilebilir. Antral kavite olustuktan
sonra follikiil FSH’a bagimli hale gelir. LH pikine cevap veren follikiillerin sayis1 korpus
luteum sayis1 ile aynidir. LH pikine cevap veren follikiiller ovulasyona kadar apopitoza
ugramazlar. Follikiiler atrezi, FSH-LH gibi endokrin faktorler, IGF-1, EGF, bFGF, aktivin,
IL-1 B gibi parakrin faktorler tarafinda regiile edilirler. TNFa, GnRH, androjenler, IL-6 ve
serbest radikaller de oOnemlidir. Graniiloza hiicre apopitozu protein sentez ve
transkripsiyonuna bagimli aktif hiicresel bir olaydir ( 22-23).

Omurgali canlilarin overinde siiregelen apopitoz dogumdan 6nce baslayip reprodiiktif
yasam boyunca devam eder. Yapilan ¢alismalarda, omurgali overlerinde follikiil atrezisinin
apopitoz araciligr ile oldugu gosterilmistir. Hem germ hiicrelerindeki hem de graniiloza
hiicrelerindeki apopitoz fizyolojik veya patolojik sinyallerle baslatilabilir (23) (Sekil 3).

Bu siirecin merkezinde intraseliiler sistein proteazlardan olusan kaspaz ailesi vardir.
Siirecin baglangicindan sonuna kadar farkli kaspazlar rol almaktadir. Ayni zamanda pekgok
yolak ve intraseliiler protein de rol oynar (24). Farkli gelisme asamalarinda farkli faktorler
apopitozu regiile ederler. Follikiiler atrezi ile ilgili cok sayida ¢alisma modeli olusturulmustur.

Graniiloza hiicre kiiltiirlerinde serum yoklugunda spontan apopitoz izlenmistir.
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Hayatta kalim veya proapoptotik faktorlerin ortama eklenmesi spontan apopitoz

oranini etkilemektedir Ayrica follikiiler gelisimin tiim asamalarinda da apopitoz gosterilmistir

(23).
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2.2. APOPITOZ

2.2.1. APOPITOZ TANIMI VE TARIHCESI

Programli hiicre o6liimii olarak da bilinen “Apopitoz” ge¢cmisten giiniimiize yapilan

bir¢ok arastirma sonucunda tanimlanabilmistir. Programli hiicre Sliimiiniin tanimlanmasi ilk

kez 1964’te Lockshin tarafindan ipekbdcegi metamorfozunun incelenmesi sirasinda

yapilmustir.
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1885°te Walther Flemming tarafindan, ‘chromatolysis’ siirecinin, tavsan ovaryumunda
follikiiler atrezi sirasindaki graniiloza hiicrelerinin kaybindan sorumlu oldugu tarif edilmistir.
Bundan iki yi1l sonra da aynmi arastirmaci aymi Oliim siirecini testikiiler germ hiicre
dejenerasyonunda gozlemlemistir. Bu c¢aligmalarda, apopitoz terimi kullanilmamis olsa da
morfolojik olarak apoptotik hiicrelerin ayrintili sekilde gdsterilmesinden dolay1r o donemde
en ¢ok ilgi ¢ceken caligmalar olmustur (25).

Apopitoz terimi ilk olarak 1972°de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan, Yunancada apo
(ayrilan) ve ptosis (diisen) terimleri birlestirilerek, ‘agactan dokiilen yapraklar’ anlamindaki
‘apoptosis’ terimiyle agiklanmigtir (25).

Memelilerde hiicre Oliimiiniin fiziksel asamasi sirasinda, bir¢cok hiicre tipinde
morfolojik 6zelliklerin oldukca iligkili diizenlendigini gozlemlemislerdir. Gelisimsel ve
homeostatik hiicre O6liimlerinin kontroliinlin tesadiifi olmadigini gostermesi agisindan bu
caligsma bir doniim noktasi olmustur (26). Kerr ve arkadaglar1 apoptotik hiicreyi morfolojik ve
elektron mikroskobik olarak; hiicrelerin komsu hiicrelerden ayr1 olmasi, hiicre hacminin
kiigiilmesi (sitoplazmik biiziilme), kromatinin kondanse olmasi, niikleusun kendini ¢evreleyen
zarfin (nuclear envelope) periferinde toplanmasi yada kiiclilmesi (niikleer piknosis) ve
sitoplazma membrani igindeki fragmantasyonlar olarak bilinen apoptotik cisimciklerin (eski
adiyla Councilman bodies) gozlemlenmesiyle karakterize etmislerdir (25-26).

Wyllie 1984’de apoptotik hiicrede morfolojik degisimlerin yani sira birgok
karakteristik biyokimyasal belirte¢in de oldugunu gézlemlemistir (27). Bunlardan en 6nemlisi
agaroz jel elektroforezi yontemi ile DNA da mono ve oligonukleozomal (180-200bg)
birimlerin merdiven gibi belli araliklarla kiriklar gdstermesinin  niikleer kromatin
fragmantasyonu olarak bilinmesidir (25).

1999°da Horvitz ve arkadaslar1 tarafindan, memelilerde apopitozun gelisimsel
stirecteki molekiiler mekanizmas1 C. elegans (yuvarlak solucan) ile yapilan deneylerle
aciklanmistir. Calismada baslangigtaki 1090 somatik hiicreden 131 inin programli bir sekilde
6ldiigii ve bunun apopitoz ile genetik olarak kontrol edildigi ortaya konmustur (28). Cok
hiicreli organizmalarda hiicre sayisi, doku biiyiikliigli ve bu hiicrelerin homeostazi, hiicre
boliinmesi, hiicre gogii, hiicre 6limiiniin programlanmasi ile siki bir sekilde kontrol altinda

tutulur (29). Apopitoz ve mitoz dokuda siirekli bir denge halindedir (27).
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Belirli bir dokuda hiicre proliferasyonu mitozla, o dokuda olmas1 gereken hiicre sayisi
da apopitoz ile belirlenir (29). Yapilan ¢alismalarda, programli hiicre 6liimiiniin hem normal
gelisim, homeostaz ve yaslanma siirecinde hem de hastalik ve zararli ajanlarin hiicrede hasar
olusturdugu durumlarda var oldugu gosterilmistir (26-28).

Apopitoz gelisimin normal siirecinde fizyolojik olarak goriilmekle birlikte bir denge
icinde olmalidir. Bu dengenin bozulmasi ¢esitli patolojilere yol agabilir. Bu konuda bir¢ok
arastirmaci apopitozun diizenlenememesinin bir¢ok insan patolojisi, kanserleri, otoimmdiin

hastaliklar, ndrodejeneratif diizensizligin nedeni oldugunu saptamistir (30).

2.2.2. APOPITOZ MEKANIZMALARI

Apopitoz mekanizmasi olduk¢a karmasik ve enerji bagimli molekiiler aktivite kaskadini
icerir. Bu giine kadar yapilan c¢alismalarda, intrensek ve eksternsek olmak iizere iki ana
apopitotik yolak oldugu bildirilmistir. Ancak bazi arastirmacilar Endoplazmik retikulum
aracili apopitozu iiciincii bir siif olarak tanimlamaktadirlar. Bir kisim arastirmaci, hiicresel
stresin kalsiyum salinimi ile mitokondriyal yolagr ya da Kaspaz 12 yi aktive etmesiyle
apopitozu indiikledigi goriisiinii savunmaktadir (31). Bazi arastirmacilar ise intrensek ve
ekstrensek yol ile baglantili olan ve bu yollardan birinin molekiillerini etkileyen baska bir
apopitotik yolak oldugunu ileri siirmektedirler (32).

Bu sonradan tanimlanan yolak, T hiicre aracili sitotoksisite ve perforin-granzim bagiml
hiicre 6liimiinii igerir. Ekstrensek, intrensek ve perforin-granzim yollarinin ii¢ii de ayni1 6liim
yolunda birlesirler.(Sekil4) Bu yol kaspaz-3 iin yarilanmasi ile baslatilir ve DNA
fragmantasyonu, niikleer proteinlerin ve hiicre iskeletinin bozulmasi, proteinlerin ¢apraz yer
degistirmesi, apoptotik cisimlerin olusmasi, fagositik hiicrelerin reseptdrleri i¢in ligandlarin
eksprese edilmesi ve son olarak da hiicrenin fagositler tarafindan ortadan kaldirilmasi ile
sonuglanir (28).

Apopitozun regiilasyonunda Kaspazlar, Bcl-2 ailesi proteinleri, IAP ailesi proteinleri,
p53 ve iliskili proteinler rol oynar. Hiicrede programlanmis hiicre 6liimiinii baglatan ti¢ temel
mekanizma vardir:

1. Ekstrensek; Oliim reseptorleri yolu
2. Intrensek; Mitokondrial yol

3. Perforin —Granzim Yolu; Graniil bagimli Granzim A ve Granzim B yolu
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Sekil 4 Apopitoz mekanizmalan

Hiicrede 6liim karari1 verildigi zaman apoptotik 6liim aracilarinin koordinasyonuyla
cok sayida alt program aktive edilir. Kaspaz ailesi ve Bcl-2 ailesi en 6nemli apoptotik
regiilator faktorlerdir. Apoptotik siirecin en Onemli yoneticisinin kaspaz ailesi oldugu
diisiiniilmektedir. Kaspaz aracilig1 ile apopitoza yol acan 100 den fazla madde tanimlanmistir
(Laminin, fodrid vb) (Sekil 5). Saglikli follikiillerde kaspaz-3 inaktif formda bulunurken
atretik follikiillerde aktif kaspaz-3 konsantrasyonunun arttigi gosterilmistir. Postnatal hayatta
primordiyal follikiil asamasindan preantral asamaya kadar olan follikiillerde apopitoz 6zellikle

oositin dliimiiyle baglar (24)
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Preantral follikiillerden preovulatuar follikiile kadar olan atrezide ise apopitoz
graniiloza hiicrelerinde baslar. Infertil ovulatuar sikluslarda korpus luteum regresyonunda da
apopitozun onemli oldugu gosterilmistir. Kaspaz 1,3,9 korpus luteum regresyonunda énemli

kaspazlardir (24).

Primordial ~ Preantral Early antral Preovulatory Periovulatory
Chun et al, 1994
LH 4 - Braw and Tsafriri, 1980

Driancourt et al., 2000

Chun et al., 1994

LUk Chun et al., 1996
i Svensson et al., 2000
P, via PR Makrigiannakis et ai, 2000
Tilly et al,, 1992
EGFbFGF . Chun et al., 1995
Raynaud and Driancourt, 2000
. Chun et af., 1994
I Chun et al., 1995
el Eisenhauer etal,, 1995
Danilovich et af., 2000
= MeG
KGF cGee et al, 1995
= :
= Chun et al., 1996
cGMP “:3'; McGee et al., 1997
=
F [}
SAMP McGee et al,, 1997

Kaipia and Hsueh, 1597

Sekil 5 Overde follikiil gelisim basamaklarina bagli olarak apopitozda etkili olan faktorler. Kirmizi:

Gonadotropinler; mavi: lokal faktorler; yesil: intraseliiller mediatérler.

Bcl-2 ailesi de antiapoptotik ve proapoptotik iiyeleri olan bir ailedir. Proapoptotik
faktorlerin salinimin1 diizenleyerek etki yaparlar. Mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c
saliimini saglarlar. Mitokondri apopitotik siliregte dnemli bir organeldir. Proapoptotik pek
cok maddenin sitoplazmaya salinimini saglar. Sitokrom-c kaspaz-9 aktivasyonu igin
gereklidir. Pek¢ok apopitotik regiilator mitokondride depolanarak uyar1 geldigi zaman salinir.

Apoptotik 6liimden sonra hiicresel artiklar ortamdan uzaklagtirilir (23).
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Apopitozun basamaklarini kisaca 6zetleyecek olursak;
Apopitozun indiiksiyonu,

Hiicre ylizey 6liim reseptdrlerinin uyarilmasi,

Sitokrom c¢’nin saliverilmesi,

Apoptozom olusumu (sitokrom ¢ + Apaf-1 + kaspaz-9),
Mitokondriyal transmembran potansiyelinin degismesi,
Kaspazlarin aktivasyonu,

Fosfotidilserinin hiicre membaninin i¢ yiiziinden dis yliziine transloke olmasi,

R & &§ &§ &§ & & &

DNAaz’in aktivasyonu sonucu DNA’nin fragmantasyonu (interniikleozomal DNA

fragmantasyonu),

&

Yapisal proteinlerin yikilmasina bagl olarak apopitoza 6zgii morfolojik degisikliklerin

meydana gelmesi (28).

2.3. KADIN INFERTILITESI

2.3.1. TANIMLAR

Infertilite, bir yillik korunmasiz iliski sonrasinda gebelik olmamasi olarak
tanimlanmaktadir. Daha once hi¢ gebelik olmamigsa primer infertilite, daha Once canli
dogumla sonuglansin veya sonu¢lanmasin en az bir gebelik olmussa sekonder infertilite olarak
siniflandirilabilir. Dogurganlik cagindaki ¢iftlerin % 10-15’inde infertiliteye rastlanir.
Infertilitenin siklig1 ve nedenleri bir toplumdan digerine farklilik gosterir. Ciftlerin yaklasik
%30-40’1nda erkek, %40-50 sinde ise kadin infertiliteden sorumludur. Yiizde 10-15 ¢iftte ise
giiniimiizdeki mevcut standart tanisal testler ile izah edilemeyen (agiklanamayan) infertilite
mevcuttur (33-34).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO, World Health Organisation) kriterlerine gére normal

semen parametrelerine sahip bir erkegin degerleri asagidaki tablodaki gibidir:
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Tablo 1 Semen Analizi Normal Degerleri

SEMEN ANALIZI NORMAL DEGERLERI (WHO 1999)

Voliim: 2.0 ml veya daha fazla

pH: 7.2-8.0

Spermatozoon konsantrasyonu: 20 milyon spermatozoa/ml veya daha fazla
Total sperm sayist: 40 milyon spermatozoa/ejakulat veya daha fazla

Motilite: Ejakulasyonu takiben 60 dakika igerisinde, %50 veya daha fazlasimin ileri
progresyon gostermesi (a + b kategorisinde); veya %25 yada daha fazlasinin hizli (a

kategorisinde) progresyon gostermesi.

Morfoloji: %30 veya tlizerinde normal form.

Vitalite: %75 veya lizerinde canli (boya almayan) spermatozoa.

Lokosit: 1 milyon/ml'den az.

Immunobead test: Partikiil yapismis spermatozoa oraninin %20'den az olmasi.

MAR testi: Partikiil yapismis spermatozoa oraninin %10'dan az olmasi.

Kadin infertilitesinin arastiritlmasinda 6ykii ve fizik muayene ¢ok onemlidir. Sirasiyla
tubo-peritoneal, ovulatuar ve uterin nedenler degerlendirilir (35). Ozellikle ovulatuar
nedenlere yonelik Oykii ¢ok sey anlatabilir. Diizenli adet Oykiisii %91-97 ihtimalle
ovulasyonun var oldugunu gosterir. Ovulasyonun varligi ve kalitesi i¢in kullanilan testler
bazal 1s1 grafisi, serum progesteron 6l¢iimii ve endometrial biyopsidir.

Uterin, tubal ve peritoneal nedenler icin ultrasonografi (USG), histerosalpingorafi
(HSG), laparoskopi, histeroskopi kullanilmaktadir. USG ile Miiller sistemine ait konjenital
anomaliler, intramural ve submiikéz myomlar, endometrial polipler, endometriomalar veya
dermid kistler gosterilebilir. infertilite arastirmasinda erken dénemde cekilecek HSG ile uterin
anomaliler, intrauterin lezyonlar, intramural okliizyonlar, intramural lezyonlar (tubal agiklik
korunmus olsa dahi), distal tubal okliizyon ve bu olgularda gebelik agisindan prognostik
Oonemi olan intratiibal mukozal katlantilar degerlendirilebilir. Histeroskopi ile intraservikal ve

intrauterin lezyonlar degerlendirilir ve ayn1 seansta cerrahi islem uygulanabilir (36).
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Kronik anovulasyonun % 80 nedeni olan Polikistik Over Sendromu ilk olarak 1935
yilinda Irving F. Stein ve Michael L. Leventhal tarafindan amenore, hirsutizm, anovulasyon
ve biiylik polikistik overlerle karakterize semptom kompleksi olarak tanimlanmistir (3738).

Polikistik over, makroskobik olarak normal over biiyiikliigliniin 2-5 kat1 kadardir. Gros
olarak beyaz bir kapsiille ¢evrilidir. Ayn1 sayida primodial follikiil vardir, ancak gelisen ve
atreziye giden follikiil sayis1 iki kat artmistir. Mikroskobide yiizeyel korteks, fibrotik ve
hiposelliilerdir ve damarlar1 icerir. Kiicilik atrofik follikiillere ilaveten, artmis sayida luteinize
teka interna igeren follikiiller de vardir (39). En distaki tunica kalinlig1 1/2 kat, kortikal stroma
1/3 kat, subkortikal stroma 5 kat artmistir. Stromadaki artis, hem teka hiicre hiperplazisine
hem de agir1 follikiil atrezisine baglidir. Over hilus hiicre topluluklari normalden 4 kat fazladir
(40).

Normal kadinlarla karsilastirinca siirekli anovulasyonu olan PCOS'lu olgularda, LH
konsantrasyonu daha yiiksek, FSH konsantrasyonu ise diisiik veya normalin alt sinirindadir
(41). Yiikksek LH ve disik FSH seklindeki gonadotropin tablosunun GnRH salgisinin
frekansinda artis sonucunda hipofizde kismi duyarlilik kaybina bagli olmasi da miimkiindiir
(42). Hipofiz ve hipotalamusdaki duyarlilik artigina, dstron diizeylerinde yilikselmenin neden
oldugu diislintilmiis, fakat son zamanlarda seks hormonu baglayan globulin (Sex hormone-
binding globulin, SHBG) konsantrasyonunda azalmanin da bu konuda etkin bir faktoér oldugu
bildirilmistir. LH diizeyinde yiikselme de serbest Ostradiol diizeyindeki yilikselme ile pozitif
bir baglanti gdsterir. FSH diizeyi tam supresyona ugramadigindan siirekli olarak yeni
follikiiller gelismekte ancak tam olgunluga erisememekte ve ovulasyon olmamaktadir.
Boylece bazen 15mm’ye dek biiyiiyebilen, ¢ogunlukla 2-8mm capinda olan ¢ok sayida
follikiil kistleri olusmaktadir. (37)

Atrezi sirasinda graniiloza tabakasinda dejenerasyon olusmamaktadir. Yine atrezi
sirasinda overin stroma boliimiine katkida bulunan teka hiicreleri varligini siirdiirmekte ve bu
teka hiicreleri androjen salgilamaya devam etmektedir. Artmig LH diizeyine cevap olarak
androjen salgis1 hizlanir. Daha sonra kisir dongii ile yiikselmis androjen diizeyleri
ekstraglandiiler olarak androjenden Ostrojene doniisiimii arttirir, SHBG sentezi baskilanir.
Sonugta dstrojen diizeyinde yiikselmeye neden olur. SHBG'de azalma, serbest testosteronda

iki kata yakin bir artisa neden olmaktadir (37).
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Tubal Faktor; Infertil ¢iftlerin %30-35’inde gériiliir. Laparoskopik adezyolizis sonrast,
ilk bir y1l igersinde, gebelik sans1 %50, hafif dereceli distal okliizyonlarda gebelik sans1 %80,
orta dereceli okliizyonlarda %30, ciddi okliizyonlarda ise %15 dir.

Distal tubal okliizyonlarin prognozunu belirleyen adezyon digindaki faktorler, tubal
kalinlik ve ampuller mukozal yapidir. Bircok gebelik cerrahiden sonraki iki yil iginde
gerceklesir.

Aciklanamayan infertilite; Infertil giftlerin %10-30"1nda goriiliir. Bu hastalar, normal
semen ve normal ovulatuar fonksiyona sahip, normal uterus yapisi ve bilateral tubal agiklig1
olan hastalardir. Bu hastalarda siklus fekunditesi(giftin fertilite potansiyeli) %?2-4 tiir.
(Ortalama siklus fekundabilitesi normalde %20-25). Tedavi siklus fekunditesini arttirmaya

yoneliktir (43).

2.4. REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS)

Serbest radikal reaksiyonlar1 biyolojik sistemlerde 6nemli bir yer tutmaktadir. Serbest
radikaller; son yoriingelerinde bir yada daha fazla eslesmemis elektron tasiyan, kimyasal
olarak cok aktif, zararli molekiiller olarak tanimlanirlar. Serbest radikaller; radikal olmayan
bir atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla veya radikal olmayan bir atom veya
molekiile bir elektron ilavesiyle olugsmaktadirlar. Bu bilesikler organizmada normal metabolik
yollarin isleyisi sirasinda olusabildigi gibi, dis etkenlerin etkisiyle de olusabilirler. Cok kisa
yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok reaktif olan serbest radikaller,
tim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme oOzelligi gostermekte ve yararli biyomolekiillerin
fonksiyonlarni yitirmesine neden olmaktadir (44). Baslica serbest oksijen radikalleri
kaynaklarini s0yle siiflandirabiliriz:
Endojen kaynaklar: hiicreler

*Fagositik (monosit  ve

* Mitokondrial elektron transport zinciri
*Endoplazmik  retikulum ve niikleer
membranda membrana bagl sitokromlarin
oksidasyonu

* Redoks dongiisii

* Aragidonik asit metabolizmas1 (enzimatik

lipit peroksidasyonu)

makrofajlar vs.) ve endotelyal hiicrelerdeki
oksidatif reaksiyonlar.

* Ksantin Oksidaz, NADPH Oksidaz vs.
enzimler.

* Otooksidasyon reaksiyonlari.
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Eksojen Kaynaklar: *Zararl 1sinlar (X-ray, U.V.)

* Diyet faktorleri
* Cevresel faktorler (hava kirliligi)
* [laclar, ksenobiyotikler

Serbest radikaller, genellikle toksinlere, infeksiyon etmenlerine, ¢evre kirleticilerine,
ozona ve giin 1s18ina (O6zellikle ultraviole 1sinlar) maruz kalma sonucu aerobik hiicre
metabolizmasinin bir yan {iriinii olarak ortaya ¢ikar (45).

Diiz kaslarin gevsemesi, damarlarin dilatasyonu, beyinde sinir iletisi, immun
fonksiyonlar, trombosit agregasyonu gibi bir ¢ok biyolojik siirecte sinyal ileticisi olarak rol
alan NO ise yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir ve doku hasarina yol agabilir. (45)

Viicutta en sik olusan serbest radikal molekiiler oksijene bir elektron eklenmesi ile
ortaya ¢ikan superoksit anyonudur. Hiicreler hasta veya yagh oldugu zaman fazla miktarda
serbest radikal iiretirler. (45)

Organik molekiillerdeki yapisal Oneminin disinda, aerobik canlilarin  enerji
metabolizmasindaki rolii nedeniyle oksijen, hayati bir 6neme sahiptir. Aerobik organizmalar
solunumla aldiklar1 oksijenin % 90’dan fazlasin1t Mitokondrial Elektron Tasima Zincirinde
enerji iiretimi i¢in kullanirlar. Oksijenin % 1-3’{i tam olarak suya doniisemez ve siiperoksit
radikali ile hidroksil radikali olusturur (46).

Oksijenli ortamda, ¢esitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle olusan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS); hiicresel protein, karbonhidrat, niikleotid ve lipidlerin
kimyasal modifikasyonu ile doku hasarina sebep olabilmekte ve kanser, ateroskleroz, artrit,
yaslanma, inflamasyon, iskemi reperfiizyon hasar1 ve bircok dejeneratif olaymn da

patogenezinde rol oynayabilmektedir (46). Onemli baz1 ROS ve RNS molekiilleri:
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Oy Stiperoksit Organizmada c¢esitli kaynaklardan olusur. Olusum
anyonu yerinden fazla uzaga difiizlenmez ve ROS olusur
H,O, Hidrojen peroksid | Serbest radikal degildir. Fe, Cu gibi gecis metalleri ile
serbest radikal olusturup, hiicre membranini i¢e ve disa
gecebilir.
OH Hidroksil radikali | Biyolojik molekiillere en kuvvetli atak yapan ve H202
varliginda, metal iyonu varliginda olusan radikallerdir.
ROe, Re, R-Se | Organik Sirastyla ROH, RH, RSH gibi yapili molekiillerden
radikaller koken alirlar
RCOO- Peroksit radikali | LOOe olarak da gosterilen Ornegin lipid yikiminda
olusan organik peroksil radikali
HOCI Hipoklor asidi Zararli mikroorganizmalar yikan, notrofi 1 oksidatif
patlama reaksiyonunda {iretilir. OCL halogenizasyon
ve oksidasyon reaksiyonlari i¢in toksiktir.
0, Singlet Oksijen Yiiksek oksijen basincinda UV 1sm1 in vivo toksik
etkisi yoktur.
NO Nitrik Oksid NO sentaz ile endojen iyonlaria baglanir. O2 ve diger
02 igeren radikallere farklit RNS’lar iiretir.
ONOO- Peroksinitrit Serbest radikal olmayan RNS, fakat gii¢lii okside ajan

olarak, radikal olan NO2 (nitrojendioksid) olusturabilir.
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2.4.1. SERBEST RADIKALLERIN OLUSTURDUGU HASARLAR

Serbest radikaller asir1 miktarda iretildiginde veya antioksidan savunma sistemi
yetersiz kaldiginda biyomolekiillere zarar verirler. Serbest oksijen tiirleri, membran
lipidlerinin peroksidasyonuyla, membran permeabilitesinin artmasina enzimlerin ve
proteinlerin stlfidril gruplarinin oksitlenmesine ve g¢apraz baglanmalarina, DNA yapisinin
bozulmasina ve mukopolisakkaritlerin depolimerizasyonuna neden olarak doku hasari
olusturur. Serbest radikaller hiicre ve dokuda bir ¢ok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar sdyle

siralanabilir (47-48-50).

1. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin ~ oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzaloaldehitler meydana gelir. Okzaloaldehitler, DNA, RNA, ve proteinlere baglanabilme ve
aralarinda ¢apraz baglar olusturabilme 6zelliginden dolay1 antimitotik etki gosterirler (49).

Karbohidratlarin proteinlere baglanmasi, proteinleri serbest radikal hasarina daha
duyarli kilmaktadir. Bdylece hormonal ve ndrotransmitter yanitlarda rol oynayan hiicre
reseptor islevleri degigsmektedir (51-52). Bir mukopolisakkarit olan hyaliironoik asit goziin
vitreusunda bol miktarda bulunur. Hyaliironoik asidin oksidasyonu katarakt olusumuna

katkida bulunur (49).

2. Proteinlere etkileri

Hiicrenin protein yapilari, serbest radikallerin, 6zellikle duyarli amino asitler ile direkt
etkilesimi sonucunda hasara ugramaktadir. Protein fonksiyonu ig¢in kritik pozisyonda olan
amino asitler (6rnegin enzimin aktif bdlgesindeki amino asitler), 6zellikle radikal hasarina
duyarhdirlar. Metionin, sistein gibi terminal stilfidril (-SH) grubu bulunduran amino asitler ile
triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi aromatik amino asitler, oksidasyona en fazla maruz
kalanlardir (53).

Oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler
fonksiyonlarini etkilemektedir. Enzim veya reseptor fonksiyonuna sahip membran proteinleri,
ozellikle serbest radikallerin modifikasyonlarina duyarl olduklari i¢in protein oksidasyonu ile

Onemli hiicresel ve membran fonksiyonlari bozulmaktadir.
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Bunun yani sira iskemi-reperflizyon siirecinde hiicre i¢i enzimlerden olan antioksidan
enzimlerin oksidasyonlari da bu enzimlerin aktivitelerindeki azalmanin nedenlerinden birini

olusturabilmektedir (53).

3. Membran lipidlerine etkileri

Hiicre membrani, bol miktarda doymamis yag asidi igerdiginden serbest radikal
hasarina olduk¢a duyarlidir. Ortamda bulunan serbest radikaller yag asitlerinden bir proton
kopararak “Lipid peroksidasyon” olarak bilinen reaksiyonun baglamasina neden olurlar (47).

Lipid peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag

asitleri gibi maddeler hiicrenin bir ¢ok komponentiyle reaksiyona girerek hiicresel ve
metabolik fonksiyonlar iizerine toksik etki gosterirler (54).
Lipid peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan kisa zincirli yag asitleri ve triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitleri igeren yapisal proteinlerin
oksidasyonu, membran permeabilitesinin artmasina ve membrandaki akiskanligin azalmasina
neden olmaktadir. Ug veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
malondialdehit (MDA) olusur (54).

MDA, membran komponentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol agarak
iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey determinantlarinin bazi O6zelliklerini
degistirmektedir. Bu 6zelliklerinden dolayt MDA, mutajenik genotoksik ve karsinojenik bir
bilesiktir (54).

4. Niikleik asitlere etkileri

Serbest oksijen radikallerinin, hiicrede saldirdig: bir diger 6nemli makromolekiil
niikleik asitlerdir. Kalitsal bilgiyi tasiyan deoksiriboniikleik asidin (DNA) temel tasi olan
niikleotidin yapis1 i¢inde yer alan piirin ve pirimidin bazlar1 oksijen radikallerinin etkilerini
gosterdigi bolgelerdir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlar ile reaksiyona girerek

degisikliklere yol agar (49).
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2.4.2. SERBEST OKSIJEN RADIKAL HASARININ BASLICA URUNLERI

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) DNA gibi hiicresel makromolekiiller, proteinler,
lipidlerle reaksiyona girebilir ve ¢ok cesitli iirlinler ortaya c¢ikmasina yol agabilirler. Bu
tirtinlerin bir kism1 oksidatif stresin biyokimyasal gostergeleri gibi kullanilmaktadir.

Serbest oksijen radikallerinin reaksiyonlari, normal metabolik yollarin isleyislerinin
dogal bir sonucu olarak ortaya cikmaktadirlar. Oksidan molekiiller organizmada baglica
glikozun oksidasyonu olmak iizere biitlin anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirast ve
sonrasinda siirekli bir olusum halindedir.

Endojen antioksidanlar adi1 verilen molekiiller tarafindan stirekli etkisizlestirme siireci
icerisindedir. Bu olusum ve etkisizlestirme olaylar1 organizmalarda bir denge halindedir (55-
49). Serbest oksijen radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklar1 siirece, organizmanin
yabanci maddelere ve enfeksiyoz ajanlara kars1 savunmasindaki 6nemli molekiillerdir. Ancak,
serbest radikaller belirli diizeyin iizerinde olusur ve antioksidanlar yetersiz kalirsa s6z konusu
serbest radikaller hiicrenin yap1 elemanlar1 olan protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asitler ve
yararli enzimlerin yapilarini bozarak zararli etkilere yol acarlar (56). Bunlardan ozellikle
lipitler, serbest radikal hasarina kars1 en hassas yapilardir. Serbest radikaller yag asitlerindeki
doymamis baglarla kolayca reaksiyona girerek lipitlerin peroksidasyonuna neden olurlar (57).

Serbest radikaller asir1 miktarda iretildiginde veya antioksidan savunma sistemi
yetersiz kaldiginda biyomolekiillere zarar verirler (47). Serbest oksijen radikalleri, membran
lipidlerinin peroksidasyonuyla, membran permeabilitesinin artmasina enzimlerin ve
proteinlerin stlfidril gruplarinin oksitlenmesine ve ¢apraz baglanmalarina, DNA yapisinin
bozulmasina ve mukopolisakkaritlerin depolimerizasyonuna neden olarak doku hasari
olusturur. (47-48).

Hiicrelerin ¢ogunlugu, olagan kosullar altinda kendilerini serbest radikallerin hasar
verici etkilerine kars1 koruyacak hiicre i¢i ve hiicre dis1 kimyasal mekanizmalarla
donatilmiglardir. Radikal molekiiller, antioksidan savunma giicii ile dinamik bir denge i¢inde
bulundugu siirece  organizma i¢in  yararlidir.  Fagositik  hiicreler tarafindan
mikroorganizmalarin Oldiiriilmesinin ana mekanizmasi serbest radikal {retimidir. Serbest

radikaller apopitozun tetikleyicisi, habercisi ve efektorii olarak gorev yaparlar (48-59)
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Bu sekilde; asir1 hiicre poliferasyonunu onleyerek homeostaziste de yer almaktadirlar.
Antioksidan savunmanin ¢okmesi de apopitozi tetiklemektedir. Serbest radikaller ikinci
haberci olup, transkripsiyon faktorlerini aktive ederler. Hiicreler arasi haberlesmede gorev
alirlar. Hiicrenin biiylimesini saglayan olaylar1 diizenlerler (48-49).

Sitozolde ve mitokondride {iretilen serbest oksijen radikali, protein sistein
kalintilarinin redoksunu diizenleyerek proteinlerin yap1 ve islevinin diizenlenmesinde rol
oynarlar. Serbest oksijen radikalleri liretimi ve antioksidatif savunma mekanizmasi arasindaki
denge bozuldugunda, serbest oksijen radikalleri diizeyi artar. Radyasyon, oksijen toksisitesi,
postiskemik reperfiizyon hasari, enfeksiyonlar, enflamasyonlar yani sira yaslanma ile ilgili
hastaliklardan katarakt, ateroskleroz, karsinogenez, diyabet ve norolojik hastaliklar serbest

oksijen radikalleri iiretimini arttirir (47-48-50-58).

2.4.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Aerobik canlilarda serbest oksijen radikalleri, normal metabolik olaylar esnasinda
olugsmaktadir. Serbest radikaller, asir1 miktarlarda {iretildikleri zaman serbest radikallere bagli
hasarlar ortaya c¢ikmaktadir. Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek {izere
organizmada antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan
cesitli savunma mekanizmalari1 geligmistir. Antioksidanlar, dort farkli mekanizma ile serbest
radikal hasarini engellerler:

1.Reaktif oksijen tilirlerinin enzimsel reaksiyonlar araciligiyla veya dogrudan
temizlenmesi

2.Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi

3.Metal iyonlarinin baglanmast ve boylece radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi

4.Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri
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Antioksidanlar ¢esitli kriterlere gore siniflandirilabilirler
1. Yapilarina gore
a) Enzimler

b) Enzim olmayan proteinler, kii¢iik molekiiller

2. Kaynaklarina gore
a) Organizmaya ait olanlar (Endojen)
b) Disaridan alinanlar (Eksojen)
3. Coziiniirliiklerine gore
a) Suda ¢ozilinenler
b) Yagda ¢oziinenler
4. Bulunduklar1 yere gore
a) Hiicre i¢inde bulunanlar

b) Plazma ve diger viicut sivilarinda bulunanlar

Antioksidan Etki Tipleri

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:

1) Toplayict etki: Serbest oksijen radikallerini tutma ya da ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile ¢evirme seklinde izlenen etkidir. Antioksidan enzimler toplayici etki gosterirler.

2) Bastiric1 etki: Serbest oksijen radikallerine bir H+ aktararak onlar1 inaktive etme
seklidir.Vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki gosterirler.

3) Onarici etki

4) Zincir kirict etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini
kirip fonksiyonlarin1 engelleme seklidir.Bu sekilde etki eden antioksidanlar hemoglobin,

seruloplazmin, vitamin E,C,A, transferrindir (59).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. OLGULAR

Bu ¢alismaya Nisan 2008 ile Aralik 2008 tarihleri arsinda Dokuz Eyliil Universitesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, Tiip Bebek Merkezi’ne ¢ocuk sahibi olamama
sikayeti ile miiracaat eden primer yada sekonder infertil tanisina ek olarak PCOS, erkek faktor
ve aciklanamayan infertilite tanis1 konan ve yardimla iireme teknigi siklusuna alinan 30 hasta
katildi. Hastalar ¢alisma hakkinda bilgilendirilerek, aydinlatilmis onamlar1 alindi. Dokuz
Eyliil Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurulu'nun 19/03/2008 giin ve 13 sayih
karar1 ve Dokuz Eyliil Universitesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar1 Etik Kurulu’nun
28/03/2008 giin ve 120 sayili karar1 ile calismaya baslandi.

Olgularin ¢aligmaya alinma kriterleri;

- En az bir yildir infertilite 6ykiisii olan,

- Primer ya da sekonder infertil,

- PCOS, erkek faktor ve agiklanamayan infertilite tanis1 konan

- Mensturasyonun 3. giinii yapilan transvajinal USG ile her iki overdeki toplam

antral follikiil say1s1 < 8 olan
- Basal FSH < 12, >9 olan
- Adetin 3. giinii yapilan FSH diizeyi 10 mIU /L’den az olan hastalar,

Calismamizda yas siirlamast yoktur. PCOS tanisi, diger etyolojik nedenler ekarte
edildikten sonra asagidaki su {i¢ kriterden ikisinin birlikteligi ile koyulmustur :

1. Oligo-anovulasyon,

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari,

3. Ultrasonografide polikistik overler.
Calisma, erkek faktor, PCOS ve agiklanamayan infertilite nedenleri ile klinigimize

yardimla iireme tekniklerinden birinin uygulanmasi i¢in basvuran hastalardan elde edilen

follikiil stvilarinda ve bu sivilarla beraber gelen graniiloza hiicrelerinde gerceklestirildi.
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3.2. OVARYUM STIMULASYON PROTOKOLU

Calismaya katilan 30 olgudan gerekli goriilen hastalara (n= 28 ) GnRH anologu
(Lucrin; Abbot, Tiirkiye / Suprefact; Sanofi Aventis, Tiirkiye) ile bir dnceki siklusun luteal
fazinin ortasindan baglayarak uzun protokol ile hipofizer down regiilasyon yapildu.

Optimum down regiilasyon sagladiktan sonra bireysellestirilmis dozlarda rekombinant
FSH (Gonal-F, Serona, Tiirkiye/Puregon; Organon, Tiirkiye) veya Human menopozal
gonadotropin (Menogon; Erkim, Tiirkiye/ Menopur; Erkim, Tiirkiye) ile indiiksiyon baslandi.
Analog kullanilmayan hastalara (n=3) gonadotropin tedavisi bagladiktan bes ile alt1 giin sonra
GnRH antagonist (Orgalutron; Organon, Tirkiye/ Cetrotide; Serona, Tiirkiye) tedavisi
eklenerek eksojen gonadotropin uyarisina devam edildi. Follikiiler biiytime diizenli olarak
ultrason Olgiimleri ile takip edildi. En az iki follikiil ¢ap1 18 mm olunca 10.000 IU hCG
(Human koryonik gonadotropin) (Pregnyl, Organon, Tiirkiye) uygulandi.

Oosit toplama islemi hCG yapildiktan ortalama 35,5 saat sonra gergeklestirildi. Oosit
toplama Oncesi hastalardan idrarlarin1 yapmalari istendi. Hastalara intravendz sedasyon i¢in
midazolam (dormicum ampul 5mg/5ml, Roche, Tiirkiye) 0,02mg/kg, fentanyl (fentanyl citrate
ampul, Abbot, Tiirkiye) 1mcg/kg ve propofol (propofol flakon 500mg/ml, Abbot, Tiirkiye)
Img/kg dozlarinda kullanildi. Oosit toplama islemi Oncesi vajen steril salin soliisyonuyla
yikandi. Steril bir kilif i¢indeki transvajinal USG probu (7,5 MHz Endovaginal Probe,
Siemens, Japonya) ve beraberinde tutturulmus aspirasyon ignesi (Gynetics, Hamont-Archel,
Belcgika) overleri géormek ve follikiilleri aspire etmek icin kullanildi. Caligmaya dahil edilecek
hastalarin oosit toplama islemi oncesi yapilan ultrasonografik incelemeleri sonucunda 10 ve
tizerinde follikiile sahip olan olgular ¢alismaya dahil edildi. Alinan follikiiler sivilar, 16 G’lik
igneler ile 15-20 mm biiyiikliigiindeki ve proba en yakin follikiillere keskin olarak girildikten
sonra, 125 mmHg vakum basincinda aspire edilerek elde edildi.

Her bir follikiil ayr1 ayri aspire edildi. Her aspirasyondan sonra bir sonraki follikiil
stvisinin kontaminasyonunu 6nlemek i¢in set temizlendi ve yeni toplama tiipti kullanildi. Her
bir hastadan ¢aligma i¢in 1-4 aras1 follikiil aspire edildi. Her follikiilden ortalama 2—7 ml siv1
alindi. Calisma icin yapilan follikiil aspirasyon isleminden sonra standart yontemlerle
hastanin yumurta toplama islemi tamamlandi. Yikama sivisi ve kan ile kontamine olmus
follikiil sivilar1 ve oositleri ¢alismaya dahil edilmedi. Aspire edilen her follikiil sivis1 60x15
mm’lik polisteren diglere (BD Falcon 60x15mm petri dish, Biosciences, ABD) ayr1 ayri
kondu.
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Oosit elde edilen sivi, igerisindeki oosit alindiktan sonra steril pipetle ayri steril,
apirojen, polipropilen konik tabanli 15 ml hacimli tiiplere (BD Falcon, Biosciences, ABD)
kondu.

Follikiil sivilarindan elde edilen graniiloza hiicreleri yumurta toplam giinii hazirlanan
kiiltiir kabina alindi. Bu kiiltlir kabinin (Falcon 353037,60x15 mm ) digina 2 mlt, i¢ kismia 1
ml HEPES ile desteklenmis Quinn’s Advantage medyum (SAGE Biopharma, Bedminster, NJ,
ABD) konularak hazirlandi. Alinan follikiil sivi 6rnegi, debrisi ve graniiloza hiicrelerini
uzaklagtirmak i¢in, 2000 devir/dk hizda, 4°C de, 10 dk santrifiij edildi.

Stipernatant 6 ayri steril polipropilen tiibe en az 0,5 ml siv1 igerecek sekilde her bir
follikiil i¢in ayri steril pipet kullanilarak esit miktarlarda boliindii. Materyaller -80°C’de analiz
giintine kadar saklandi.

Standart oosit toplama islemi tamamlandiktan sonra islem sirasinda center well dishe
alinan graniiloza hiicreleri lizinli lamlara yayilarak kurumaya birakildi. Olgu basma 3 lam
yayildi. Lamlar kuruduktan hemen sonra alkol fiksasyonuna tabi tutuldu ve bu lamlar boyama
yapilacak giine kadar +4°C’de saklandi.

Ultrastriiktiirel olarak transmisyon elektron mikroskobunda hiicre morfolojisi
degerlendirmesi yapilacak Ornekler i¢in graniiloza hiicreleri oosit toplama islemi sirasinda
elde edilen aspirasyon sivisinin tamami kullanilarak hazirlandi. Graniiloza hiicrelerinin eldesi
icin bircok yontem olmasina karsin en ¢ok hiicreyi gradient yontemi ile elde edebilecegimiz
icin {iglii gradient yontemi kullanildi. PureCeption™ 100 stok soliisyondan %4011k, %6011k ve
%80lik soliisyonlar hazirlandi. En yiiksek derisimden en az derisime dogru olacak sekilde 3
tabaka halinde bu soliisyonlar konik tiiplere kondu ve en az 10 dk 1sinmasi i¢in bekletildi.
Icinden oositler alinmis aspirasyon sivisi steril pipetle ayr steril, apirojen, polipropilen konik
tabanli 15 ml hacimli tiiplere (BD Falcon, Biosciences, ABD) kondu ve 3000 devir/dk hizda,
4°C de, 10 dk santrifiij edildi. Olusan siipernatant uzaklastirilarak pelletler hazirlanan tgli
gradient sivisinin iistiinden yavagga kondu ve graniiloza hiicreleri ile diger hiicreleri ve
artiklar1 ayirabilmek ic¢in 3000 devir/dk hizda, 4°C de, 10 dk santrifiij edildi. Orta tabakada
biriken graniiloza hiicreleri dikkatlice alinarak bagka bir tiipe aktarildi(yaklasik 1,5ml).

Graniiloza hiicrelerinin agregasyonunun onlenmesi i¢in Syl hyaluronidaz soliisyonu
ilave edilip pastor pipeti ile mekanik olarak karistirildi. Hem bu enzimin hem de yikama
stvisinin uzaklastirilmasi i¢in iki kez fosfat tampon soliisyonu (phosphat buffer solution, PBS,

Biochrom AG®) ile yikama yapildi.
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Bu islem 2000 devir/dk hizda, 4°C de, toplam 10 dk santrifiij olacak sekilde yapildi. Son

yikama isleminden sonra siipernatant uzaklastirilarak pellet lizerine %2,5luk gluteraldehit

soliisyonu konularak TEM takip prosediirii yapilacak giline kadar +4°Cde buzdolabinda

bekletildi.

3.3. APOPITOZUN BELIRLENMESI
3.3.1. TUNEL PROTOKOLU

DNA kirigimin antikor ile terminal ugtan isaretlenmesi esasina dayanir.

Hazir kit soliisyonlarindan birinci sise Enzim soliisyonu ikinci sise Isaretleme
(Label) soliisyonudur. Boyamaya baglanmadan 6nce bu soliisyonlarin karistirilarak
TUNEL reaksiyon karisiminin hazirlanmasi gerekir. Bunun i¢in ikinci siseden
100ul negatif kontrolde kullanilmak iizere ayrildi. Kalan stok soliisyonun iizerine
ilk siseden 50ul eklenip iyice vortekslendi. Boylece 500ul lik reaksiyon karisimi
elde edildi.

Oosit toplama giinii islem sirasinda elde edilerek lizinli lamlara yayilan ve %961k
etanolle fikse edilip +4°C de muhafaza edilen lamlar boyama islemine
baslanmadan 6nce PBS ile yikandi.

400ul %30luk stok H,O, 3,6 ml PBS ile karistirilarak %3 liik H,O; hazirlandi.
Lamlar PBS ile yikandiktan sonra belirlenen alana %3 liikk H,O, koyulup 10dk oda
sicakliginda bekletildi.

PBS ile yikanma yapildi. Belirlenen alanin etrafindaki fazla sivi alindiktan sonra
reaksiyon karigimi alanin tamamimi kapatacak sekilde konup ve 60 dk 37°C’de
inkiibasyona birakild1.

3kez PBS ile yikanip fazla sivis1 kurulanan lamlarin {izerine 50 pl Converted POD
(3.sise) ilave edildi ve 30 dk 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

Bu siire i¢inde bir sonraki basamakta kullanilacak olan DAB yarim saat dnceden
hazirlandi. Bunun i¢in 300 pul DAB substrat1 2700 ul DAB diliisyon ile karistirildi
ve karanlik bir yerde bekletildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda 3 kez PBS ile yikamip fazla sivisimi alman lamin

iizerine hazirlanan DAB soliisyonunu koyulup yaklasik 2 dk beklendi.
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*Hiicrelerin boyanmasi mikroskopta takip ederek siire degistirilebilir. Ancak 10 dk
fazla siire tutulmamalidir.

- Distile suyla durulanan lamlarin iizerine Harris Hematoksilen konup 10-15 sn
beklendi yine distile suyla yikandi.

- Zemin boyamasi yapilan lamlar kurutulmadan ksilolden gegirilip entellan ile
kapatildi.

- Immersiyon yag altinda X100 “liik 151tk mikroskobuyla incelendi.

- Preparat basina en az 1000 hiicre sayilarak sonuclar % cinsinden degerlendirildi.

3.4. ROS VE ANTIOKSIDAN TAYINi
Oksidatif stresin belirlenmesi i¢in, yikamasiz alman follikiil sivilarinda ROS ve
antioksidan enzimlere ayr1 ayr1 bakildi. ROS i¢in, lipit peroksidasyon olusumu

spektrofotometrik yolla 6l¢tildii.

SPEKTROFOTOMETRIK MDA (MALONDIALDEHIT) OLCUMU

e OPU islemi swrasinda almip —80 °C’de bekletilen follikiil sivilar1 10 dakika oda
1s1sinda ¢oziildii.

e 200 pL tiiplere konuldu.

e Her tiipe 10’ar pL probukol eklendi. (Bioxytech, Oxis Research, MDA 586®)

e Her tiipe 640 puL R1 soliisyonundan eklendi.

¢ Dikkatlice vortekslendi.

e Her tiipe 150 uL R2 soliisyonundan eklendi.

e Dikkatlice vortekslendi.

e 45°C de 60 dakika inkiibe edildi.

e Temiz bir siipernatant i¢in 6rnekler santrifiij edildi (6r. 10,000g X 10 dk).

e Temiz siipernatant kisim Olgiim kiivetine konularak spektrofotometre ile 586 nm

absorbansla ol¢iildii (HACH-LANGE DR 5000®).

SPEKTROFOTOMETRIK GLUTATYON PEROKSIDAZ OLCUMU
e OPU islemi sirasinda alinip —80 °C’de bekletilen follikiil sivilar1 oda 1sisinda ¢oziildii.
e Spektrofotometre absorbans1 340 nm ye ayarlandi (sicaklik 23-25°C).

e Distile su ile sifirlanarak 6l¢iim yapildi.
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e Cabucak &rnek tampon soliisyonla 1/10 oraninda diliie edildi (Or 30 pL + 270 pL
tampon) (Bioxytech Oxis research GPx 340®).

e Pipetle ol¢lim kiivetine, 350 pLL Tampon soliisyonu, 350 uL. NADPH reaktifi, 70 puL
ornek konuldu.

e Kiivet spektrofotometreye yerlestirildi.

e Kiivete 350 pL diliie tert-Butyl Hydroperoxide reaktifi eklenerek koplirtmeden pipetle
karistirildi.

e 3 dakika boyunca A340 nm’de degisim kaydedildi.
Calisma soliisyonu diliie edildi. 1/100 dilution of tert-Butyl Hidroksit: 0.05 mL tert-
Butyl Hydroperoxide stoktan + 4.95 mL distile su, 1/100 ara soliisyon diliiesi, 0.2 mL
ara soliisyon + 19.8 mL distile su) (HACH-LANGE DR 5000®).

TOTAL PROTEIN OLCUMU
e OPU islemi sirasinda alinip —80 °C’de bekletilen follikiil sivilar1 oda 1sisinda ¢oziildi.
e Tiipe 1000pL reaktif 1 konuldu.
e 20uL ornek ilave edildi ve 5 dk 37 °C “de bekletildi.

e Sperktrofotometre ile dlciilerek degerler yazildi.

3.5. ULTRASTRUKTUREL INCELEME
3.5.1. ELEKTRON MIKROSKOBIK DOKU TAKIBI

e PureCeption™ 100 stok soliisyondan %40hik, %60lik ve %80lik soliisyonlar
hazirlanip en yiiksek derisimden en az derisime dogru olacak sekilde 3 tabaka halinde
bu soliisyonlar konik tiiplere konup en az 10 dk 1sinmasi i¢in bekletildi.

e Aspirasyon sivisi steril pipetle ayr steril, apirojen, polipropilen konik tabanli 15 ml
hacimli tiiplere (BD Falcon, Biosciences, ABD) konup 3000 devir/dk hizda, 4°C de,
10 dk santrifiij edildi.

e Olusan siipernatant uzaklagtirilarak pelletler hazirlanan {glii gradient sivisinin
iistinden yavasca kondu ve graniiloza hiicreleri ile diger hiicreleri ve artiklar
ayirabilmek i¢in 3000 devir/dk hizda, 4°C de, 10 dk santrifiij edildi.

e Orta tabakada biriken graniiloza hiicreleri dikkatlice alinarak baska bir tiipe aktarildi
(yaklasik 1,5ml).
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Graniiloza hiicrelerinin agregasyonunun onlenmesi i¢in Sul hyaluronidaz soliisyonu
ilave edilip pastor pipeti ile mekanik olarak karigtirildi.

Hem bu enzimin hem de yikama sivisinin uzaklastirilmasi i¢in iki kez fosfat tampon
soliisyonu (phosphat buffer solution, PBS, Biochrom AG®) ile yikama yapildi. Bu
islem 2000 devir/dk hizda, 4°C de, toplam 10 dk santrifiij olacak sekilde yapildi.

Son yikama isleminden sonra silipernatant uzaklastirilarak pellet {izerine 2ml %2,5luk
gluteraldehit soliisyonu konularak TEM takip prosediirii yapilacak giine kadar +4°Cde
buzdolabinda bekletildi.

Lam iizerine agar damlatilarak (%5) kuruduktan sonra kiigiik pargalara boliinerek
doku takibine alindi.

Sorensen fosfat buffer ile 3—4 kez degistirilerek 15-20 dk yikandi (glutaraldehit
siselerinden bosaltilip lizerine tampon soliisyonu konuldu).

1 kisim PBS+1 kisim osmium tetroksit (OsO4) soliisyonu karisimda 1 saat bekletildi.
(ependorf tiiplerin i¢ine 500 pul OsO4 + 500 pl tampon konuldu. Bu igslem her sise i¢in
otomatik pipet kullanilarak yapildi. Tiipler aliiminyum folyo ile kapatilip oda
sicakliginda 1 saat karanlik ortamda bekletildi.)

PBS ile 15-20 dk yikand:1 (Ug kiigiik beher igine PBS konuldu. OsO4’ ten ¢ikan
parcalar c¢alkalandi. Cikan parcalar kurutma kagidinda siizdiiriiliip en son iginde

tampon olan eppendorf tiipe konuldu.)

Dechidratasyon Islemi

% 70 Alkol .................. 10 dakika
%100 ( Absolu) Alkol...... 10 dakika
%100 ( Absolu) Alkol...... 10 dakika
Propilen oksit .............. 15 dakika
Propilen oksit .............. 15 dakika

Infiltrasyon islemi

Dokudaki propilen oksiti (Merk®™), agara gémiilen pellet par¢alarimi kurutmayacak
sekilde 1:1 oranminda hazirlanan propilen oksit + araldit karisimina alindi. Oda
sicakliginda 1 saat bekletildi.

Arada hafif hareketlerle karistirildi.
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e Agara gomiilen pellet pargalar1 (1:1) araldite CY212 Resin (TAAB®) ve DDSA
(dodecenyl suuccinic anhdride TAAB® ) karistirilarak her siseye 2 mL konuldu. Yeni
araldit karisiminda yaklasik 6-12 saat bekletildi.

e Araldite CY212 Resin (TAAB®) ve DDSA (TAAB®) 1:1 oraminda karistirilarak bu
yeni karistma gomiilecek materyal sayisina gore hesaplanarak BDMA (Benzyl
Dimethylamine TAAB®) ilave edildi. Boylece gdbmme aralditi hazirlanmis oldu.

e Pellet parcalar1 6nceden hazirlanan bu gdmme aralditine alindi.

e Bu karisim i¢ine gomiilen pargalar 60°C ‘lik etiivde 48 saat polimerize edildi.

e Daha sonra yar1 ince kesitleri alinarak toluidin mavisiyle boyanip alan belirlendi.

e Belirlenen alanlardan ince kesitler formvarlanmis gridler lizerine alindi.

e Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlamasi yapilarak trasmisyon elektron

mikroskobunda (Carl Zeiss Libra 1200) degerlendirildi.

3.6. ISTATISTIK
Graniiloza hiicrelerindeki apopitozun degerlendirilmesinde Mann-Whitney U-testi
yada Kruskal- Wallis testi, parametreler arasindaki korelasyonun aragtirilmasinda Pearson’s
linear korelasyon yontemi, ROS iiretimi ve graniiloza hiicrelerindeki apopitoz arasindaki
iliskinin saptanmasinda ise Linear regresyon yontemi kullanildi. Bu analizler yapilirken SPSS
16.0 for Windows versiyonu kullanildi. Sonuglar sunulurken ortalamalar standart hatalar ile

birlikte verildi (Ort=SH).
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4. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen 30 olguyu g¢esitli parametrelerde degerlendirdigimizde
Tablo2 deki sonucglar elde edilmistir. Buna gore, c¢alismamiza dahil edilen olgularin yas
ortalamasi 28,84 +0,7 olarak bulundu. Infertilite sebeplerine gére degerlendirme yapildiginda
PCOS olgularinda yas ortalamasi 29+1,3 , agiklanamayan infertil grubunun yas ortalamasi
29+0,9 ve erkek faktdor grubunun yas ortalamasi ise 28,5+1,5 olarak bulundu. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p<0,005, Tablo 2). Bu degerlendirme bize
calismaya dahil edilen olgularin yas dagiliminin diizenli oldugu sonucunu verdi.

Bu olgulardan alinan follikiil sivilar1 voliimleri ortalamasi 3,6+1,9 mL iken PCOS
grubunda 4,2+1.2 mL, aciklanamayan infertil grupta 3,2+2.5 mL, erkek faktér grubunda
3,8+1,2 mL olup aralarinda istatistiksel agidan anlaml1 bir fark yoktu.

Calismamiza dahil edilen olgularda elde edilen oosit sayilari infertilite sebebine gore
karsilastirildiginda; PCOS lu olgulardan elde edilen oosit sayist ortalamasi 24,45+2,3,
aciklanamayan infertil grubundaki oosit sayis1 19,10+£2 ve erkek infertil gruptaki oosit sayisi
da 17,40+2 olarak bulundu. Yapilan degerlendirme sonucunda PCOS ile diger iki grup
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmasina ragmen (p<0,05), aciklanamayan
infertil grubu ile erkek infertil grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1
bulundu (p>0,05).

Her ne kadar ¢alismamizin planlanmasinda oosit maturasyonu, endometrium kalinligt
ve gebelik faktorlerinin degerlendirilmesi ve kiyaslamalarin 35 yas sinirina gore yapilmasi
planlanmamis olsa da genel hasta populasyonunun degerlendirilmesi amaciyla bu veriler de
karsilastirilmustir.

Elde edilen oositlerin maturasyonlar1 degerlendirildiginde; PCOS lu olgularda hem
sitoplazmik hem nukleer maturasyonlarini tamamlamis oositlerin ortalamasi (MII oosit)
19,1£1,6 , aciklanamayan infertil grupta 14,11 ve erkek faktdr grubunda ise 13,9+2 idi.
PCOS grubu ile diger iki grup arasindaki oosit maturasyonlar1 agisindan elde edilen bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu. (p=0,03, Tablo 2).

Infertilite sebebine gore endometriyum kalinliklar1 karsilastirildiginda ise her {i¢
grupta da genel ortalamaya yakin degerler bulundu ve bu degerler arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli degildi (p=0,4, Tablo 2)
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Tablo 2 infertilite sebeplerine gore karsilastirmalar

Z
<
)
<
=
>
< v §
7 § = .4
o — Y- A
o o =4 Q
A~ < = b= -9
N 11 10 10 31 -
Yas 29+1,3 29+0,9 28,5+ 1,5 28,84 + 0,7 >(),005
Siklus sayis1 || 1,27 £0,1 1,2+0,1 1,3+0,3 1,26 £ 0,1 0,94
Oosit sayist 24,45+23 19,10 £ 2 17,40 £ 2 20,45+1,3 0,07
M2 19,1 £1,6 14,1+1 13,9+2 16,1 +£1 0,03
M1 1,64+0,5 1,3+0,36 0,6+0,2 1,19+0,24 0,22
GV 1,55+0,45 1,7+0,79 1,1 +£0,31 1,45+0,31 0,73
Endo. (mm) | 9,5+0,46 9,1 £0,52 10,2 + 0,65 9,6 £0,31 0,40
Gebelik 0,45+0,15 0,5+0,16 0,40+ 0,16 0,45 + 0,09 0,91

Calismamiza dahil edilen olgular yaslarina gore degerlendirildiginde elde edilen

sonuclar Tablo 3 te gosterilmistir. Bu verilere gore 35 yas alt1 gruptaki olgulardan elde edilen

oosit sayisi ortalamasi (24,67+1,8) , 35 yas ve istii gruptaki olgulardan elde edilen oosit sayisi

ortalamasima (20+1,4) gore yiiksek bulundu. Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi

(p=0,255).

Elde edilen oositlerin maturasyonlar1 degerlendirildiginde; 35 yas alti grupta hem

sitoplazmik hem nukleer maturasyonlarin1 tamamlamis oositlerin ortalamasi 21,67+1,8 iken

bu ortalama 35yas ve {istii grupta 15 = 1,4 olarak bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak

anlamli idi (p=0,045, Tablo 3). Benzer sekilde elde edilen oositlerden maturasyonlarini

tamamlayamamis olanlarinin (M1ve GV sathasindaki) ortalamalart istatistiksel olarak anlamli

olmasa da 35 yas alt1 grupta daha diisiiktii (Tablo 3). Bu veri bize 35 yasin kadin infertilitesi

acisindan 6nemini gostermektedir.
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Tablo 3 Yaslara gore karsilastirmalar

<35 > 35 P
N 28 3 -
TUNEL (%) 32,76 + 1,38 | 45,08+ 0,8 | 0,013
GPx (mU/mL) | 31,53+3,7 |62,01+4,5 | 0,027
MDA (uM) 8.4+0,18 7,9 £0,45 0,285
Oosit sayist 21,6718 [15+1,4 0,045
M2 19+ 1,7 15,79+ 1,2 | 0,403
M1 1,1+£0,2 2+1,15 0,293
GV 1,36+ 0,3 2,33+ 0,6 0,143

4.1. ISIK MiKROSKOBU DEGERLENDIRMESIi

Graniiloza hiicrelerinin 151k mikroskobik degerlendirilmesinde, uygulanan TUNEL

testinde sonuglar %  cinsinden incelendi.  Biitiin

TUNEL pozitif hiicre ortalamas1 %33,95 + 1,41 di. Gruplar i¢inde infertilite sebebi PCOS
olan olgularda hiicre ortalamast %32,21 + 2,24 (Resim1-2), erkek faktor olgularinda %28,7
(Resim3-4)

degerlendirilerek olgularda

+1,97(Resim5-6) ve agiklanamayan infertilite olgularinda ise %41,11 + 1,41
bulundu. Aciklanamayan infertil grubunda TUNEL pozitif hiicre ortalamasi istatistiksel
olarak da anlamh sekilde ytliksek bulundu. (p<0,01, Tablo4) .

Tablo 4 infertilite sebebine gore apopitozun degerledirilmesi

Z
<
>~
<
=
>
< v Z
170) é E —
O (o] [-™
&) o & o
A < = =~ -9
N 11 10 10 31 -
TUNEL (%) | 32,21 £2,24 | 41,11 £1,28 [ 28,7+ 1,96 3395+1,41 | <0,001
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Graniiloza hiicrelerindeki TUNEL pozitiflik yasa gore degerlendirildiginde 35 yas alti

olgularda hiicre ortalamasi %32,76 + 1,38 olarak, 35yas ve dstiindeki yaglarda ise

%45,08 £ 0,8 olarak bulundu. Bu fark istatistiksel olarak da anlamli idi (p <5, tablo 5)

Tablo 5 Yaslara gore apopitozun degerlendirilmesi

<35 >35 P
N 28 3 -
TUNEL (%) 32,76 £ 1,38 | 45,08 £ 0,8 ] 0,013

39



Resim 1 PCOS Grubu TUNEL Degeri;:ndirmesi (1A-1B)
() Kahverengi boyanan hiicreler TUNEL (+)
(== ) Mavi-mor boyanan hiicreler TUNEL (-)
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ticreler TUNEL (+
creler TUNEL (-)

ahverengi boyanan
(== ) Mavi-mor boyanan hii



Resim 3 Aciklanamayan Infertil Grubu TUNEL Degerlendirmesi (2A-2B)
() Kahverengi boyanan hiicreler TUNEL (+)
(== ) Mavi-mor boyanan hiicreler TUNEL (-)
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Resim 4 Aciklanamayan Infertil Grubu TUNEL Degerlendirmesi (2C-2D)
() Kahverengi boyanan hiicreler TUNEL (+)
(== ) Mavi-mor boyanan hiicreler TUNEL (-)
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Resim 5 Erkek Faktor Grubu TUNEL Degerlendirlmesi (3A-3B)
() Kahverengi boyanan hiicreler TUNEL (+)
(== ) Mavi-mor boyanan hiicreler TUNEL (-)




LILTITED 2

Resim 6 Erkek Faktor Grubu TUNEL Degerlendirlmesi (3C-3D)
() Kahverengi boyanan hiicreler TUNEL (+)
(== ) Mavi-mor boyanan hiicreler TUNEL (-)




4.2. ROS VE ANTIOKSIDAN DEGERLENDIRMESI

Calismamizda reaktif oksijen tiirlerinin diizeyini belirlemede kullanilan lipit
peroksidasyon son {iriinii olan MDA (malondialdehit) oranlari tiim olgularda ortalama
8,38 £ 0,94 uM olarak saptandi. Follikiiler stvi MDA diizeyleri infertilite sebebi PCOS olan
olgularda 7,9 + 0,28 uM, aciklanamayan infertilite olgularinda 8,71 £ 0,24 uM ve erkek
faktor grubunda ise 8,5 + 0,32 uM idi. Follikiiler stivi MDA diizeyleri infertilite sebebi PCOS
olan olgularda, erkek faktor ve aciklanamayan infertilite olgularina goére diisiik oldugu tespit
edildi.

Ancak gruplar arasindaki bu fark istatistiksel acidan anlamli bulunamadi (Tablo 6).
Malondialdehit i¢in yapilan varyans analizinde MDA diizeyindeki farkin PCOS grubundan
kaynaklandig1 ve agiklanamayan infertil grubu ve erkek faktoér grubuna gore anlamli olmasa
da diisiik oldugu ancak agiklanamayan infertil ve erkek faktdr gruplart arasinda fark olmadigi
tespit edildi.

Antioksidan kapasitesi GPX diizeyleriyle saptandi ve tiim ¢alisma grubunda ortalama
3448 + 3,71 mU/mL 1idi. Gruplara baktigimizda, PCOS olgularinda ortalama
37,56 + 7,21 mU/mL iken, infertilite sebebi aciklanamayan olgularda ortalama
34,79 £ 7,61 mU/mL ve erkek faktor olan olgularda ortalama 30,80 + 4,71 mU/mL idi. Bu

fark istatistiksel agidan anlamli bulunamadi (Tablo 6).

Tablo 6 Gruplara gore MDA ve GPx diizeylerinin karsilastirilmasi

p4
<
2
@ s x z
= < E = A
@) 4 A
~ 5 5 g
o
<
N 11 10 10 31 -
MDA (uM) 7,9+ 0,28 8,71 £0,24 | 85+032 8,38+0,94 | 0,18
GPx (mU/mL) | 37,56 £ 7,21 || 34,79 + 7,61 | 30,80 = 4,71 | 34,48 £ 3,71 | 0,72
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Reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan seviyeleri yasa gore degerlendirildiginde ise
35yas alt1 olgularda GPx seviyesi ( 31,53 + 3,7 mU/mL) istatistiksel agidan anlamli olacak
sekilde 35yas ve istii gruba (62,01 + 4,5 mU/mL) gore diisiik bulundu (p <0,005, Tablo7).
MDA diizeyleri i¢in yapilan degerlendirmede 35 yas alt1 grup (8,4 £ 0,18uM) ile 35 yas ustii
grup (7,9 = 0,45) arasinda fark bulunmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p =0,285 Tablo7)

Tablo 7 Yaslara gore ROS - Antioksidan diizeylerinin degerlendirilmesi

<35 > 35 p
N 28 3 ]
GPx (mU/mL) | 31,53+3,7 | 62,0145 [ 0,027
MDA (M) 84+0,18 [79+045 [0285

4.3. EM BULGULARI

Polikistik Over grubu graniiloza hiicrelerinde;
e Interselliiler alanda sitoplazmik fragmantasayonlar, apoptotik hiicre, ¢ekirdek
ve hiicre zar1 diizensizligi gézlenmedi.
e Hiicre iliskileri diizgiindii.
e (raniiloza hiicrelerinde lipid vakuolleri genellikle periferal dagilimli,

organeller ise normal goriiniimde ve genel dagilim gostermekteydi(Resim 7)
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Resim 7 PCOS Grubu TEM Degerlendirmeleri (4A-4B)
Sitoplazmada diizenli organizasyon gosteren organeller , periferal yerlesimli aza sayida lipid vakuolleri
(oklar),diizenli niikleer membran (pembe ok)
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Agiklanamayan infertilite olgusunda ise,

e  Oncelikle hiicre ve niikleer membran diizensizligi belirgindi(Resim 8).

e Hiicreler tipik goriinimlerini kaybetmis ve hiicreler arasi baglantilarda
dejenerasyonlar gézlenmekteydi(Resim 9-10).

e Bazi olgularda Graniiloza hiicrelerinde lipid vakuolleri periferal ve periniikleer
yerlesimli ve c¢ok sayidaydi. Hatta bu olgularda lipidlerin internal niikleer
membran yerlesimli oldugu dikkati ¢ekti(Resim 9-10).

e Bazi graniiloza hiicrelerinde lameller cisimcikler igeren dev vakuoller
(Resim9) ve Interselliiler alanda ¢ok sayida sitoplazmik fragmantasyonlar

gozlendi (Resim10)

S000 nrm

Resim 8 A¢iklanamayan Infertil Grubu TEM Degerlendirmeleri (5A)
Hiicre ve niikleer membran diizensizligi gozlenen graniiloza hiicreleri (GH)
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Resim 9 A¢iklanamayan infertil Grubu TEM Degerlendirmeleri (5B-5C)
(5B) Cok sayida periferal ve periniikleer lipid vakuolleri iceren diizensiz hiicre ve niikleer membranh
graniilosa hiicreleri (GH)

(5C) Az sayida periniikleer lipid vakuolleri iceren ve sitoplazmik fragmantasyonun basladig1 apoptotik
graniiloza hiicresi (PGH)
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Resim 10 A¢iklanamayan infertil Grubu TEM Degerlendirmeleri (5D-5E)
(SD)interselliiler sitoplazmik fragmantasyonlar (F),graniiloza hiicrelerinde lameller cisimcikler iceren dev
vakuoller (pembe ok)(5E)intraselliiler hiicresel fragmantasyonlar (F),graniiloza hiicrelerinde hiicre ve
niikleer membran diizensizligi (GH), periferal ve periniikleer lipid vakuolleri (sar1 ok), internal niikleer
membran lipidleri (pembe ok)
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Graniiloza hiicreleri erkek infertilitesi grubunda ise PCOS grubu benzeri 6zellikler
gostermekte idi. Bunlar;
e interselliiler alanda sitoplazmik fragmantasayonlar, apoptotik hiicre, ¢ekirdek
ve hiicre zar1 diizensizligi gézlenmedi.
e Hiicre iliskileri diizgilindii.
e (Qraniiloza hiicrelerinde lipid vakuolleri genellikle periferal dagiliml,

organeller ise normal goriinlimde ve genel dagilim gdstermekteydi (Resim11)

5000mm |

Resim 11 Erkek Faktor Grubu TEM Degerlendirmesi (6A)
(6A) Diizenli niikleer membrana sahip merkezi yerlesimli ¢ekirdek (N), periferal yerlesimli lipit damlalar
() ve sitoplazmada diizenli organizasyon gosteren organeller
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5. TARTISMA

Infertilite kliniklerine ¢ocuk sahibi olamama sikayetiyle basvuran kadinlarin %40’inda
infertilitenin baglica nedeni ovulasyon bozuklugudur (37). Anovulatuvar infertilitenin en sik
nedeni (%380) ise, Polikistik Over Sendromu (PCOS)’dur (60). Ayni zamanada PCOS
dogurganlik ¢agindaki kadinlarda en sik goriilen endokrin bozukluktur.

[lk kez 1935 yilinda Irving F. Stein ve Michael L. Leventhal tarafindan adet
gérememe, viicutta tliylenme ve obeziteden olusan bir hastalik olarak tanimlanan Polikistik
Over Sendromunun toplumda goriilme siklig1 %6-8 arasindadir. Diizenli adet géren kadinlarin
%25'inde ultrasonografik incelemelerinde polikistik over (PCO) saptanmaktadir (61- 63).

PCOS olan hastalarda ultrasonografi ve biitlin laboratuvar tetkikleri normal
olabilmektedir ancak hastaligin tanist daha ¢ok klinik bulgulara dayanmaktadir. Hastalarin
%30’unda ciltte akantozis nigrikans adi verilen degisiklikler gozlenir. Ozellikle obez ve
kanda erkeklik hormonu (testosteron) yiiksek olan hastalarda bu cilt degisikliklerine daha sik
rastlanmaktadir. PCOS’lu olgularin %40-70'inde infertilite problemi mevcuttur. Buradaki
primer defekt anoviilasyondur. Ayrica artmis LH seviyelerinin oosit iizerine olumsuz
etkilerinden dolay1, artmis spontan abortus orani1 da mevcuttur (37, 64).

Graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorlerinin gelisimi FSH stimiilasyonu sonrasinda
follikiiler fazin orta ve gec¢ safhalarinda gerceklesmektedir. Bu donemdeki FSH ve LH
follikiiler gelisimi desteklemekte, graniiloza hiicrelerindeki aromataz aktivitesini ve inhibin
tiretimini arttirmaktadir. Yapilan bir ¢alismada yiiksek konsantrasyonlardaki LH seviyesinin
hiicre proliferasyonu ilizerine negatif etkisi oldugu sonucu elde edilmistir (65).

Yiiksek LH diizeylerine sahip olgularda yapilan arastirmalarda artan oranda infertilite
ve ilk trimesterde gebelik kayiplar1 gézlenmektedir. LH seviyesinin yiiksekligine bagli olarak
gelisen yiiksek androjen miktarinin atreziyi tetiklemesi, oositte mayozun erken baslamasi,
kumulus ooforusta graniiloza hiicrelerinin birbiriyle olan iligkisinin bozulmasi gibi
mekanizmalarla PCOS’lu kadinlarda gézlenen diisiik oosit ve embriyo kalitesi ve bu duruma
bagli olarak diisen fertilizasyon orani agiklanmaya ¢alisiimaktadir (66).

Biz yaptigimiz bu ¢alisma ile kadin infertilitesinde basta PCOS olmak iizere ¢esitli
infertilite sebeplerinde follikiiler sivi ROS diizeylerini, graniiloza hiicrelerindeki DNA
hasarin1 ve bu hiicrelerin ince yap1 6zelliklerini ortaya koymay1 ve infertiliteye olan etkisini

degerlendirdik.
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Yapilan bir ¢alismada, PCOS’lu kadinlarda gozlenen hiperinsiilinemi nedeniyle LH
etkisinin arttig1 bundan dolayr da normalde follikiil ¢apinin 9-10mm’ye ulastigrt déonemde
graniiloza hiicrelerinin LH’ye cevap vermesi gozlenirken PCOS lu kadinlarda bu cevabin
follikiil 4mm’ye ulastiginda gozlendigi gosterilmistir. Yani, bu hastalarda graniiloza hiicreleri
tizerine LH nin negatif etkisi hiperinsiilinemi gozlenen durumlarda ger¢eklesmektedir (67).

Normal ve PCO’lu kadinlarin graniiloza hiicre aktivitelerinin karsilastirildigir bir
calismada, PCO follikiillerinin atretik yapisindan dolayr FSH aktivitesinin algilanabilir
seviyede olmamast beklenirken, PCO’lu hastalarda follikiiler mikrocevredeki FSH
biyoaktivitesi yiiksek seviyede bulunmustur. PCO’lu hastalarin graniiloza hiicrelerindeki bu
anormal FSH yanitinin follikiil se¢imini bloke ettigi diistiniilmektedir (68).

FSH stimiilasyonu ile graniiloza hiicrelerinin sekillerinde meydana gelen degisiklikler
yapilan farkli caligmalarda hem in vivo hem in vitro olarak gosterilmistir. FSH kiiltiirlerine
alman graniiloza hiicrelerindeki kiiresel yiizeylerinin diizlestigi ve bunun da hiicre
iskeletindeki degisiklikleri de i¢ine alan hiicresel degisikliklerden biri oldugu tanimlanmistir
(69-72).

Apopitoz kontrollii hiicre Oliimii olarak tanimlanan bir siirectir. Graniiloza
hiicrelerindeki apopitoz ise follikiiler atrezinin bir gdstergesidir (1-2).

Apopitotik hiicre insidansinin yiiksek olmasi tiimorlerde prognozu etkileyen
faktorlerdendir (73-74). Yine graniiloza hiicrelerindeki yiiksek apopitotik insidansin IVF
sikluslarinda da kétii prognozu belirleyebilecegini ileri siiren ¢alismalar da mevcuttur (3, 5).
Ancak graniiloza hiicre apopitozunun gonadotropin hiperstimiilasyonu yapilan sikluslarda
gebelik tizerine olabilecek etkisi tam olarak agiklanamamaktadir (4).

Nakahara ve ark. graniiloza hiicrelerindeki apopitotik cisimlerin gebe kadinlarda, gebe
olmayanlara gore anlamli olarak daha az bulundugunu gdstermislerdir(4).

Buna karsilik Pquette ve ark. ise yaptiklart ¢alismada IVF islemlerinin gilivenirliligi
i¢in graniiloza hiicre apopitozunun kullanilamayacagi sonucuna varmislardir (75).

Calismamizda agiklanamayan infertilite tanis1 konan olgularda hem PCOS’lu olgulara
hemde erkek infertil olgularina gére TUNEL pozitif hiicre insidansi belirgin olarak fazlaydi
ve bu farklilik her {i¢ grup i¢in de istatistiksel olarak anlamliydi. Buna gore gonadotropin ile
ovulasyon indiiksiyonu yapilan olgularda graniiloza hiicre apopitozunun yiiksek olmasi IVF

tedavisi basarisini belirlemede yardimei olabilir.
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Diger bir ¢alismada (Nakahara 1997) belirtildigi gibi apopitoz ile birlikte olan
follikiiler atrezi gonadotropin hiperstimiilasyonu ile bazi follikiillerde olabilir ve bu ylizden
bos follikiiller olusur.

IVF islemi sirasinda gelisen follikllerde bos follikiil sayisinda artis oldugu zaman her
ne kadar birden cok follikiil gelismis olsa da az sayida oosit elde edilmektedir ve apopitotik
hiicre insidanst da arttig1 i¢in oosit kaliteleri kotii olabilmektedir. Graniiloza hiicre
apopitozunun fertilizasyonu etkilemedigi sOylenebilse de fertilizasyonda sperm gibi diger
faktorlerin de etkisi unutulmamalidir (3).

PCOS sadece reprodiiktif endokrinolojik bir hastalik degil, ayn1 zamanda diyabet,
hipertansiyon ve koroner arter hastaligi gibi, uzun dénemde riskler olusturabilecek durumlarla
da iliskili, metabolik bir bozukluktur (85).

Programli hiicre 6liimii olarak tanimlanan apopitoz, farkli intraseliiler ve ekstraseliiler
mekanizmalarca tetiklenen bir siirectir. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirevleri, ROS,
ise hiicreleri apopitoza yonelten reaksiyon zincirini tetikleyen etmenlerdir.

Serbest radikal terimi ilk olarak Warren ve arkadaslar1 tarafindan 1987 de bir ya da
daha fazla ¢iftlenmemis elektronu bulunan atom yada molekiil olarak tanimlanmistir. ROS
Aitken’e gore (1994) yiiksek derecede reaktif oksijenlenmis ajanlara sahip serbest radikaller
sinifidir (94). Jinekolojik rahatsizliklarda ve YUT sikluslarinda ROS'un etkisi son yillarda
yaygin olarak aragtirilmaktadir (77, 81). Follikiiler sividaki diisiik ROS konsantrasyonunun
basarili IVF sikluslarinda énemli oldugu yapilan bir¢ok calismada ortaya konmaktadir (82,
86).

2007 yilinda Jancar ve arkadaslar1 graniiloza hiicrelerindeki apopitozun graniiloza
hiicrelerinde intrensek olarak tiretilen ROS tarafindan tetiklenip tetiklenmedigini aragtirmislar
ve graniiloza hiicrelerinde iiretilen ROS miktar1 ile apopitotik graniiloza hiicreleri arasinda
pozitif bir iliski bulmuslardir (87).

Graniiloza hiicrelerindeki oksidatif stres, IVF sikluslarinda diistik fertilizasyon
oranlarina ve kotii embriyo gelisimine sebep olmaktadir. Graniiloza hiicrelerinde fazla
miktardaki ROS {iiretiminin oosit embriyo kalitesi ve implantasyon oranlarina ters etki ettigi
gosterilmektedir. Graniiloza hiicrelerindeki yiiksek ROS iiretimi follikiiler sivida oksidatif
stresle sonuglanmakta; follikiilde asir1 miktardaki oksidatif stres ise IVF sonuglarini negatif

etkilemektedir (88).
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Oksidatif stres oksidan-antioksidan sistemler arasindaki  dengenin bozulmasi
seklinde tanimlanir. PCOS’ta yapimi artan ROS’un doku hasarina neden oldugu bilinmektedir
(83).

Lipid peroksidasyonu, oksidatif stresin, doku hasarina yol agma mekanizmalarindan
biridir ve doymamis yag asitlerinin serbest radikallere ve oksijene bagimli hasari olarak bilinir
(89).

Oksidatif stresin, doku hasarina yol a¢ma mekanizmalarindan biri de lipid
peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonunu yansitan malondialdehid (MDA), hiicrenin yap1
ve fonksiyonlarini bozabilir. MDA, biyokimyasal olarak tayinin kolay ve dogru olarak
yapilabilmesinden dolay1, viicutta lipid peroksidasyon diizeyinin tespitine yonelik
calismalarda en ¢ok tercih edilen parametre olmustur (83, 84).

PCOS’ta goriilen hiperandrojeneminin, oksidan-antioksidan sistemler iizerine
etkileri netlik kazanmamistir (89, 90). Literatiirde, MDA konsantrasyonunun, erkeklerde,
kadinlardan daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (92). Bununla birlikte, PCOS hastalarinda,
lipid peroksidasyonunun serum androjen seviyeleri ile iligskisini degerlendiren c¢aligmalar,
birbiriyle uyumlu olmayan sonuglar vermektedir (89-90).

Yildirnm ve ark yaptiklar1 g¢aligmada IVF-ET uygulanan PCOS’lu hastalarin
preovulatuar follikiil sivilarinda lipit peroksidasyonunu arastirmiglar ve PCOS’lu hastalarda
preovulatuar follikiil sivilarinda MDA diizeyinin erkek faktor nedeniyle IVF-ET uygulanan
kontrol grubu hastalarinkine goére anlamli olarak yiiksek bulmuslardir. Calismada plazma
LH/FSH ve progesteron diizeylerinin follikiiler stvi MDA seviyesi ile pozitif korelasyon
gosterdigini  tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak PCOS’lu hastalarin overlerindeki lipit
peroksidasyonun muhtemelen yetersiz progesteron sentezi ve yiiksek plazma LH/FSH
seviyeleri ile iliskili olabilecegini ileri stirmiislerdir(93). Baska bir calismada Sabuncu ve ark
PCOS’lu hastalarin eritrositlerinde oksidatif stres belirteglerini aragtirmislar ve MDA
seviyesinin PCOS’lu hastalarda anlamli olarak yiiksek, 6nemli antioksidan enzimlerden olan
siiperoksit dismutaz enzim aktivitesin anlamli olarak yiiksek, glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesinin anlamli olarak diislik oldugunu bulmuslardir. Bu hastalarda ayn1 zamanda MDA
seviyesi ile insiilin sensitivitesi arasinda da anlamli bir negatif korelasyon oldugunu tespit

etmislerdir (89).
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Paszkowski ve ark agiklanamayan infertil kadinlarin follikiil sivilarinda selenyum
bagimli glutatyon peroksidaz (SeGPx) enzim seviyelerinin azalmis oldugunu tespit
etmislerdir. Yine ayni ¢aligmada SeGPx seviyesinin yiiksek oldugu follikiillerden elde edilen
oositlerin fertilizasyon hizlarinin, enzim seviyesi diisiik olanlardan elde edilenlere gére daha
yiiksek oldugu gosterilmistir(72-76).

Agarwal ve ark. oksidatif stresin oosit ve embriyo kalitesini ve de fertilizasyon
hizlarim etkiledigini 6ne siirmiiglerdir (77, 95, 96). Bir diger ¢alismada Oyawoye ve ark.

IVF uygulanan kadinlarin follikiil sivilarindaki yiiksek total antioksidan kapasitenin
fertilizasyon potansiyelini artirdigini gostermislerdir (7).

Insan oositin ¢evresini olusturan follikiiler sivinin oksidan—antioksidan dengesi ile
ilgili ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Endo ve ark. hidrojen peroksidin kiiltiire edilmis insan
graniiloza hiicrelerinde progesteron sentezinin pliiripotent inhibitdrii oldugunu gostermislerdir
(79). Shimamura ve ark ise si¢anlarda prostoglandin F-2-alfa’nin luteolitik aktivitesinin
hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin tiretimi ile iliskili oldugu rapor etmistir (80).

Oksidatif stres artisginin kadin iireme fonksiyonlar: {izerine olumsuz etkilerinin
gosterildigi ¢aligmalarin yani sira aksini savunan ¢alismalar da vardir. Bir ¢alismada Jozwik
ve ark. follikiiler sividaki oksidatif stres belirteclerinin oositin reprodiiktif kapasitesini
yansitmadigin1  savunmaktadirlar (81). Attaran ve ark. IVF konsepsiyon sikluslarinda
konsepsiyon olmayan sikluslarina oranla follikiiler sivi ROS seviyelerini yiiksek bulmuslar ve
bunu da ROS’larin yararl etkilerinin olabilecegi sonucuna baglamiglardir (82).

Biz de calismamizda follikiiler sivi GPx seviyelerini PCOS lu hastalarda istatistiksel
olarak anlamli olmasa da yiiksek bulduk. Buna kars1 follikiiler stvi MDA seviyeleri ise yine
istatistiksel olarak anlamli olmasa da PCOS grubunda diger gruplara gore diisiik bulduk.

Son zamanlarda yapilan in vitro kiiltiir, in vitro fertilizasyon ve in vitro maturasyon
calismalar ile embriyoyu meydana getirecek olan en iyi oositin se¢ilmesinde oositin kalitesi
kadar ona desteklik saglayan graniiloza hiicrelerinin de saglikli olmalar1 6nem kazanmustir.
Literatiir incelemesi yapildiginda IVF sikluslarinda kiiltiire edilmemis insan graniiloza
hiicrelerinin ince yapisina dair yapilan calismalar yok denecek kadar azdir. Hi¢ kuskusuz
graniiloza hiicrelerinin ileri degerlendirimi, morfolojik analizi ve ultrastriiktiirel yapisinin

incelenmesi de bu konuda katki saglayacaktir.
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Spanel ve ark. graniiloza hiicrelerinin in vitro maturasyonu siklus sirasinda endokrin
hiicrelerinde diferansiyasyon c¢alismalart i¢in model olusturmaktadir. Hem graniiloza
hiicrelerinin  ultrastriiktiirel ve biyokimyasal heterojenitesi hem de follikiillerdeki
diferansiyasyon derecesinin varligi ayni follikiil i¢inde gdsterilmistir.(97)

Yapilan bir bagka caligmada graniilosa hiicelerinde iiltrastriiktiir-fonksiyon iligkisinin
birbirinden ayr diisiiniilemeyecegi lizerinde durulmaktadir(98).

Calismamizda o6zellikle aciklanamayan infertilite olgularinda graniiloza hiicrelerinde
gdzlemledigimiz morfolojik dejenerasyonlar dikkat ¢ekiciydi. Interselliiler alanda ¢ok sayida
sitoplazmik fragmantasyonlar gozlenmesi ile hiicre ve niikleer membran diizensizligi
belirgindi. Hiicreler tipik goriiniimlerini kaybetmis ve hiicreler arasi baglantilarda
dejenerasyonlar gozlenmekteydi. Bazi olgularda graniiloza hiicrelerinde lipid vakuolleri
periferal ve periniikleer yerlesimli ve ¢ok sayidaydi. Hatta bu olgularda lipidlerin internal
niikleer membran yerlesimli oldugu dikkati ¢ekti.

Bazi graniiloza hiicrelerinde lameller cisimcikler igeren dev vakuoller ve interselliiler
alanda ¢ok sayida sitoplazmik fragmantasyonlar gézlendi.

PCOS‘lu ve erkek faktor infertilite olgularinda graniiloza hiicrelerinde organeller
normal goriinimde ve genel dagilim gostermekte, interselliiler alanda sitoplazmik
fragmantasayonlar, apoptotik hiicre, ¢ekirdek ve hiicre zar diizensizligi gézlenmemektedir.
Graniiloza hiicrelerinde lipid vakuolleri genellikle periferal dagilim gostermekteydi.

Ozet olarak; ¢aliymamizda TUNEL teknigi, oositi destekleyen graniiloza
hiicrelerindeki DNA kiriklarinin belirlenmesi ve bdylece hiicrelerin apopitotik yola girdiginin
gosterilmesi i¢in kullanilmistir. Buna ek olarak ultrastriiktiirel olarak siiregteki dejenerasyon
degerlendirilmis ayrica bu duruma follikiil sivisindaki oksidatif stresin etkisi de arastirilmistir.
Boylece calismamizda PCOS’lu  olgularla agiklanamayan infertilite  olgularinin

karsilastirilmast, bu 3 farkli teknik kullanilarak ilk kez degerlendirilmistir.
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6. SONU

Infertilite sebebi agiklanamayan grupta, graniiloza hiicre TUNEL pozitif yiizdesi
PCOS infertiliteli olgularin bulundugu gruptan daha yiksektir (p<0,005). Bu sekilde,
aciklanamayan infertilite etyolojisinde apopitozun rolii olabilecegi sdylenebilir.

IVF’te elde edilen oosit sayist ile matiir oosit sayisi birbiriyle korelasyon
gostermektedir.

Graniiloza hiicre apopitozunun artmasi oosit sayist ve kalitesini olumsuz yonde
etkiledigi diistiniilebilir.

Follikiiler sivi antioksidan seviyelerindeki farkin 6zellikle polikistik over
sendromuna 6zgli patofizyolojisinden kaynaklanan nedenlerle oldugu diisiiniilebilir.

Bunlara ek olarak elektron mikroskobunda graniiloza hiicrelerinin ince yapisi
incelemelerinde elde edilen bulgular hem immunohistokimyasal hem de biyokimyasal
sonuglart destekler sekildedir. Calismamizin literatiirdeki ¢ok az sayida var olan insan
graniiloza hiicreleri ince yap1 degerlendirmelerine katkida bulunup daha sonraki ¢aligmalar
icin kaynak olacagini diisiinmekteyiz.

IVF sikluslarinda oosit kalitesi ne tek basina oksidatif stresle ne de tek basina
graniiloza hiicrelerindeki apopitoz oraniyla korelasyon gostermektedir. Daha biiyiik ve
gonadotropin ile indiilklenmemis olgularin da oldugu bir hasta popiilasyonunda
karsilagtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

IVF kliniklerinde sonu¢ parametrelerini tahmin etmek icin birer belirte¢ olarak
kullanilabilir. Bu kriterlerin iliskisini degerlendirmek i¢in homojen ve genis hasta gruplarinda
giivenilirligi kanitlanmis ayni zamanda standart yontemlerle yapilacak baska g¢alismalara
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