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TURKCE OZET

In vitro fertilizasyon uygulamalarinda kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon
sonrast yaklasik % 8.6-15.2 oraninda en az bir adet mayoz bolinmesini
tamamlamamis oosit gelisimi goézlemlenir. Mayotik gelisim kilit diizenleyici
proteinlerin kontrolii altindadir ve herhangi bir degisim matiirasyon yetmezligi ile
sonuglanir.

Kisspeptin (Kiss1) KISS1 geninin {irlinii olan peptittir. Merkezi sinir sistemi
diizeyinde ovaryan fonksiyonlar1 diizenlemesindeki rolleri tanimmmis olsa da,
ovulasyonun kontroliindeki lokal rolleri tam olarak tanimlanamanustir. ilk veriler
hayvan ¢alismalarinda final oosit matiirasyonundaki roliinii gostermistir.

Follikill riiptiiriinde ve kumulus ekspansiyonunda siklooksijenaz-2 (Cox-2)
enzimatik olarak Onemli rol oynamaktadir. Ovulasyonu ve follikiil atiliminm
engelledigi bilinen Cox-2 inhibitoriiniin, sican ovaryumunda secici sekilde KISSI
ekspresyonunu baskiladig1r gosterilmistir. Bu veriler Kisspeptin ekspresyonunun
Cox-2 ekspresyonu ile baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu c¢alismada matiirasyonunu tamamlayamamis oositlerde ve kumulus
hiicrelerinde Kisspeptin ve reseptorii (KisslR) ile Cox-2 ekspresyon diizeyinin ve
follikiiler s1v1 ile serum diizeyindeki konsantrasyonlarinin oosit matiirasyonundaki
rollerini degerlendirmek hedeflendi.

Kontrollii ovaryan stimiilasyon dongiilerinden elde edilen immatiir ve matiir
oositler, follikiil sivilari ve kumulus hiicreleri, hasta serum Ornekleri c¢alisma
kapsaminda incelendi. Serum ve follikiil sivilarinda ELIZA yontemiyle, oosit ve
kumulus hiicrelerinde ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile Kissl ve
KisslR ve Cox-2 seviyelerine bakildi. Elde edilen sonuglarin birbirleriyle ve
hastalarin klinik verileriyle korelasyonlar1 degerlendirildi.

Serum ve follikiiler sivi  diizeyinde Kissl, KisslR ve Cox-2
konsantrasyonlarnin oositin matlirasyon seviyesi ile korele olmadigi goriildii.
Immatiir oositlerde ve kumulus hiicrelerinde Kissl ve reseptdriinde azalma
goriiliirken, Cox-2 ekspresyonunda artig gézlendi.

Kontrollii ovaryan stimiilasyon dongiilerinde Kissl ve reseptdriiniin oosit
matiirasyon silirecinde mikrogevre diizeyinde etkin oldugu, Cox-2’nin negatif
etkisinin ovulasyon Oncesi final matiirasyon basamaginda kontrol edici roliiniin
olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Kisspeptin, Kisspeptin Reseptorii, Siklooksijenaz-2, Final Oosit
Matiirasyonu.

III



ABSTRACT

In in vitro fertilization treatment following contolled ovarian
hyperstimulation protocols, approximately 8.6% to 15.2% of all infertility patients at
least produce one meiotically incompetent oocyte. Meiotic development is under the
control of critical regulatory proteins and any alterations in this process results in
meiotic maturation defects.

Kisspeptin (Kissl) is a peptide expressed by the KISS1 gene. Its role in the
regulation of ovarian function at the level of central nervous system is known,
however its local roles in the control of ovulation have not exactly been identified.
Initial data from animal studies demonstrated the role of Kisspeptin in the final
maturation of the oocyte.

Cyclooxygenase-2 (Cox-2) has an important enzymatic role in cumulus
expansion and follicle rupture. Cox-2 inhibitors, known as an inhibitor of ovulation
and follicle rupture, has been shown to selectively suppress KISS1 expression in rat
ovaries. All these data give rise to the thought that kisspeptin expression may be
associated with Cox-2 expression.

In this study, it is aimed to reveal the role of Kisspeptin, Kisspeptin receptor
(Kiss1R) and Cox-2, on the oocyte maturation by evaluating the expression levels of
Kissl, KisslR and Cox-2 in immature oocytes and cumulus cells, as well as their
concentration levels in serum and follicle fluids.

In this study, immature and mature oocytes, cumulus cells and follicular
fluids obtained from controlled ovarian stimulation cycles and serum from patients
were examined. Kissl, KisslR and Cox-2 levels were evaluated in oocytes and
cumulus cells by real-time polymerase chain reaction, and in serum and follicle fluid
by ELISA. The results were evaluated as the correlation to each other and to the
clinical data of the patients.

The levels of Kissl, KissR1 and Cox-2 concentration were shown to not
correlate with oocytes maturation level in serum and follicular fluid. While a
decrease in the expression of Kissl and its receptor was seen in immature oocytes
and cumulus cells, an increase in Cox-2 expression was observed.

The results of this study suggested that, in controlled ovarian stimulation
cycles, Kiss1 and its receptors are effective in oocytes maturation process at the level
of microenvironment, and that the negative effects of Cox-2 may control the final
maturation step before ovulation.

Key Words: Kisspeptin, Kisspeptin Receptor, Cyclooxygenase-2, Final Oocyte
Maturation
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1.GIRIS

In vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarinda kontrollii ~ ovaryan
hiperstimiilasyon sonras1 yaklagik % 8.6-15.2 oraninda en az bir adet mayoz
boliinmesini tamamlamamis oosit gelisimi gozlemlenir (Bar-Ami S ve ark., 1994;
Avrech ve ark., 1997). Oositlerin %25’inden fazlasi immatiir oldugunda fertilizasyon
ve klinik gebelik orani azalmaktadir (Avrech ve ark., 1997). Hi¢ matiir oositin
tretilmedigi mutlak oosit matiirasyon yetmezligi nadiren goézlemlense de, bu
olgularda primer infertilite, tekrarlayan immatiir oosit liretimi, in vitro matiirasyon
(IVM) ile oosit matiirasyonunun saglanamamasi ve intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu  uygulamasma  (ICSI)  ragmen  fertilizasyon  basarisizligi
gozlemlenmektedir (Jamnongjit 2005). Kontrollii ovaryan stimiilasyon protokoliinii

degistirmek de IVM veya ICSI sonuglarini iyilestirmemektedir.

Oositin gelisiminde mayoz boliinmenin duraksadigi germinal vezikiil (GV)
ve metafaz-I (mayoz-1) asamalarinda mayoz boliinmenin yeniden devam etmesi ile
oosit niiklear matiirasyonu tamamlanir. (Jamnongjit 2005; Dekel 2005) Oosit gelisim
fazinda mayoz boliinmeyi tamamlayabilmek i¢in gerekli mRNA ve proteinleri iiretir
ve biriktirir. Mayotik gelisim kilit diizenleyici proteinlerin kontrolii altindadir. Kilit
noktalardaki herhangi bir degisim matiirasyon yetmezligi ile sonuglanir. (Nakanishi
ve ark., 2006; Liang ve ark., 2007) insanlarda &zellikle tekrarlayan oosit matiirasyon
hasarlarinin sebepleri heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, olas1 diger diizenleyici

proteinler ve bu siireclerdeki rollerini tanimlamak i¢in ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Kisspeptin, malign melanoma hiicrelerinde metastaz-supressér gen olarak
kesfedilen, KISS1 geninin {irlini olan peptitlerdir (Lee ve ark., 1996).
Hipogonadotropik hipogonadizm’li insan ve farelerde kisspeptin reseptorii (KissIR
veya GPR54) gen mutasyonlarinin varhiginin saptanmasi ve bu olgularda hasarli
pubertal gelisimin de gdzlemlenmesi ile birlikte kisspeptin ve reseptoriiniin lireme
sistemindeki rolii gosterilmistir (de Roux ve ark., 2003; Seminara ve ark., 2003).
Yapilan ¢aligmalarla Kissl; hiyerarsik bir sekilde iireme aksisinin ana diizenleyicisi

(Roa ve ark., 2006) ve insami da kapsayan bir ¢ok memeli tlirinde GnRH-



gonadotropin salgilatict en potansiyel molekiil olarak kabul edilmistir. Kissl’in
oncelikli olarak merkezi sinir sistemi diizeyinde ovaryan fonksiyonlar1 diizenlemesi
iyl taninmisg olmasina ragmen, ovulasyonun kontroliindeki lokal rolleri heniiz tam
olarak her yoniiyle tanimlanamamugdir. Ilk veriler kisspeptin uygulamasimin hayvan
caligmalarinda final oosit matiirasyonunda ki roliinii gostermistir. Buna ek olarak in
vitro fertilizasyon tedavisi goren hastalara, kisspeptin uygulamasi ile efektif olarak
Luteinizan hormon (LH) yiikselisini baglatarak final oosit matiirasyonunu
indiikledigi ve bu uygulama elde edilen oositlerin fertilizasyonu ve transferi

sonucunda basarili canli dogum rapor edilmistir (Abbara ve ark. 2013).

Inflamatuvar reaksiyonlarda merkezi rol oynayan prostaglandinlerin
ovulasyonda rol oynadiklarinin anlagilmasi, siklooksijenazlarin kesfinden sonraki
doniim noktalarindan biridir. Iki farkli siklooksijenaz tamimlanmustir; Siklooksijenaz-
I (Cox-1) ve siklooksijenaz-1I (Cox-2) farkli genler tarafindan eksprese edilse de dizi
homolojisi ve katalitik aktivite gosterir. Bilyiikbas hayvanlardan sigir pre-ovulatuvar
follikiillerinin graniiloza ve kumulus hiicrelerinde Cox-2 ekspresyonu gosterilmistir
(Nuttinck  ve ark., 2002). Cox-1 ekspresyonu izole edilen kumulus-oosit
kompleksinin in vitro matiirasyon siireglerinde gézlemlenmemistir (Nuttinck ve ark.,
2002). Ovaryan follikiillerde ovulasyon siirecinde prostaglandin sentezinde
siirlayict basamagin Cox-2 enzim aktivitesi oldugu raporlanmistir. Ovulasyonun
miirin modelinde, follikiil riiptiiriinde ve kumulus ekspansiyonunda Cox-2 enzimatik
olarak onemli rol oynamaktadir (Hizaki ve ark., 1999; Matsumoto ve ark., 2001;
Ochsner ve ark., 2003; Sirois ve ark., 2004). Maymunlarda ovulasyon siirecinde
Cox-2 inhibitérii uygulamasinin matiir oositlerin fertilizasyon oranmnin diismesine
sebep olmasi, Cox-2 aktivitesinin oosit niiklear matiirasyonu sonrasidaki

fertilizasyon kapasitesi i¢in de gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.

In vitro matiirasyon siirecinde domuz oosit ve kumulus hiicrelerinde Kiss1’in
IVM periyodu siiresince sadece oositlerde, Kiss1R’in ise hem oosit hem de kumulus
hiicrelerinde eksprese oldugu gosterilirken, bu ekspresyon diizenlenimi Kiss1’in
oosit ve kumulus hiicreleri arasindaki otokrin-parakrin etkilesimlerle siirekli ve direk

olarak reseptorii araciligr ile etkinligini tiim matiirasyon siirecinde gosterdigi



seklinde yorumlanmistir. Ovulasyonu ve follikiil atilimin1 engelledigi bilinen Cox-2
inhibitdriiniin, sican ovaryumunda segici sekilde KISS1 ekspresyonunu baskiladigi
gosterilmistir (Gaytan ve ark., 2009). Tim bu veriler, ovulasyon siirecinde de
Kisspeptin’in lokal roliinii igaret ederken, heniiz tam olarak tanimlanmamis olsa da
oosit matiirasyonunda etkinligi oldugu tahmin edilen Kisspeptin ekspresyonunun da,

Cox-2 ekspresyonu ile baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu kapsamda, ¢alismamizda matiirasyonunu tamamlayamamis oositlerde, bu
oositlerin metabolik ve hiicresel etkilesim icerisinde bulundugu kumulus
hiicrelerinde Kisspeptin ve reseptoril ile Cox-2 ekspresyon diizeyinin ve follikiiler
stvi ile  serum  diizeyinde konsantrasyonlarinin  degerlendirilerek  oosit

matiirasyonunda ki rollerinin agiga ¢ikarilmasi hedeflenmektedir.



2.GENEL BiLGILER

2.1.0varyan Follikiillerin Embriyolojik Gelisimi

Disi germ hiicresi oosit, ovaryumda follikiiller i¢inde destekleyici somatik
hiicreler ile ¢evrili olarak follikiil stvisi iginde bulunur. Oositin diferansiye olmamis
ilkel formu olan primordiyal germ hiicrelerinin (PGH) embriyolojik kokeni vitellus
kesesinin endoderminin altinda bulunan ekstraembriyonik mezensim hiicreleridir. Ik
olarak fertilizasyondan sonra 3. haftada vitellus kesesinin allantoise komsu duvarinda
endoderm hiicreleri arasinda goriiliirler. Embriyon diskinin kivrilmasi sirasinda
vitellus kesesinin dorsal kismi1 embriyonun igine alinir. Geligimin 5. haftasinda, PGH
son barsagin mezenteri yoluyla ameboid hareketlerle ovaryumlar1 olusturacak olan
gonadal kabartilara go¢ eder. Gonadal kabartida intermediyet mezoderm kokenli
somatik hiicrelerle i¢ ige karismis olarak bulunurlar. PGH zamanla oogoniyumlara,
gelisimin 12. haftasinda primer oositlere doniisiirler. Primer oosit gelisimi ile birlikte
mayoz boliinme baslar. En basit follikill yapist olan primordiyal follikiil, I. mayoz
boliinmenin profaz sathasinda duraklamig primer oosit ve ¢evresini saran yassi tek
sira graniiloza hiicrelerinden olusur. Gestasyonun 18. haftasinda pregraniiloza
hiicrelerinin aktivasyonu ile birlikte oosit gelisimi baglar. Fetal hayatta yaklasik 7
milyon oogonyum olmasina ragmen, yeni doganda 1 milyon primordiyal follikiil
mevcuttur. Follikiillerin biiyiik bir cogunlugu atreziye ugrar ve ovaryumlarda puberte
baslangicinda yaklasik 300-500 bin follikiil kalir. Her menstruel dongiide bir dalga
seklinde primordiyal follikiiller aktive olarak biiyiimeye ve gelisimlerine devam
ederler. Dongiiniin ortasinda follikiillerden bir tanesi dominant follikiil olarak se¢ilir
ve ovulasyona ugrar. Bir¢ok otokrin, parakrin ve endokrin faktér bu primordiyal
follikiil gelisiminden dominant follikiil secilimi ve bu follikiildeki sekonder oositin

ovulasyonuna kadar rol alir (Coticchio ve ark., 2013).

2.2. Ovaryan Follikiillerin Histolojisi

Ovaryum korteksi gelisiminin degisik evrelerindeki follikiilleri igerir.
Follikiiller ovaryan rezervi olusturan gelisimin en ilkel basamagindaki primordiyal
follikiiller ve digi lireme kabiliyetinin yerine gelmesini saglayan gelismekte olan

folilkiiller olmak {izere siniflandirilirlar. Gelisim basamagina bagimli olarak, her bir



follikiil i¢inde bulunan farkli matiirasyon agamalarindaki oosit i¢in bir mikrogevre
olusturur. Bu mikrogevrede oosit matiirasyon siire¢lerinde énemli rol oynayan ve
oosit cevresinde yerlesim gosteren hiicre gruplari mevcuttur. Ileri gelisim
basamaklarinda ise oositi ¢evreleyen hiicrelerin yam1 sira hiicreler arasindaki

bosluklari dolduran follikiil sivisi birikimi gergeklesir.

2.2.1. Primordiyal Follikiiller

Follikiiler gelisimin ilk evresi olan bu follikiiller inaktiftir. Puberteden 6nce
bulunan tek follikiil tipidir ve ovaryan rezervi olustururlar. Gelisimleri
gonadotrophinlerden bagimsizdir (Ross 2011). Ovaryan korteks stromasinda tunika
albuginea altinda yerlesim gosterirler. Her biri yaklasik 30 pm capinda primer oosit
ve onu ¢evreleyen tek katli yass1 follikiil hiicrelerinden (pregraniiloza) olugmustur
(Sekil 1). Biiyiik niikleus ve belirgin niikleolusa sahip primer oosit 1. mayoz
boliinmenin profaz evresinin diploten alt evresinde duraklamistir. Sitoplazmik
organelleri niikleusa yakin kiimelenmeler olusturmustur. Golgi kompleksi,
endoplazmik retikulum, mitokondrion ve lizozom gibi organellerin olusturdugu bu
kiimeler “Balbiani Cismi” olarak adlandirilir. Buna ek olarak, niiklear zarf kesitleri
dizisi olarak tanimlanan “Aniiler Lameller” ile kiiciik, kiire sekilli mitokondrionlar
ve ¢ok sayida kiigiik vezikiil sitoplazmada daginik halde bulunur. Oositi gevreleyen
yasst follikiil hiicreleri birbirlerine desmozomlarla baglidir. Stromal hiicreler ile yass1
follikiil hiicrelerini birbirinden ayiran bazal lamina mevcuttur (Ross 2011;

Kierszenbaum ve Tres 2012).
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Sekil 1: Primordial Follikiil (Ross 2011)



2.2.2. Biiyiimekte Olan Follikiiller
2.2.2.1. Primer follikiiller

Puberte baslangici ile birlikte, follikiillerin biiyiimesi endokrin degisiklikler
ile uyarilir. Oosit ve follikiiler hiicreler yapisal olarak degisim gostermeye baslar.
Oosit ¢ap1 yaklagik 40-45 um Olgiilerine ulagir. Oositi ¢evreleyen yassi follikiiler
hiicreler kiibik hiicrelere doniiserek graniiloza hiicreleri olarak isimlendirilirler (Ross
2011; Kierszenbaum ve Tres 2012). Endokrin degisikliklerin yarattig1 uyarilar
sonucunda, follikiiller graniiloza hiicrelerinin bdliinme oranina bagl olarak iki farkli

asamada degerlendirilirler.

Unilaminar primer follikiiller: Bir oositi ¢evreleyen tek tabakali kiibik graniiloza
hiicrelerinden olusur. Bu evrede, oosit ve follikiil hiicreleri arasinda glikojenden

zengin zona pellucida (ZP) olusmaya baslar (Sekil 2).

Sekil 2: Unilaminar primer follikiiller (Ross 2011)

Multilaminar primer follikiiller (Pre-antral follikiiller): Bir oositi ¢evreleyen 3-5 kat

hiicre tabakali1 kiibik graniiloza hiicrelerinden olusmustur. Bu evrede zona pellusida
kalinlasir ve follikiilii ¢evreleyen stromal hiicreleri farklilasarak, follikiili kilif gibi
sarmalayan teka follikiili olusmaya baslar (Sekil 3).
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Sekil 3: Multilaminar primer follikiiller (Ross 2011)

2.2.2.2 Sekonder follikiiller (Antral follikiiller)

Multilaminar primer follikiil gelismeye devam ederken follikiil cap1 yaklasik
olarak 200 um ve tizerine ulagir. Hacimsel olarak artig gosteren follikiilde graniiloza
tabakasmi olusturan follikiil hiicre tabakasi 6-12 hiicre katina ulastiginda hiicreler
arasinda olusan bosluklar (Call-Exner cisimleri) sivi (liquor folliculi) ile dolmaya
baglar. Hyaliironandan zengin, folikiil sivist olarak adlandirilan bu sivi graniiloza
hiicreleri arasinda birikmeye devam eder. Kaviteler birleserek tek, yarimay seklinde,
antrum adi verilen bir bosluga doniisiir. Bu follikiile sekonder ya da antral follikiil
adi verilir. Asentrik ¢ekirdekli oositin ¢ap1 yaklagik 125 - 130 um’ye ulasir ve daha
fazla biiylimez. Follikiilii ¢evreleyen stromal hiicrelerin olusturdugu teka follikiili
tabakasi i¢ ve dis olmak {izere 2 tabaka olarak goriiliir. I¢ kisimda yer alan teka
interna bol miktarda agraniiler endoplazmik retikulum igeren ve steroid sentezleyen
kiibik hiicrelerden olusur. Bol miktarda kan damar igerir. Dis kisimdaki tabaka
baslica vaskiiler bag dokusundan olugsmus teka eksternadir (Sekil 4) (Ross 2011;

Kierszenbaum ve Tres 2012; Carneiro 2002)
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Sekil 4: Sekonder follikiiller (antral) (Ross 2011)

2.2.2.3. Matiir (Graaf) follikiiller

Biiylik boyutta (yaklagtk 10 mm ve iizeri capinda) olusuyla sekonder
follikiilden ayirt edilir. Ovulasyondan hemen &nceki bu evrede antrum giderek
biiyiir. Oosit follikiiliin bir tarafina ¢ekilir ve etrafinm1 birkag sira graniiloza hiicresi
(korona radiata) c¢evreler. Graniiloza hiicrelerinin oositle iligkili oldugu yerde,
graniiloza hiicreleri antruma dogru uzanan kumulus ooforus adi verilen tepecigi

olustururlar (Sekil 5).

Sekil 5: Matiir (graaf) follikiiller (Ross 2011)



2.2.3. Atretik Follikiiller:

Normal sartlarda, dogum sonrasinda yenidoganda yaklasik olarak 350.000-
500.000 primordiyal follikiil olmasma karsin (Hansen ve ark., 2008), bunlardan
yaklasik 400 tanesi olgunluga erigir. Biiylik bir c¢ogunlugu gelisimin degisik
evrelerinde atreziye ugrar. Primordiyal follikiillerin atrezisi sonucu olugan bosluk
hemen stroma tarafindan doldurulur. Bu nedenle eriskin ovaryumunda atretik
primordiyal follikiiller goriilmez. Biiyiik primer follikiiler ve sekonder follikiillerin
kalintilar1 da makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilir ve kalan bosluk stromal
hiicreler tarafindan doldurulur. Ovaryumda kollajen6z skar dokusu olusur. Skar
asamal1 olarak kaybolur ve normal stromal dokuya doniisiir. Atretik follikiilde baz1
tekal hiicreler kalir ve aktif olarak steroid (6zellikle androjenler) salgilayan

interstisyel hiicrelere doniigiirler.

2.3. Follikiiler Gelisim Basamaklarinda Etkin Molekiiler Mekanizmalar
2.3.1 Primordiyal Follikiil Aktivasyonu

Primordiyal follikiiller, ovaryumda go6zlemlenebilen ilk ve en kiiciik
follikiillerdir. Pre-graniiloza hiicreleri ad1 verilen yassi somatik hiicreler ile cevrili,
mayoz-I diploten evresinde duraklamis immatiir oosit primordial follikiil
icerisindedir (Borum K 1961; Peters H 1969). Primordiyal follikiiller disi iireme
hayati boyunca mevcut germ hiicre rezervini olusturur. Alternatif bir bakis agisi
olarak, son caligmalarda, disi eriskin doneminde de oosit formasyonunun, dolayli
olarak follikiil formasyonunun gergeklestigi ileri siiriilmiistiir (Johnson ve ark.,
2005). Ancak disilerin genel olarak sinirli sayida oosit ile diinyaya geldigi ve yasa
bagimli olarak bu sayimnin azaldig fikri daha kabul gérmektedir (Broekmans ve ark.,

2007; Hansen ve ark., 2008).

Primordiyal follikiiller, ovulasyona ugrayacak matiir oositi meydana getirmek
icin primer follikiil asamasina gecerler ve bu gegis primordiyal follikiil aktivasyonu
olarak bilinir. Ovaryumlarda 350.000-500.000 primordiyal follikiil olmasina karsin
(Hansen ve ark., 2008), bunlardan yaklagik 400 tanesi matiirasyonunu tamamlar ve
ovulasyon gergeklesir. Yani yaklasik 1.600 follikiilden sadece bir tanesi aktivasyon

sonrasinda ovule olacak oositi geligtirir. Primordiyal follikiillerin biiylik bolimii



gelisimine baslamadan atreziye ugrarken (Tingen ve ark., 2009), aktive olan
primordiyal follikiiler i¢in ovulasyon ya da atrezi seklinde iki sececek mevcuttur

(Greenwald 1972).

Primordiyal follikiil aktivasyonu dinamik bir siire¢ olup sik1 kontrol edilir ve
molekiiler mekanizmasi heniiz tamamen aydinlia kavusmamistir. Hiicre bdliinmesi
ve apoptoz gibi hiicresel siireclerin diizenlenmesinde rolii olan “phosphatase and
tensin homolog / phosphoinositide 3-kinase” (PTEN/PI3K) sinyal yolagi primordiyal
follikiillerin aktivasyonunda oOnemlidir. Fonksiyonel PI3K yolagi primordiyal ve
primer follikiillerde mevcuttur (Reddy ve ark., 2005). PI3K yolag: aktivasyonu, bir
serin/threoinin protein kinazi olan “protein kinaz B” (AKT) komponentinin
aktivasyonu ile hiicre boliinmesi ve sag kalimim arttirken, PTEN PI3K i¢in negatif

regiilatordiir (Cantley 2002).

PTEN yoklugunda artan PI3K aktivitesinin sonucunda oositlerde fosforile
AKT ve “Forkhead box 037 (FOXO3a) seviyeleri artar. FOXO3a apoptozun
inhibisyonunu ve hiicre dongiisiiniin duraksamasint baglatan transkripsiyon
faktoriidiir. Fosforillenerek aktive olan AKT, FOXO3a’u baskilar. Hiicre dongiisii

baskilanmasinin ortadan kalkmasi ile follikiiler aktivasyon gerceklesir.

PTEN inhibitorii ve PI3K aktivatoriiniin uygulanmasi ile gerceklestirilen
PTEN/PI3K sinyal yolaginin manipiilasyonu, in vitro olarak primordiyal follikiil

aktivasyonu ve pre-ovulatuar follikiillerin gelisimine olanak tanir.

Primordial follikiillerin gelisimsel duraksamasi ile iligkili bir bagka sinyal
yolag1 “the tumor suppressor tuberous sclerosis complex 1”7 (Tscl) ‘dir. Bu kompleks
“memeli rapamycin complex 1 (mTORC1)” yolagini aktive eder. Fare modellerinde
Tscl mutasyonu, primordiyal follikiillerin prematiir aktivasyonu ve follikiillerin
azalmasiyla olusan prematiir ovaryan yetmezlik ile sonuclanir (Adhikari ve ark,.

2010).
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Proto-oncogene receptor tyrosine kinase (KIT) ve liganti erken donemde
sirastyla somatik hiicrelerden ve oositten eksprese edilir. Teka hiicrelerinin yeniden
diizenlenmesi, graniiloza hiicre proliferasyonu ve oosit biiyiimesini diizenleyerek
follikiiler gelisimin baslamasindan sorumludur (Adhikari ve ark., 2010). In vitro
calismalarda, KIT Iligand wuygulanmasi AKT aktivasyonunu ve FOXO2
transkripsiyonunu baskilayarak, her iki komponentin fosforillenmesi ile PI3K/AKT
yolagmin diizenlenmesini saglar (Reddy ve ark., 2005).

Graniiloza hiicrelerinden eksprese edilen anti-Miillerian hormon (AMH),
“Transforming growth factor” (TGFB) siiper ailesinin bir {iyesidir. Aktive olan
primordiyal follikiiller ve primordiyal havuz arasindaki dengenin korunmasinda
gereklidir. Amh geni mutant olan farelerde, AMH yoklugunda artan primordiyal
follikiil aktivasyonu sonucunda hizli sekilde primordiyal havuzun tiikendigi
gosterilmisti. AMH gen mutasyonlarinda daha fazla sayida pre-antral ve kiigiik
antral follikiil gozlemlenmistir (Durlinger ve ark., 1999; Fortune 2003). Farelerde
AMH’nin primordiyal follikiil aktivasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir (Durlinger ve
ark., 2002a; 2002b). Ancak insan modellerinde AMH uygulamas ile primordiyal
follikiillerin biiylimesinin baglamasinda pozitif etkiler de rapor edilmistir (Schmidt

ve ark., 2005).

Follikiil aktivasyonunda potansiyel rolii olan bir diger sinyal yolagi olarak
Hippo sinyal yolagi tanimlanmistir (Hsueh ve ark., 2014) Hippo sinyal yolagi, hiicre
yogunlugunun fazla oldugu alanlarda hiicre membran baglantilar1 ile aktive olan
yiikksek derecede korunmus bir kinaz kaskadidir. Aktivasyonu ile “yes associated
protein”(Y AP) olarak isimlendirilen hiicre proliferasyon faktdriiniin fosforile olarak
inaktivasyonuna sebep olur. Bu sekilde hiicreleri yogun dokularda hiicre gelisimi ve
proliferasyonu inhibe edilirken, daha az yogun alanlarda yolak inaktive olur ve YAP

hiicre biiylimesini- proliferasyonunu destekler.
Primordiyal follikiillerdeki oositi cevreleyen yasst  pre-graniiloza

hiicrelerinin, tek sira kiibik graniiloza hiicrelerine degisimi ile primer follikiillerin

yapisal formasyonu gergeklesir. Oosit kaynakli iki transkripsiyon faktorii olan
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“Spermatogenesis and Oogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix 1” (Sohlhl) ve
“Newborn Ovary Homeobox-Encoding Gene” (Nobox)’in erken donem
ekspresyonlar1, follikiiler gelisimin bir sonraki basamagi olan primer follikiil
doniisimii i¢in sarttir. Ovaryumlarda Nobox gen eksikliginde, follikiillerin biiyiik bir
kismi primordial asamada duraklamistir ve oositler dejeneredir (Rajkovic ve ark.,

2004).

2.3.2. Primer Follikiilden Sekonder Follikiil Asamasina Gecis

Primer ve sekonder follikiillerin gelisiminin baglangic1 follikiil stimulan
hormon (FSH)’dan bagimsizdir ve hormonlarin yoklugunda gelisimi de bunun
kanitidir (Fortune ve ark., 1979). Ancak FSH reseptorii hem insanda hem farede
erken donem follikiillerin graniiloza hiicrelerinde eksprese edilir (O'Shaughnessy ve
ark., 1996; Oktay ve ark. 1997). Oosit, graniiloza ve teka hiicrelerinden salinan lokal
intraovaryan parakrin faktorler primer follikiil agamasindan sekonder asamaya gecisi

saglar (Kol ve ark., 1995).

Primer follikiil asamasindan sekonder agsamaya geciste dnemli rolleri olan bir
cok parakrin ve otokrin faktor tanimlanmistir. TGF-8 ailesinin en iyi bilinen
iyelerinden “Growth differentiation factor 9” (GDF9) ve “Bone morphogenetic
protein 157 (BMP15), follikiillogenez ve ovulasyon siiresince erken donemden
baglayarak devam eden rollere sahiptirler. Fare ovaryumunda GDF9 yoksunlugunda,
primordiyal follikiil olusumu mevcut olsa da primer follikiilden yoksundur ve fare
infertildir. Buna paralel olarak, ovaryan dokulara in vitro GDF9 uygulanmasi ile
primer asamadan sonraki follikiiler gelisim baglamaktadir (Hayashi ve ark.,1999;
Nilsson ve ark., 2002). Ilging olarak, GDF9 knock out fare ovaryumlarinda, anormal
graniiloza hiicre formasyonu ile artan KIT ligand ekspresyonu ve teka hiicre
formasyonunun olmadig1 goriilmiistiir (Dong ve ark., 1996; Carabatsos ve ark., 1998;
Elvin ve ark., 1999). Bu veriler, erken donem sonrasinda pre-graniiloza hiicrelerinin
fonksiyonlarinin GDF9 tarafindan diizenlendigini gosterir (Elvin ve ark., 1999).
BMP15, FSH-bagimsiz olarak farklilasmamig graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasinda
rol oynar (Otsuka ve ark., 2000). GDF9’un aksine, BMP15 mutant farelerde minor
fertilite problemleri goriiliir (Yan ve ark., 2001).
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Maternal etkili genlerin (Mater, Zarl, Npm2 gibi) ekspresyonunun erken
dénem embriyogenesisdeki etkinliginin yanisira, primer follikiil asamasindan antral
asamaya kadar geligimi baslatir (Tong ve ark., 2000; Wu ve ark., 2003; Burns ve
ark., 2003).

2.3.3. Preantral Asamadan Erken Antral Follikiil Asamasina Gegis

Erken follikiiler gelisimin gonadotrophinlerden bagimsiz oldugu diisiiniiliir ve
esas olarak lokal salgilanan faktorler tarafindan yonlendirilir. Follikiiller pre-antral
asamalara geldiginde, erken antral asamalara kadar gelisim intraovaryon faktorlere
baghdir. Erken asamalarin aksine, follikiiller FSH ve LH reseptdrlerini eksprese
ederler ve bu agamada follikiillerin gonadotrophinlere yanit verebildigi in vitro ve in

vivo olarak gosterilmistir.

Pre-antral asamadan erken antral asamaya geciste etkin birgok pozitif
regiilator tanimlanmistir. Oosit tarafindan sentezlenen GDF9 ve BMP15, graniiloza
hiicrelerinin proliferasyonunda indiikleyici etkiye sahiptir. BMP15, farklilagmamis
graniiloza hiicrelerinde FSH bagimsiz siireglerde mitoz bdliinmeyi indiiklerken, FSH
bagimli donemde graniiloza hiicrelerinde sitoplazmik farklilasmalar ile iligkilidir.
BMP15 mutant disi fareler, antral doneme kadar normal gelisim gostersede, azalmis
ovulasyon ve fertilizasyon oranlarina bagli olarak subfertildir. Koyunlarda ise
BMP15 mutasyonlarinda artan ovulasyon oranlar1 goriilmiistiir (Galloway ve ark.,

2000).

Androjenlerin preantral graniiloza hiicrelerinde cogalma ve sag kalim
tizerinde etkileri gosterilmistir. Domuzlarda oosit tarafindan salgilanan faktorler ve
androjenler arasindaki etkilesimin follikiiler gelisimi destekledigi gosterilmistir

(Hickey ve ark., 2005).
Birbirleri ile yakin iligkili ve zit rollere sahip TGF-B ailesi iiyesi aktivin ve

inhibin’in follikiiler gelisime katkilar1 vardir. Bu iki protein kompleksinin ayni

protein familyasindaki tiim {iyelerde ortak iki alt birimi mevcuttur (Hillier ve ark.,
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1994). Follikiiler capin artisina ve graniiloza hiicre farklilasmasina paralel olarak,
aktivin  seviyesinde diisiis inhibin seviyesinde artiy goriiliir. Inhibin-B
follikiilogenezisin erken asamalarinda eksprese edilirken, dominant follikiil
secilimini takiben antral follikiile farkilasma siirecinden itibaren inhibin-A dominant

hale gelir (Hillier ve ark., 1994; Findlay ve ark., 2000).

Graniiloza hiicrelerinin  kendi icinde ve oosit arasindaki iletigim
follikiilogenezisin tiim asamalarinda 6nemlidir. Konneksin 43 (Cx43) ve Konneksin
37 (Cx37) olarak bilinen oluklu baglanti (Gap junction) proteinleri bu iletisimin
korunmasinda rol alir. Cx43 graniiloza hiicrelerinden eksprese olarak oluklu
baglantilarin graniiloza hiicrelerindeki formunu olustururken, Cx37 follikiiler
gelisimin tiim evrelerinde oositten eksprese edilir ve oosit-graniiloza hiicreleri oluklu

baglant1 iletisiminde 6nemli rol oynar.

2.3.4. Antral Gelisim ve Gonadotrophinleri Rolii

Antral follikiil agamasindan ovulasyon siirecine kadar ki gelisim siirecinin
hipofizden salgilanan gonadotrophinlere (FSH ve LH) bagimli oldugu diisiiniiliir.
Antral gelisimin in vivo olarak gereksinimi FSH’dir. FSH, mural graniiloza
hiicrelerinde, ovulasyonun baslamasinda kritik rol oynayan ve follikiillerin LH
etkisine girmesini saglayan luteinizan hormon reseptdr (LHR) mRNA ekspresyonunu
baglatir. Gonadotropinlerin ovaryumdaki etkisi reseptorlerinin aktivasyonu ile
saglanir. Gonadotrophinlerin etkisi ile, follikiiller gelisim siirecini diizenleyen ve
graniiloza hiicre c¢ogalmasi ile farklilagsmasini reseptorleri araciligi ile saglayan
androjenler ve Ostrojenler sentezlenir. Gonadotrophinlerin etkisi altinda, LH varligi
ile teka hiicrelerinden androjenler sentezlenirken, FSH varliginda graniiloza hiicreleri
androjenleri substrat olarak kullanarak dstrojen sentezler (Dorrington ve ark., 1979;

Hillier ve ark., 1994).
Androjenlerin, androjen reseptorii araciligi  ile graniiloza hiicre

proliferasyonunu ve sag kalimimi destekledigi gosterilmistir. Androjen reseptorii

defektif disi fareler subfertil olup, antral follikiill ve ovule olan oosit sayisinda
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azalmalar ile birlikte graniiloza hiicrelerinde artan apoptoz sonucu gelisen pre-matiir

ovaryan yetmezlik gézlemlenir (Hu ve ark., 2004; Shiina ve ark., 2006).

Ostrodiol, dstrojenik aktivitenin pre-dominant dstrojen formudur. Graniiloza
hiicrelerinin major fonksiyonu &strodiol sentezidir. Ostradiol follikiil igerisinde
aromataz enzimi aracilif ile sentezlenir ve graniiloza hiicrelerinin gonadotrophinlere

yanit1 sonucunda seviyesi artar.

Gonadotrophinlerle birlikte, antral gelisimde etkinlik gosteren bir ¢ok faktor
de tanimlanmigtir. Insulin Growth Faktor (IGF) protein ailesi, gonadotrophinler ile
birlikte follikiil se¢ilimi ve antral asamaya kadar follikiil gelisiminde rol oynar.
Rodentlerde, IGF1 ve IGF2’nin graniiloza ve teka hiicrelerinde predominant etkisi
olup, tiim hiicrelerde FSH ve LH ile koordine olarak etkisini gosterir (Khamsi ve
ark., 2001). Follikiiler gelisimin antral asamasina kadar IGF disinda birgok farkli
intraovaryan faktoriin etkili oldugu gosterilmistir. Gelisimin erken asamalarinda,
graniiloza hiicrelerinden sentezlenen aktivin ve inhibin teka hiicrelerinde LH
tarafindan indiiklenen androjen sentezinde rol oynayan parakrin faktdrlerdir (Hsueh

ve ark., 1987; Hillier ve ark., 1993; Campbell ve ark., 2001).

Oosit tarafindan sentezlenen GDF9 ve BMP15 antral follikiil gelisiminde de
onemli rol oynar. GDF9 ve BMP15 kumulus hiicre fonksiyonlarini diizenler. Bu
faktorler kombine ya da ayr1 ayri FSH etkinligini arttirir, graniiloza hiicre ¢ogalmast
ve farklilasmasini stimiile eder. GDF9 kumulus hiicrelerinde aromataz aktivitesini
baskilayarak FSH bagimli ostrodiol sekresyonunu inhibe eder. FSH indiiksiyonu ile
LH reseptor formasyonunu baskilar. BMP15 kumulus hiicrelerinde apoptozu ve FSH
reseptor ekspresyonunu baskilar (Elvin ve ark., 1999; Otsuka ve ark., 2001 , Vitt ve
ark., 2000). Hem GDF9 hem de BMP15, BMP6 ile beraber FSH’nin indiikledigi
progesteron iiretimini baskilayarak erken prematiir luteinizasyonu engeller. Pre-
ovulatuar follikiillerde, GDF9 ve BMP15 kumulus ekpansiyonu ve musifikasyonda

kritik rol oynar (Elvin ve ark., 1999; Dragovic ve ark., 2007; Yoshino ve ark., 2006).
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Sonu¢ olarak, preovulatuar follikiiller ovulasyona hazir, gelisimini

tamamlamis oositler igerir.

2.4. Oosit Matiirasyonu

Oosit follikiiler gelisim ile es zamanli olarak niiklear, sitoplazmik ve
membrandz matiirasyon gecirir. Oositin mayoz boliinmeye devam edebilme ve
niiklear matiirasyonunu tamamla kapasitesi mayotik yeterlilik olarak tanimlanir.
Mayotik yeterlilik oositin yaklagik olarak %80 oraninda son boyutlarina eristigi,
follikiilogenezin antrum formasyonu olusumu ile birlikte gergeklesir (Szybek ve ark.,
1972; Durinzi ve ark., 1995). Gelisimsel yeterlilik ise oositin sitoplazmik
matiirasyonu ile iligkilidir ve canli dogum ile sonuglanabilecek bir gelisimsel

kapasiteyi gosterir.

2.4.1. Mayotik Matiirasyon

Erken asamada oosit mayotik yeterliligini kazandiginda fertilizasyon
kapasitesi bakimindan heniiz gelisimini tamamlamamistir. Mayotik gelisimin
germinal  vezikiil basamaginda kalarak diger matiirasyon siireglerinin
tamamlanmasin1 beklemektedir. Ilk mayoz béliinmenin ardindan, ikinci mayoz
boliinmenin metafaz Il asamasina kadar matiirasyon devam eder. Mayoz boliinme
sirasindaki duraksama ve devam mekanizmalari uzun yillar siiren calismalar ile

kismen aydinliga kavusturulmustur.

Oosit sitoplazmasinda adenil siklaz (AC) tarafindan iretilen siklik adenozin
monofosfat (cAMP) seviyesinin yiikselmesi mayotik duraklamanin korunmasi i¢in
onemlidir (Nogueira ve ark., 2003). Ooplazmada cAMP seviyesinin yiiksek
tutulmasi, oosit—-kumulus hiicreleri arasindaki oluklu baglantilar ve oosit
sitoplazmasinda mevcut olan cAMP fosfodiesteraz inhibitorleri araciligi ile saglanir.
Endojen cAMP alimi oosit G-protein reseptér -3 (GPR 3) ve 12 (GPR 12)
aktivasyonu ile gergeklesir (Mehlmann 2005; Vaccari ve ark., 2008).

Kumulus hiicrelerinden oosite aktarimi gergeklesen siklik guanozin
monofosfat (¢cGMP), oosit metabolizmasinda cAMP yikimini saglayarak, mayozun

devam etmesini baslatan cAMP-fosfodiesteraz enziminin aktive olmasini engeller
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(Norris ve ark., 2009). Oosit gevresini saran ve oositle iletisim halinde olan kumulus
hiicreleri mayotik duraklamanin korunmasinda O6nemlidir. Oosit kumulus
hiicrelerinde natriiiretik peptit reseptor 2 (Npr2) ekspresyonunu saglar. NPR2, c- tip
natriuretic peptit (CNP) ligant1 tarafindan aktive edilir ve oosit igerisine kolayca
gecerek fosfodiesteraz 3A (PDE3A) aktivitesini inhibe eden cGMP'i {iretir.
Ooplazmada PDE3A aktivasyonu ile cAMP hidrolize olur ve AMP bicimini alir.
cAMP azalmasi ise protein kinaz A (PKA) aktivitesinin azalmasi, protein kinaz C
(PKC) aktivitesinin artis1 ve matiirasyon baskilayici faktorlerin ortadan kalmasi ile
sonuglanir. Siklin B ve siklin bagimli kinaz (P34cdc25) kompleksinden olusan
mayoz baglatict faktér (MPF) defosforile olarak aktive olur ve oosit mayoz

boliinmeyi devam ettirebilme yetenegine kavusur (Gardner ve ark., 2009).

Oositin mayotik matiirasyonu, basamaklar iceren bir siire¢ olmakla beraber,
in vivo sartlarda pre-ovulatuar LH yiikselisi (piki) ile baslar ve oositin I. mayozunu
tamamlamasi sonucunda ilk polar cisimcigin atilimi  ve metafaz Il asamasina
ulagmasi ile sona erer. LH piki sonrasinda, kumulus hiicrelerinden gonadotrophinlere
yanit olarak sentezlenen hyaluronik asit'in etkisiyle olusan kumulus ekpansiyonu
oositin mayotik siirecinin devamini saglamasi i¢in énemli bir agamadir. Kumulus
ekspansiyonu, graniiloza hiicre tabakasinda iiretilen cAMP {iiretiminin seviyesi ve
protein kinaz A aktivasyonu aracilikli LH’ nin indiikledigi epidermal growth faktor
benzeri peptit (EGF-I) stimulasyonuna baglidir. Bu stimulasyonun etkisiyle kumulus
hiicrelerinde musifikasyon/ekspansiyon iligkili transkriptler olan Has2, Ptx3 ve
Tnfaip6 seviyeleri artar. Alternatif olarak, kumulus ekspansiyonu oosit tarafindan

iiretilen ekspansiyon enabling faktor (CEEFs) ile saglanir (Gardner ve ark., 2009).

EGF-benzeri faktorlere olusturulan yanitlar, siklooksijenaz-2 (cox-2) mRNA
ve protein ekspressyonu ile prostaglandin E2 (PGE2) iiretimini de saglayan
“extracellular signal-regulated kinases” (ERK1/2) yolagi araciligi ile olusturulur.
Ayrica, Cox-2’nin graniiloza hiicrelerinde EGF-benzeri faktorlerin {iretimini

indiikledigi gosterilmistir (Ben-Ami ve ark., 2006).

2.4.2. Oositin Sitoplazmik Matiirasyonu
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Oositin  sitoplazmik matiirasyonu, fertilizasyon, aktivasyon, proniiklear
formasyon ve erken embriyolojik gelisime hazirlik siirecini yansitir. Oosit, germinal
vezikiil asamasindan itibaren niiklear matiirasyona paralel olarak sitoplazmik
matiirasyonunu  gerceklestirir. Matiirasyon sirasinda sitoplazmanin  yeniden
diizenlenimindeki defektlerin, oosit gelisim kapasitesini mayotik siiregteki hatalardan

daha fazla etkiledigi diisiiniilmektedir.

Oositin sitoplazmik matiirasyonu siirecinde protein sentezi, hiicre iskeletinin
yeniden diizenlenimi, iyon dengesi, anti- oksidasyon mekanizmalar1 ve kortikal
graniillerin gocii gergeklesir. Oositin niikleus ve ooplazmasinda, matiirasyonun
diizenlenmesi icin gerekli protein sentezi ve birikimini saglayan transkripsiyon
stirecleri bulunmaktadir. Oosit niiklear ve mitokondrion genlerinin kodladigi
transkriptler orijin ve fonksiyonlarina gore hiicrede germinal vezikiil yikimina kadar

depo edilir ya da kumulus hiicreleri ile hiicresel iletisimde gorev alirlar.

Oosit matiirasyonu siirecinde, organellerin dagilimi ve diizenleniminde,
kromozomlarin hareketleri, kortikal graniillerin gogii ve polar cisimcigin atilimimda
hiicre iskeletini olusturan aktin ve tiibiilin mikrofilamanlar1 6nemli rollere sahiptir.
Aktin boyalart ve mikrofilaman baskilayicilar1 kullanilarak yapilan goézlemlerde,
mikrofilamanlar sitokinetik islevlere yardimci olacak polimerize bir aktin katmani
olusturacak sekilde ooplazmanin kortikal bolgesinde yogunlasmistir. Bu nedenle
mikrofilamanlarm olusumu ve yerlesimi de oosit matiirasyonu i¢in belirleyici olabilir

(Gardner ve ark., 2010).

Sitoplazmik matlirasyonun Onemli agsamalarindan birisi de kortikal
graniillerin sub-oolemmal alanda sirali dizilimi, yani koken aldiklart Golgi
aygitindan perifere gogiidiir. Kortilal graniiller tek bir membran ile cevrili olup,
mukopolisakkaritler, proteazlar, asit fosfataz ve peroksidaz enzimlerini igerir.
Kortikal graniiller, sperm penetrasyonu ile birlikte ooplazma kalsiyum (Ca'?)
hareketlerine yanit olarak ekzositoza ugrar. Barindirdiklari enzimler ile zona
pellusida da yapi degisimine neden olarak polispermi blokajini olusturur (Zona

Reaksiyonu). Kortikal graniillerin ooplazma igerisindeki diizensiz dagilimlar
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sitoplazmik matiirasyon hatalarinin giivenilir bir gostergesidir ve polispermi riskinin

de belirtecidir (Gardner ve ark., 2010).

Fertilizasyon, proniiklear formasyon ve erken embriyonik gelisimde oolemma
iyon seviyesisin diizenlenmesi onemlidir. Fertlizasyon i¢in ilk basamak olan sperm
penetrasyonu sirasinda sitoplazmik matiirasyon siireglerinde depolanan Ca™ salimmi
ile oosit aktivasyonu gerceklesir. Matiirasyonun erken basamaklarinda intraselliiler
Ca™ depolanma kapasitesi diisiik olmasina karsin, sitoplazmik matiirasyon siireci
sonunda kapasite artar ve fertilizasyon igin yeterli seviyeye ulasir. Kortikal
graniillerin suboolemmal alana gogiinde de Ca' iyonlar1 énemli rol oynar. Iyon
diizenlenimi kadar O6nemli bir diger matiirasyon siireci ise oksidatif hasarin
engellenmesi ve reaktif oksijen seviyelerinin kontrol altinda tutulmasidir. Oosit
matiirasyon seviyesi artisina bagli olarak enzimatik ve diger oksidatif siirecler
sonrasindaki hasarlara karsi ooplazmadaki glutatyon (GSH) artis1 gergeklesir.
Fertilizasyonun ilk basamagi olan sperm penetrasyonu sonrasinda, sperm kromozom
dekondensasyonu siirecince ve reaktif hasarlarindan korunmasi da ooplazmanin GSH

aktivitesi ile saglanir.

2.4.3. Oosit Membran Matiirasyonu

Oosit matiirasyonu siirecinde hiicredeki hacimsel artis ve genisleme
nedeniyle membran yapilarindaki yapim ve yikim mekanizmalart Onemlidir.
Oolemma, ekstraselliiler alan ile ooplazma arasinda bir bariyer olmanin yani sira
follikiiler mikrogevre ile hiicresel iletisimde rol oynar. Niiklear ve sitoplazmik
matiirasyon i¢in gerekli parakrin uyarilar oolemma membran reseptdr proteinleri
araciligiyla etkinligini gosterir. Bu kapsamda oolemma ylizey reseptorlerinin
organizasyonu hem mayotik hem de sitoplazmik matiirasyonun gerceklesmesi igin

Onemlidir.

Geligsmekte olan follikiillerin énemli bir parcasi da oositi ¢evre graniiloza
hiicrelerinden ayiran ekstraselliiler membran yapisindaki zona pellisudadir. Zona
pellisuda (ZP) oosit ve graniiloza hiicrelerinden sentezlenen glikoprotein yapisindan
olusmaktadir. Follikiiler gelisim siirecinde, ilk olarak primer follikiil basamaginda

oolemma c¢evresinde gozlemlenir. Oositin gelisimi devam ettikce ZP genisler ve

19



matiir bir oositte 18 pm kalinligina ulagir. Siilfatlanmis ZP1, ZP2, ZP3 ismi verilen
3 glikoproteinden olusur. Her bir glikoprotein farkli gorevleri iistlenmistir. ZP3
spermin oositi tanimasi ve penetrasyonunda etkin gorev alirken, ZP2 ise sperm
penetrasyonu sonrasinda polispermi blokaji ile sonuglanan zona reaksiyonunda
etkindir. ZP1 diger glikoproteinlerin yapisal olarak diizenleniminden sorumludur.
Fertilizasyon ve erken embriyolojik gelisim siirecleri i¢in oosit matiirasyonu
stiresince ZP diizenlenimi ve islevselligi son derece onemlidir (Gardner ve ark.,

2009).

2.5. Oosit Matiirasyon Yetmezligi

Infertil hastalarn yaklasik %8.6 - %15.2°si en az bir mayotik bakimdan
yetersiz gelisim kapasitesinde oosit iiretir (Bar-Ami S ve ark., 1994; Avrech ve ark.,
1997). Oositlerin %25’inden fazlasi immatiir oldugunda fertilizasyon ve klinik
gebelik orani belirgin olarak azalir (Avrech ve ark., 1997). Tesadiifi olarak gelisen
immatiir oositlerin tekrarlayan oosit matiirasyon yetmezligi sendromundan ayirt
edilmesi onemlidir. Hi¢c matiir oositin iiretilmedigi mutlak oosit matiirasyon
yetmezligi nadiren gozlenir. Bu olgularda go6zlenen onemli &zellikler; primer
infertilite, tekrarlayan immatiir oosit iiretimi, in vitro matiirasyon (IVM) ile
matlirasyonun saglanamamasi ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonuna ragmen

fertilizasyon basarisizligi goriilmesidir (Jamnongjit 2005).

Tiim olgularda goriilen temel ozellik tekrarlayan immatiir oosit liretimine
bagli infertilitedir (Winston 1997; Li ve ark.,, 2007). Yapilan c¢aligmalar
degerlendirildiginde, stimiilasyon protokoliinii degistirmek, IVM veya ICSI
uygulamalar1 sonuglari iyilestirmemektedir. Sinirli veriler olmasiyla birlikte, kanitlar
oosit matiirasyonundaki belirgin defektin, oositin mayoz gelisiminin belirli

evrelerinde duraklama ve buna bagli infertiliteye yol actigin1 gostermektedir.

Mayoz bdliinmenin yeniden baglamasi ve ilerlemesi mayotik yeterliligin
kazanilmasina baglidir. Mayoz boliinmenin yeniden baslamadan Once gelisim
fazinda oosit mRNA ve protein biriktirir ve bu birikim mayoz bdliinmenin

tamamlamasi i¢in gereklidir (Nakanishi ve ark., 2006; Liang ve ark., 2007). Mayotik
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gelisim Onemli diizenleyici proteinlerin kontrolii altindadir. Bu proteinlerin
iiretiminin diizenlenmesi fosforilasyon, lokalizasyon ve degradasyon aracilifiyla
basarilir. Kilit noktalardaki herhangi bir degisim matiirasyon yetmezligi ile

sonuglanir.

2.6. Kisspeptin

2.6.1. Kisspeptin ve Reseptoriiniin Molekiiler Yapisi

KISS1, kisspeptini kodlayan gen, 1996 yilinda insan malign melanoma
metastazinin baskilayicisi olarak kesfedildi (Lee ve ark., 1996). Hersey sehrinde
kesfedilen bu gen, sehirde iiretilen iinlii ‘kisses’ ¢ikolatalarindan ismini almustir.
KISS1 ismindeki ‘SS’ ise anti metastatik etkilerini de simgeleyen baskilayic1 dizi

“supressor sequence” olarak bilinir.

KISS1 geni, kromozom 1q32 de lokalize ve ilk ikisi translasyona ugramayan
dort eksondan olusur (West ve ark., 1998). KISS1 geninin ilk prepro-kisspeptin
olarak translasyonu ger¢eklesir (Kisspeptin -154, 145 amino asit). Bu peptit, dibazik
aminoasit iceren kisimlarindan proteolitik yikimlar aragiligi ile C-terminalleri ortak,
4 farkli amino asit sayisina sahip biyoaktif kisspeptin formlarina doniistiiriillmektedir
(Kisspeptin 54, - 14, -13, -10). Kisspeptin -54 formu (54 amino asit igeren) yani sira
diger formlarinda bulunmasi sebebiyle , proteolitik yikimlarin prepro-kisspeptin N-

terminal bolgesinden gergeklestigi ve biyo-aktif peptidlerin olustugu diisiiniilmiistiir.

Bugiin KISS1R olarak isimlendirilen G-protein reseptorii, ilk olarak sigcan
beyninde ve sonrasinda insanda 2001 yilinda tanimlandi (Muir ve ark., 2001; Ohtaki
ve ark., 2001). KISS1R, kromozom 19p13.3 bdlgesinde, 5 ekson igermektedir ve 398
amino asit ile yedi gecisli hidrofobik membran domainden olusur (Muir ve ark.,
2001). Galain reseptor ailesi ile amino asit dizilimi bakimindan %40 benzerlik
gosterir, fakat galain ve galain benzeri peptitler bu reseptore baglanmaz (Lee ve ark.,
1999). Kisspeptinin reseptorii olan KISS1R ile baglanmasi sonucunda fosfolipaz C
aktive olur ve sekonder intraselliiler mesaj olarak inositol trifosfat ve diagilgliserol

araci Ca™® salmmi gergeklesir. Protein kinaz C aktivasyonu ile kisspeptin
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fonksiyonunu yerine getirir (Muir ve ark., 2001; Liu ve ark., 2008; Constantin ve

ark., 2009).

2.6.2. Insanda Kisspeptin Noron Lokalizasyonu

Kisspeptin ndronlarinin lokalizasyonu hakkindaki ilk caligmalar, pre/post-
menapozal kadin otopsilerinden elde edilen beyin dokularinda yapilmistir (Rometo
ve ark., 2007). Son galigmalar ile, hem erkek hem de kadin otopsi drneklerinde,
kisspeptin néron govdelerinin biiyilk ¢ogunlugunun infundibular nukleuslarda
oldugu dogrulanirken, rostral preoptik alanda kisspeptin néronlarindan yogun ikinci

bir bolge oldugunu gosterilmistir (Hrabovszky ve ark., 2010).

Kisspeptin ndoronlar1 farkli tiirlerde infundibular /arkuat c¢ekirdeklerde
lokalize olurken, rostral alanda lokalize olanlar insan da dahil olmak iizere tiire
Ozgiidiir (Clarkson ve Herbison, 2006; Pompolo ve ark., 2003; Ramaswamy ve ark.,
2007; Clarkson ve ark., 2009; Hrabovszky ve ark., 2010). Rodentlerde rostral alan,
anteroventral periventrikiiler ¢ekirdekler (AVPV) ve periventrikiiler ¢ekirdeklerde,
periventrikiiler alanin devami figiincii ventrikiiliin rostral periventrikiiler olarak
bilinen alaninda lokalizedir (Clarkson ve Herbison, 2006; Clarkson ve ark., 2009).
Insanlarda ise kisspeptin ndron govdeleri rodentlerden farkli olarak rostral
periventrikiiler alanin yerine preoptik alana yayilmistir (Pompolo ve ark., 2003;

Oakley ve ark., 2009; Hrabovszky ve ark., 2010).

Insanda, GnRH ndrosekresyon bolgesi olan infundibular sapin yogun
perikapiller pleksusunu Kisspeptin aksonlar1 olusturur (Hrabovszky ve ark., 2010).
Rodentlerde, koyunlarda ve maymunda Kisspeptin ve GnRH aksonlar1 arasinda
akso-somatik, akso-dentritik ve akso-aksonal baglantilar infundibular sapta
gosterilmistir (Clarkson ve Herbison, 2006; Ramaswamy ve ark., 2007; Smith ve
ark., 2008a; Hrabovszky ve ark., 2010; Uenoyama ve ark., 2011). GnRH noronlar1
Kisslr mRNA eksprese eder (Irwig ve ark., 2004; Han ve ark., 2005; Messager ve
ark., 2005). Bu bilgiler, kisspeptin ve GnRH norosekresyonu arasinda baglanti
oldugunu gosterir. Ancak insanlarda tim GnRH noronlari ile kisspeptin ndéronlarinin

tiimii arasinda baglant1 goriilme siklig diigiiktiir.

22



Kisspeptin noron toplulugu baska noropeptitler ile birlikte eksprese olur.
Hipotalamusta kisspeptin, nérokinin B ve dinorfin siklikla birlikte lokalizedir. Post-
menapozal disilerde, kisspeptin ve norokinin B’nin ekspresyonlar1 infundibular
bolgede benzer lokalizasyondadir. Kisspeptinden farkli olarak, nérokinin ve dinorfin
ekspresyonlar1 rostral preventrikiiler alan ve preoptik alanda mevcut degildir.
Insanda niikleus ve rodentlerde arkuat niikleus noronlar1 bu ii¢c peptit icin ortak
ekspresyon bolgeleridir ve KNDy ndronlart olarak isimlendilir (Cheng ve ark.,
2010). Rostral preventrikiiler alan ve preoptik alandaki kisspeptin néronlar1 KNDy

néronlari degildir.

2.6.3. Kisspeptin Noron Topluluklarimin Farkh Fizyolojik Fonksiyonlar

Infundibular niikleus ve arkuat niikleuslardaki KNDy néronlart GnRH néron
govdeleri ve norosekretuar terminallere etkisini gostererek GnRH sekresyonunu
aktive eder (Krajewski ve ark., 2005; Ciofi ve ark., 2006; Ramaswamy ve ark.,
2007). KNDy noronlari, insanda GnRH ndron gdvdeleri ve dendritleri direk
baglantilar yaparak, median emimens'e kadar uzanirlar (Krajewski ve ark., 2005;
Ciofi ve ark., 2006; Clarkson ve Herbison, 2006; Ramaswamy ve ark., 2007; Dahl ve
ark., 2009). KNDy noronlar birbirleri ile baglantili ve kontrollii olarak, koordineli
ve pulsatif GnRH salinimini uyarirlar (Foradori ve ark., 2002; Burke ve ark., 2006;
Lehman ve ark., 2010).

Kisspeptin aracili GnRH stimulasyonu seks steroidlerine bagimlidir. Ostrojen
ve progesteron hem AVPV, hem de arkuat/infundibular bolgede seks steroid
reseptorleri aracilifn ile kisspeptin aktivitesini diizenler (Ciofi ve ark., 1994;
Goubillon ve ark., 2000; Foradori ve ark., 2002; Smith ve ark., 2005; Franceschini ve
ark., 2006).

Kisspeptin noronlart cinsiyete gore degisim gosterir. Disi hipotalamusu
infundibular niikleuslar ve ventral periventrikiiler bolgede erkeklere oranla bariz
olarak daha yogun kisspeptin noron hiicre uzantilarina sahiptir. Rostral

periventrikiiler bolgedeki kisspeptin noron govdeleri sadece disilerde gozlemlenir
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Infundibular alanda erkeklerde cok az sayida Kkisspeptin hiicre gdvdesine

rastlanirken, disilerde ¢ok yogundur (Hrabovszky ve ark., 2010).

2.6.4. Kisspeptin ve GnRH Sekresyon Diizenlenimi

Kisspeptin, hayvan modellerinde ve insanda hipotalamo-hipofizer-gonadal
aksin potansiyel stimiilatoriidiir. Kisspeptin, direkt etkisini GnRH néronlarindaki
kisspeptin reseptoriine baglanarak gosterir ve GnRH’mn portal dolagima salinimim
takiben adenohipofizdeki gonadotroplardan FSH ve LH sekresyonunu baslatir.
Kisspeptin insanlarda gonadotrophin salinimini diizenler, hem LH hem de FSH
sekresyonunu stimiile eder, 6zellikle LH tizerindeki etkisi daha belirgindir (George

ve Seminara, 2012).

2.6.5. Kisspeptin ve Gonadotrophinlerin Ovaryan Dongiide Sekresyonlari
Sicanlarin hayvan modeli olarak kullanilmas: ile birlikte, kisspeptinin disi
gonadotrophin aksinin kontroliindeki potansiyel fizyolojik rolleri ovaryan dongi
igerisinde tanimlanmistir (Roa ve ark., 2006). Siganlarda proostrus evresinden Ostriis
evresine gecis doneminde intraserebral kisspeptin enjeksiyonunun maksimum seviye
LH sekresyonunu aktive ettigi gosterilmistir. Aslinda 6striis dongiisiiniin sabahinda,
pre-ovulatuar LH piki {izerinden heniiz 12 saatten az bir siire gegse de, Kisspeptin-10
maksimum LH salinimini tetiklemektedir. Kisspeptinin LH salinimina en az etkisi
ise didstrus evresinde gdzlemlenmistir. Bu veriler degerlendirildiginde, dongiiniin
her evresinde kisspeptine cevap olusturma yetenegi olsa da, proostriis evresinden
Ostriis evresine gegerken kisspeptin  LH salimiminda maksimum etkisini

gostermektedir.

2.6.6. Kisspeptin ve Gonadotrophinlerin Ovaryum Ekspresyonlari

Son yillarda yapilan klinik ve deneysel gozlemler bir araya getirilip
degerlendirildiginde, hipotalamik KISS1 sinyal sisteminin iireme sisteminin
noéroendokrin kontroliindeki rolii gosterilmistir ve buna ek olarak hipotamalo-
hipofizer-gonadal aks (HPG) iizerinde diger modiilator faaliyetlerinin olabilecegi de

diistiniilmiistiir. Kisspeptin ve GPR54’iin hipotalamik etkilerinin yaninda, hernekadar
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ovaryan aksta farkli bolgelerde ekspresyonlar1 gosterilmis olsa da, periferal etkileri

gbzden kacabilmektedir.

2.6.7. Kisspeptin ve Puberte

Insan pubertesinde kisspeptin ve reseptori  (KISS1R/GPR54) sinyal
sisteminin 6nemli roli kisspeptinin iireme fonksiyonlarindaki kesin diizenleyici
rollerinin tanimlanmasi ile gdsterilmigtir. KISSIR geninde nokta mutasyonlart ve
delesyonlara bagli olarak hipogonadotrophik hipogonadizm olgularinda hasarli
pubertal gelisimler raporlanmistir (de Roux ve ark., 2003; Seminara ve ark., 2003).
KISS1R gen mutasyonlar1 hem akrabalar arasinda hem de bagimsiz hastalarda
gosterilmistir. Bununla birlikte, kisspeptin reseptor ekspresyonunu aktif hale getiren
mutasyonun (Arg386Pro) tanimlandigi bir olguda, erken puberte baslangici
goriiliirken, bu mutasyonunun genetik gecisi tanimlanamamistir (Teles ve ark.,
2008). Ug pre-puberte olgusunda da KISS1 geninde mis-sence mutasyon (yanlis

anlam mutasyonu) tespit edilmistir.

2.6.8. Kisspeptin ve Final Qosit Matiirasyonu

Kisspeptin son zamanlarda disi iireme sisteminin ndéroendokrin
diizenlemesinde en dnemli rolii oynadigi tanimlanan bir peptit hormondur (Seminara
ve ark., 2003). 1970’1i yillarda GnRH’ 1n kesfinden sonra, GnRH dalgalanmalarin
saglayan mekanizmanin anatomik yerlesiminin belirlenmesi i¢in ¢aligmalar
yapilmistir.  Hipotalamustaki  kisspeptin  noronlarinin  kesfi ile, GnRH
dalgalanmalarindan sorumlu olan etkin lokalizasyonun kisspeptin ndronlarinin
bulundugu infundibular ¢ekirdek ve pre-optik alan oldugunu gostermistir (Schally ve

ark., 1971).

KISS1 geni tarafindan kodlanan ve hipotalamik bir peptit olan kisspeptin,
gonadal aksin kontroliinde temel rolii oynar ve pubertenin baslangici, seks
hormonlar1 aracili gonadotrophinlerin salgilanmasinin regiilasyonu ile fertilitenin
kontrolii tanimlanmig gorevleridir (Pinilla ve ark., 2012). Kisspeptin direk olarak

GnRH noronlarindaki reseptorii araciligi ile GnRH’1in portal dolagima salmimini
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saglayarak anterior hipofizdeki gonadotroplardan FSH ve LH salinimimi indiikler

(Skorupskaite ve ark., 2014).

Kisspeptin, hipotalamo-hipofizer-gonadal aksin potansiyel diizenleyicisidir.
Insanlarda, ovulasyon sirasinda eksojen Kissl’in LH sekresyonu iizerindeki
diizenleyici etkileri ilk deneysel calismalara dayanmakla beraber, yeni ¢aligmalar
Kiss1’in ovulasyonda LH pikindeki potansiyel roliinii gostermektedir. Eksojen
kisspeptin, pre-ovulatuar fazda uygulandiginda LH sekresyonunu 3-4 kat arttirici etki
gosterir ve tekrarlanan dozlarda (iki glinde bir uygulama) menstriiel dongiyi
kisaltarak saglikli bireylerde LH pikinin olugsmasina katkis1 gosterilmistir (Jayasena
ve ark., 2011). Kisspeptinin ovulasyonun kontroliindeki merkezi ve lokal rolleri
henliz tam olarak her yOniiyle tamimlanamamis olsa da, ilk veriler kisspeptin
uygulamasiin hayvan ¢alismalarinda final oosit matiirasyonundaki roliinii
gostermistir (Saadeldin ve ark., 2012). Buna ek olarak in vitro fertlizasyon tedavisi
goren hastalara, kisspeptin uygulamasi efektif olarak LH yiikselisini baslatarak final
oosit matiirasyonunu indiikledigi ve bu uygulama elde edilen oositlerin fertilizasyonu

ve transferi sonucunda basarili canli dogum rapor edilmistir (Abbara ve ark., 2013).

2.7. Siklooksijenazlar (COX)

Siklooksijenazlar aragidonik asitten prostaglanoidlerin sentezinde ilk iki
basamak olan siklooksijenasyon ve peroksidasyon asamalarmi katalize eden
enzimlerdir. Prostanoidler prostaglandinler, prostasiklinler ve tromboksanlar olmak
lizere li¢ ana gruba ayrilirlar. Ovulatuvar siire¢, preovulatuvar follikiil riiptiiri ve
maternal germ hiicresinin salinimi ile sonuglanan bir takim biyokimyasal ve
fizyolojik siirecleri kapsar. Tiim bu siirecler, hiperanemi, 16kosit ekstravazasyonu
gibi inflamatuar reaksiyonlar ile proteolitik ve kollejenolitik aktivitelerin akut
isaretlerini tagir (Espey 1980). Inflamatuvar reaksiyonlarda merkezi rol oynayan
prostaglandinlerin ovulasyonda anahtar rol oynadiklarimin anlasilmasiyla birlikte,

siklooksijenazlarin kesfi bu alanda doniim noktalarindan biridir.
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2.7.1. Siklooksijenaz: Yap1 ve Fonksiyonlar

Ovulasyon, biyoaktif lipid substratlarinin lokal faaliyetlerine bagli olarak
islevsellesen, bir set genin erken indiiksiyonu ile tetiklenen LH sinyal sistemi ile
iligkilidir. Bu substratlarin en 6nemli ikisinden biri olan “eicosanoid” 3 basamakta
sentezlenir:
1. Membran fosfolipidlerinden, fosfolipaz A2 tarafindan arasidonik asit salinir,
2. Arasidonik asit sikloksijenaz tarafindan prostaglandin H2 ye doniistiiriiliir
3. Sentetazlar tarafindan biyolojik aktivitesine gore terminal formasyonu belirlenir

(Shimizu ve Wolfe 1990; Funk 2001).

Prostaglandin sentezinde anahtar sinirlayict basamagin siklooksijenaz (COX)
aktivitesine bagli oldugu kabul edilmektedir. COX ayni zamanda, prostaglandin
sentaz (PGS), prostaglandin endoperoksit sentaz (PGTS) ya da prostaglandin G/H
sentaz (PGHS) olarak da isimlendirilir.

Ovulasyonda COX yolagmin rolii iyi tanimlanmistir. Ovulasyonun miirin
modelinde, follikiil riiptiiriinde, kumulus ekspansiyonunda PTGS2 ve PGE2-EP2
sinyal yolagi dnemli rol oynamaktadir (Hizaki ve ark., 1999; Matsumoto ve ark.,
2001; Ochsner ve ark., 2003; Sirois ve ark., 2004). PTGS2 ve PGE2-EP2 sinyal
yolagimin farmakolojik ya da genetik inhibisyonu potansiyel olarak ovulasyonun
baskilanmasi ile sonuclanir (Espey ve ark., 1980; Tanaka ve ark., 1991; Lim ve ark.,

1997; Mikuni ve ark., 1998).

Potansiyel olarak inflamatuar reaksiyonlarin baglamasinda rol oynamasi
nedeniyle, COX primer olarak non-steroidal anti-inflamatuvar ilaclarin (NSAID)

hedefidir.

2.7.2. Cox-1

Homeostatik fonksiyonlarda siirekli prostaglandinlerin sentezinden sorumlu
esas form olarak tanimlanir (Smith ve ark., 2000). Yapis1 ilk olarak koyunlarda
tanimlansa da sonrasinda birgok memeli formunda tanimlanmigtir. COX-1; 9.
kromozomda q32 — g33.3 bolgeleri arasinda lokalize olup, 22 kilo baz 11 ekson
icermektedir. mRNA traskripti ise 2.8 kb. olarak 600-602 amino asit kodlar (Tanabe
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ve Tohnai, 2002). Cox-1 bir ¢ok dokuda konstitutif olarak ekspresyon gosterir.
Genellikle bu enzimin “house-keeping” formu olarak tanimlanir ve rutin platelet

migrasyonu ile gastrik asit salgisinin diizenlenmesinde gorevlidir.

2.7.3. Cox-2

COX-2 bir ¢ok dokuda tespiti miimkiin olmayan ekspresyon diizeylerinde
olmasina karsin, inflamatuvar ya da patolojik bir stimiilasyon ile indiiklenebilir ve
eksprese edilir. (Smith ve ark., 2000). COX-2 DNA yapisi ile COX-1 genine gore
daha kompakt bir yapidadir. COX-2; 1. kromozomda g25.2 — q25.3 bolgeleri
arasinda lokalize olup, 8.3 kilo baz 10 ekson i¢cermektedir. mRNA traskripti ise 4.4
kb. olarak 606 amino asit kodlar (Tanabe ve Tohnai, 2002). Cox-2 ekspresyonu,
salindig1 hiicrelerde spesifik bir uyaran tarafindan indiiklenir. Bu nedenle

siklooksijenezlarin indiiklenebilir formu olarak tanimlanir.

28



3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Aragtirma Laboratuvarlari, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dali Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi Embriyoloji Laboratuvar1 ve Immiinoloji

Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Calisma 6ncesinde Uludag Universitesi Etik Kurulunca 29.09.2015 tarih ve
2015-17/14p sayil1 kararla ¢calismanin gerceklestirilmesinde etik sakinca olmadigina
karar verildi. Hastalardan ¢alismaya katilimlari i¢in sozlii bilgilendirmeye ek olarak,

goniillil / hasta katilim formlar1 ile onam alind.

Calisma kapsaminda, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Uremeye Yardimei Tedavi Merkezinde Eyliil 2015 — Mayis 2016
tarihleri arasinda gergeklestirilen rutin dongiilerden 75 adet yardimli iireme dongiisii
incelenerek, 32 dongii calisma kapsam ve kriterlerine uygun bulunarak &rnek

alinmasina hasta onami sonrasinda karar verildi.

3.1. Hasta Popiilasyonu ve Gruplar

Calisma kapsaminda Uludag Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum AbD
Ureme Saghig ve infertilite Poliklinigine basvuran ve infertilite teshisi konularak
tiremeye yardimci tedavi uygulamasina alman, infertilite etyolojisi agir
endometriyozis, agir oligoastenoteratozoospermi ya da azospermi diginda kalan ve
39 yag ve altindaki kadin hastalar goniilli olmalar1 durumunda calismaya dahil
edildi. Infertilite sebebi olarak goriilen etyolojiler ile beraber viicut kiitle indeksi,
endokrin profil, uygulanan tedavi yontemi ve dozu gibi klinik parametrelerde analiz

edilmek tlizere kayit altina alindu.

Caligma kapsaminda elde edilen oosit drneklerinin matiirasyon basamaklarina

gore, hastalara ait numuneler 2 farkli deney grubu ve kontrol grubu olarak ayrildi.
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Grup 1; immatiir oosit (metafaz I ve germinal vezikiil asgamasinda) ve oositi
cevreleyen kumulus hiicreleri, serum ve follikiil sivist (n= 10)

Grup 2; matiirasyonunu tamamlamis (metafaz II asamasinda), fakat
fertilizasyonu gerceklesmeyen oosit ve oositi ¢evreleyen kumulus hiicreleri, serum
ve follikiil s1vis1 (n= 16)

Grup 3 (Kontrol grubu); matiirasyonunu tamamlamis metafaz Il asamasinda
olup, fertilizasyonu gerceklesen oositler embriyo gelisimi nedeniyle calisma
kapsamina alinmadi. Bu oositlerin i¢inde bulundugu follikiil sivisi, oositleri
cevreleyen kumulus hiicreleri ve oositin elde edildigi hastanin kan serum ornegi

kontrol grubunu olusturdu (n= 26) (Tablo: 1).

Tablo 1: Gruplara gore 6rnek dagilim

Kumulus
Serum | Follikiil Sivisi QOosit Hiicresi
Grup 1 (Immatiir) 10 10 10 10
Grup 2 (Matiir) 16 16 16 16
Grup 3
(Kontrol Grubu) 26 26 - 26

3.2. Ovaryan Stimiilasyon Protokolii

Ovaryan stimiilasyon protokoliiniin se¢iminde, hasta karakteristik
ozelliklerine uygun olarak belirlenen dozda rekombinant FSH (r-FSH) uygulamasini
takiben, GnRH antagonist ya da agonist uygulamasi ile hipofizer baskilama yapildi.
Follikiil boyutlan giinliik ya da iki giinde bir transvajinal ultrason (TVUSG) aracilig1
ile olciilerek degerlendirildi. Follikiil ¢ap1 en az 18 mm olan bir ya da birden ¢ok
follikiil gozlemlenmesini takiben, final oosit matiirasyonunu gerceklestirmek
amaciyla, en yiiksek doz r-FSH uygulanmasindan 36 saat sonra ovulasyon
indiiksiyonu i¢in 6500 IU rekombinant hCG ya da 100 mg/ml leuprolide asetat
GnRH agonist uygulamasi yapildi.
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3.3. Serum, Follikiiler Sivi1 ve Oosit Eldesi

Oosit toplama igslemi (OPU) saati hCG uygulamasini takiben 36. saat olarak
belirlendi. OPU giinii hastalardan ortalama 7cc vendz kan alimi yapildi. Elde edilen
kan ornekleri 30-60 dakika 37°C sicakliginda etiiv igerisinde koagiilasyonun
gerceklesmesi igin bekletildi. Bu islemi takiben 12.000xG hizinda 15 dakika santrifiij
edildi ve serum eldesi gerceklestirildi. Elde edilen serum &rnekleri etiketlenerek

¢alisma zamanina kadar -80 °C de saklandi.

Intravenéz sedasyon altinda transvajinal ultrason kilavuzlugu ile OPU
yapildi. OPU isleminde, vajen sag ve sol arka duvarindan ultrason probu ile birlikte
18 mm capli gauge igne araciligl ile sag ve sol ovaryum follikiillerine girildi.
Ovaryumda ulagilabilen follikiillere 110-120 mmHg basing uygulanarak follikdil
s1vist ve oosit aspirasyonu gergeklestirildi. Herbir ovaryumda elde edilen ilk follikiil
stvist ve oosit caligma kapsaminda degerlendirilmek {izere ayrildi. Transvajinal
ultrason yardimi ile aspire edilen follikiillerin ¢aplar1 aspirasyon oncesinde Olgiilerek
kayit altina alind1 (Sekil 6). Antrum icerisindeki follikiil sivisin1 ve oosit-kumulus
kompleksini (OCC) igeren aspirat stereomikroskop altinda incelenerek, OCC follikiil
stvisindan pipetle ayrildi. OCC, iizeri parafin yag (Ovoil) ile kapli dig ortam
medyumu i¢ine alinarak (G-MOPs medium) yikanmasi1 gergeklestirildi ve inkiibator
icine almana kadar laboratuvar ortaminda OPU islemi bitene kadar bekletildi. OPU
islemi tamamlandiktan sonra toplanan OCC’leri iizeri parafin yag ile kapl
fertilizasyon medyumu (G-IVF medium) igeren isaretli kiiltiir kaplarina ayri ayri
tasinarak, 2-4 saat 37°C’de, %98 nem, %5 O, ve %7 CO; igeren inkiibator ortaminda
bekletildi.

Calismaya alinan ve numaralandirilmig OCC’nin i¢inde bulundugu follikiil
stvilart ayri ayrt diger hiicre ve sivilardan izole edilmesi i¢in 1600xG hizinda 3
dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar etiketlenerek ELIZA islemine kadar -80 °C de

saklandi.
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Bu kapsamda OPU islemi siirecinde hasta kan serumu, OCC’leri ve oositin
mikro ¢evresini olusturan follikiil sivilarinin kontrol ve deney gruplarini olusturmak

iizere toplanma asamasi gergeklestirildi.

5101 3 21e/214 0Z 04,2016  13:04:34
CTE-3108 TG Thuraday

Patient :

Sekil 6: TVUSG follikiil ¢cap dl¢iimii

3.4. Oosit Niiklear Matiirasyon Degerlendirmesi ve Intrasitoplazmik Sperm
Enjeksiyonu

OPU isleminin ardindan matiirasyonunu tamamlamasi igin fertilizasyon
medyumunda 2-4 saat inkiibe edilen OCC’leri inkiibator disina alinarak ppd
enjektorii yardimiyla kumulus hiicreleri ve oosit-korona hiicrelerinin birbirinden
mekanik olarak ayrilmasi gergeklestirildi. Oosit-korona hiicreleri %2 hyaluronik asit
iceren dis ortam medyumunda pipetlenerek kimyasal ve mekanik olarak oositin
etrafindaki follikiil hiicrelerinden tamamiyla ayrilmasi saglandi (denudasyon iglemi).
Mekanik olarak ayrilan kumulus hiicreleri etiketlenmis dis ortam medyumu igeren

ependorflara alinarak -80 °C de saklandi.
Deniidasyon sonrasinda tiim oositlerin inverted mikroskop altinda niiklear

matiirasyon asamalar1 tayini yapildi. Oositlerin niiklear matiirasyonu 1. kutup

cisimcigi ve germinal vezikiil varligi dikkate alinarak degerlendirildi.
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- Ooplazmasinda germinal vezikiil igeren oositler GV agsamasinda immatiir
oosit olarak kaydedildi.

- GV wyikimi gerceklesmis, ooplazmada ¢ekirdegin goriilmedigi, ayni
zamanda perivitellin aralikta 1. kutup cisimciginin goriilmedigi oositler metafaz I
asamasinda immatiir oositler olarak kaydedildi.

- Ooplazmasinda GV goriilmeyen ve perivitellin aralikta 1. kutup
cisimciginin goriildiigii oositler matiir, metafaz Il asamasinda oositler olarak

kaydedildi.

Niiklear matiirasyon siirecinde I. mayozunu tamamlamis, II. mayozun
metafaz I asamasinda olan oositlere ICSI yapildi. Elde edilen Metafaz-1 ve GV
asamasindaki oositler ise matiirasyonlarinin tamamlanmasi i¢in 18-24 saat siireyle
kiiltiir ortaminda bekletildi. Inkiibasyon éncesi GV yada metafaz I asamasinda olup,
inkiibasyon sonrasinda metafaz I asamasina ulasan oositlere ICSI (OPU sonras1 2.
giin) uygulandi. Inkiibasyon sonrasinda halen perivitellin araliginda 1. kutup
cisimcigi goriillmeyen metafaz [ asamasindaki oositlere de, fertilizasyonun
gerceklesmesi miimkiin oldugu ic¢in ICSI uygulandi. Inkiibasyon sonrasi GV
asamasinda kalan (Grup 1), metafaz 1 agsamasinda olup ICSI sonrasi dollenmeyen
(Grup 1) ve metafaz Il asamasinda olup ICSI sonras1 déllenmeyen (Grup 2) oositler
calisma kapsamina alindi. Oositler dis ortam medyumu iceren ependorflara
alinarak, -80 °C de saklandi. Metafaz II asamasinda olup, ICSI sonrasi dollenen
oositlerin hasta kan serumu, kumulus hiicreleri ve follikiil sivilar1 ¢aligma kapsamina

alind1 (Kontrol grubu).

3.5. RNA izolasyonu

Calisma kapsaminda 6rnek eldesi gergeklestiren 32 hastanin 52 ayr1 kumulus
Oorneginin, 10 immatiir oosit, 16 fertilize olmayan oosit olmak iizere toplam 26
oositinin “Quick-RNA TM MicroPrep” (katalog no:R1051, ZYMO RESEARCH
CORP., U.S.A) ticari kit yardimi ile RNA izolasyonu gergeklestirildi. Tiim &rnekler,
dondurulup ¢6zme sonrasinda 500xG hizinda 3 dakika santrifiij edildi, hiicrelerin

pellet olarak toplanmasi saglandi ve dondurma soliisyonu uzaklastirildi. Kit
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icerigindeki lizis ve yikama tamponlarina ek olarak, DNase | enzimi uygulamasi

retici firmanin protokolii takip edilerek RNA izolasyonu gergeklestirildi.

3.6. RNA Saflik Tayini

Omeklerin RNA’lar1 15 pl RNaz-free su icerisinde elde edilmis olup,
safliklar1 260 nm’de RNA’nin ve 280 nm’de DNA ve proteinin vermis oldugu
absorbans 6l¢iildii. 260nm/280nm absorbans oranindan RNA safligi saptandi. O.D.
260/ O.D. 280 oran1 1,7-1,8 olarak okunan RNA’lar saf olarak kabul edildi.

3.7. ¢cDNA Eldesi

Saflik tayini sonrasinda, uygun olan 6rneklerin “SensiFAST cDNA Synthesis
Kit” (katolog no: BIO-65053, BIOLINE LIFE SCIENCE COMP., U.S.A) ticari kit
yardimi ile cDNA eldesi gerceklestirildi. Her 6rnek igin, 5X TransAMP Buffer 4ul
Reverse Trascriptase enzimi 1ul, 100 ng/ul olacak sekilde 6rnek miktar1 ve toplam
reaksiyon hacimi 20 pl’ ye dH,O ile tamamlandi. Enzim aktivasyon kosullar1 olarak;
25°C’de 10 dakika — ilk baglanma, 42°C’de 15 dakika — revers transkripsiyon,
85°C’de 5 dakika — enzim inaktivasyonu ve 4°C’de reaksiyon sonlanmasi olarak kit
tiretici firma protokolii uygulandi. Elde edilen ¢cDNA o&rnekleri galisma zamanina

kadar -20°C’de sakland:.

3.8. RT - PZR (Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Elde edilen cDNA 6rneklerinden, Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kumulus
hiicreleri tek ve oositler ¢ift tekrarli olmak tizere KISS1, KISS1R ve COX-2 genleri
calisildi. “The SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit” (katolog no: BIO-92020,
BIOLINE LIFE SCIENCE COMP., U.S.A) ticari kit yardimi ile gen ekspresyon
analizi SYBR Green problan ile gerceklestirildi. Kit igeriginde yer alan; 2x
SensiFAST SYBER Hi-ROX Mix 10ul, 10uM konsantrasyonunda olarak sekilde
Forward ve Revers Primerler (0,4 pl), cDNA 6rnegi ve toplam reaksiyon hacmi 10

ul” ye dH,O ile tamamlandi. Primer dizayni1 Tablo 2’ de verilmistir.
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Tablo 2: Genlere ait primerler dizaynlar:

Gen Primer Dizi Bilgisi Beklenen
Gen Uriinii

KISS1 Forward - 5'- 295 baz cifti
(NM _002256.3) CCACTTTGGGGAGCCATTAG-3’

Reverse- 5'-

CCAGTTGTAGTTCGGCAGGTC-3'
KISS1R Forward- 5'- 166 baz cifti
(NM_032551.4) GGACGTGACCTTCCTCCTGT-3'

Reverse - 5'-

GTACCAGCGGTCCACACTCA-3'
COX-2 Forward - 5°- 106 baz cifti
(NM_000963.3) GTTCCACCCGCAGTACAGAA -3’

Reverse - 5°-

AGGGCTTCAGCATAAAGCGT -3’
Glyceraldehyde-3- | Forward - 5’- 185 baz cifti
phosphate GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’
dehydrogenase
(GAPDH) Reverse - 5°-
(NM_001289746.1) | GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3’

Hazirlanan reaksiyon karigimi polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmek
iizere, 96 Ornek analizi gergeklestirilebilen seffaf kuyucuklar igeren plakaya
yiikklendi. “The LightCycler® 480 Real-Time PCR System” (Roche Ltd.,
Switzerland) kullanilarak orneklerin yiiklendigi plakalarda enzimatik reaksiyon ve
465-510 nm dalga boyunda Olgiimler ile prob 1sima oranina bagimli olarak
ekspresyon seviye tayini gerceklestirildi. Enzim aktivasyon kosullar1 olarak; 95°C’de
2 dakika — polimer aktivasyonu, 95°C’de 5 saniye — denatiirasyon, 65°C’de 20 saniye
— polimer baglanma ve uzama olarak 40 tekrarlayan dongii kit iiretici firma protokolii
uygulandi. Tiim Ornekler ayr1 olarak KISS1, KISS1IR ve COX-2 genleri gen
ekspresyon seviyesi, referans gen olan “Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

— (GADPH)” ekspresyonuna gore goreceli olarak 22T yontemine gore hesaplandi.

3.9. ELISA

Serum ve follikiiler sivida; kisspeptin (katalog no:201-12-4106, Sunred
Biological Technology, Sangay), kisspeptin reseptorii (katalog no:201-12-4107,
Sunred Biological Technology, Sangay) ve siklooksijenaz — 2 (katalog no:201-12-
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0781, Sunred Biological Technology, Sangay) seviyeleri, “enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA)” yontemine dayanan ticari kitlerle iiretici 6nerilerine
gore dl¢iildii. Bu prosediirde, drnekler ve standartlar antikorlari ile kaplanmis ELIZA
plak cukurlarina mikropipet araciligr ile yiiklendi. Tiim Orneklere biyotin isaretli
antikor soliisyonu ve onu takiben streptavidin-HRP yiiklemesi yapilarak 1 saat 37 °C
de karanlik ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kit icerindeki yikama
soliisyonu ile 5 defa tiim Ornekler yikandi. Kromojen substrat soliisyonlarmin
eklenmesinin ardinan, ornekle 450 nm dalga boyu ile optik dansiteleri ol¢iildii.
Orneklerdeki analit konsantrasyonu standart egriye gore hesaplandi. KISS1, KISS1R
ve COX-2 Elisa kitlerinin sirasiyla sensivitesi 4.776 pg/ml, 0,175 ng/ml, 2,125 U/L ;
6l¢lim aralig1 5-1500pg/ml, 0,2-60 ng/ml, 3-1000 U/L ; ¢alisma i¢ci CV <%10, <%10,
<%38; ¢alismalar aras1 CV <%12, <%12, <%11 idi.

3.10. istatistiksel Yontem

Verinin istatistiksel analizi SPSS23.0 istatistik paket programinda yapildi.
Verinin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
Tanimlayici istatistikler medyan, minimum, maksimum ve standart sapma degeri
olarak belirtildi. Normal dagilim gostermeyen veri ig¢in gruplar arasinda
karsilastirmasinda Kruskal-Wallis testi, grup ici karsilagtirmasinda Mann-Whitney U
testi kullanildi. Normal dagilim gostermeyen veri igin kolerasyon analizinde

Spearman’s Rho testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak belirlendi.
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4.BULGULAR

Calisma kapsaminda ornek toplanmasina karar verilen ve onam alinan
toplamda 32 hastadan; 32 kan serum Ornegi, 52 follikiil sivisi, 52 farkli kumulus
hiicre toplulugu ile 10 immatiir ve 16 matiir- fertilizasyonu gergeklesmeyen toplam
26 oosit degerlendirildi. Hasta karakteristik 6zellikleri arasinda temel parametre olan
infertilite etyolojisi dagilimi Grafik 1’ de gosterildi. Agciklanamayan infertilite
olgular1 %6,3; tubal faktor %6,3; anovulasyon %9,4; endometriosis %9,4; erkek ve
kadin faktor %9,4; erkek faktdr %18,8 ve diisiik ovaryan rezerv (DOR) %40,6

oranlarinda dagilim gdsterdi.

Etyoloji Dagilimi
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Grafik 1: Hasta infertilite Etyolojileri Dagilim Yiizdesi

4.1. Hasta Karakteristik Ozellikleri Dagilim

Hasta yasi, viicut kiitle indeksi (BMI), bazal endokrin parametreleri,
uygulanan tedavi protokoliine yanit olarak elde edilen ortalama oosit sayisi ve
ortalama matiir oosit sayis1 dagilimi ve gruplar arasindaki degerlendirme (p-degeri)

Tablo 3°de verildi.

Hasta yag araligt minimum 24, maksimum 39 olup, ortalama 31,87 olarak

bulundu. Ortalama BMI 25,87£5,29; AMH seviyesi 2,39+2,37 ng/dl ve antral
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follikiil sayist 8,73+4,07°di. Bazal endokrin seviyelerine bakildiginda (menstrual
dongiiniin 3. giinli) FSH diizeyi 5,63+1,9 mIU/ml; LH diizeyi 5,05+2,19 mIU/ml; E2
52,1£38,20 ng/mL. ve ovulasyon indiiksiyon giinii E2 diizeyi 1394,87+£1047,24
ng/mL olarak saptandi. Ovaryan stimiilasyon protokolil i¢in kullanilan ortalama
gonadotrophin dozu 240,32+76,56 U olup, stimiilasyonu takiben elde edilen ortalama
toplam oosit sayis1 10,74+7,57 ve ortalama matiir oosit sayist ise 7,8+5,65 olarak
hesaplandi. Grup 1 ve Grup 2 arasinda hem ortalama toplam oosit sayis1 (p=0,01),
hem de ortalama matiir oosit sayisi (p=0,003) bakimindan Grup 2 lehine istatistiksel
anlamlilik goriildii. Matiir oosit sayisinin toplam oosit sayisina orani ise 0,7+0,27
olarak belirlendi. ICSI yapilan oositlerde total fertilizasyon orani 0,628+0,319 olarak
hesaplandi (Tablo 3).
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Tablo 3: Hasta Karakteristik Ozellikleri Dagilim

Hasta p degeri
Karakteristik Deger Standart | Gruplar | G1-G2 | G1-G3 | G2-G3
Ozellikleri | (min. — max.) | sapma arasi
Yas 31,87 (24-39) 3,86 0,788 0,953 | 0,626 | 0,518
25,87 (16,30-

BMI 37,40) 5,29 0,404 0,19 | 0,319 | 0,747
2,39 (0,01-

AMH (ng/dl) 8,4) 2,37 0,987 0,927 | 0,871 | 0,936

Antral Follikiil

Sayisi 8,73 (1-16) 4,07 0,673 0,529 | 0,381 | 0,763
5,63 (3,00-

FSH (mIU/ml) 10,5) 1,9 0,823 0,798 | 0,782 | 0,536
5,05 (1,60-

LH (mIU/ml) 11,30) 2,19 0,671 0,521 | 0,934 | 0,41

E2 (ng/mL) 52,1 (10-201) | 38,20 0,128 ]0,045* | 0,257 | 0,302

Ovulasyon

Indiiksiyon

Giini E2| 1394,87 (86-

(ng/mL) 5000) 1047,24 0,124 10,045*%| 0,13 | 0,579

Ortalama

Gonadotrophin | 240,32 (75-

Dozu (Unite) 375) 76,56 0,343 0,461 | 0,332 | 0,172

Ortalama

toplam  oosit

sayis1 (OS) 10,74 (1-32) 7,57 0,01* 0,03* | 0,013 | 0,743

Ortalama

toplam  matiir

oosit sayist

(MOS) 7,8 (0-22) 5,65 0,009* |0,003*| 0,1 0,583

Ortalama MOS

/ OS 0,7 (0-1) 0,27 0,792 0,086 | 0,053 | 0,658

Fertilizasyon

Orani 0,628 (0-1) 0,319 0,125 0,643 | 0,863 | 0,548

* p< 0.05 anlamh

4.2. Follikiiler Ortalama Cap

OPU iglemi Oncesinde transvaginal ultrason yardimi ile aspire edilen
follikiillerin ortama caplar1 Tablo 4> de verildi. Orneklerin elde edildigi ortalama
follikiil ¢aplar1 19,65 mm olup, gruplara gore degerlendirildiginde Grup 1, Grup 2 ve
Grup 3 i¢in sirasiyla 18mm=1,84; 20,6mm=1,96; 19,65mm=1,46 olarak hesaplandi.
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Grup 1- Grup 2 (p<0,001) arasinda Grup 2 lehine ve Grup 1- Grup 3 (p=0,007)

arasinda ise Grup 3 lehine istatistiksel anlamli farklilik tespit edildi.

Tablo 4: Follikiil Ortalama Caplar1

Follikiil (v)rtalal.na Standart p degeri p degeri
Cap1 (mm) deger (min. — | sapma (Gruplar (ikili karsilastirma)
max.) Arasi)
Grupl 18 (14-20) 1,84 G1-G2 |G1-G3 | G2-G3
Grup2 20,6 (17-24,5) 1,96 0,001~ <0,001* | 0,007* | 0,051
Grup3 19,65 (17-22) | 146

* p< 0.05 anlamh

Orneklerin elde edildigi ortalama follikiil gaplar ile follikiiler sivi Kissl,
KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlarinin gruplar arasindaki korelasyonu Tablo 5’de
verildi. Follikiil sivisindaki Kiss1 konsantrasyonu ile follikiil ¢aplari arasinda Grup 1
(KF: -0,055; p=0,88) ve Grup 2’de (KF: 0,087; p=0,748) korelasyon goriilmedi.
Ancak, follikiil ¢caplari Grup 3 (KF: 0,555; p=0,003) Kiss1 konsantrasyonu ile pozitif
korelasyon gosterdi. Benzer sekilde follikiil sivisindaki Kiss1R konsantrasyonu ile
follikiil ¢aplar1 arasinda Grup 1 (KF: -0,152; p=0,674) ve Grup 2’de (KF: -0,2;
p=0,459) korelasyon goriilmedi. Ancak, follikiil ¢aplar1 Grup 3 (KF: 0,435; p=0,026)
Kiss1R konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gosterdi. Buna ek olarak; follikiil sivisi
Cox-2 konsantrasyonu ile follikiil ¢aplar1 arasinda Grup 1 (KF: 0,128; p=0,724) ve
Grup 2’de (KF: 0,043; p=0,875) korelasyon goriilmedi. Ancak, follikiil ¢caplar1 Grup
3 (KF: 0,414; p=0,035) Cox-2 konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gosterdi.

Tablo 5: Gruplara gore follikiil capr ile follikiil sivis1  Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlarinin

korelasyonu

Kiss1 Kiss1R Cox-2

Follikiill | Korelasyon P Korelasyon p Korelasyon p
Cap1 (mm) | Faktorii | degeri | Faktorii | degeri | Faktorii | degeri

Grup 1 -0,055 0,88 -0,152 0,674 0,128 0,724
Grup 2 0,087 0,748 -0,2 0,459 0,043 0,875
Grup 3 0,555* 0,003 0,435* 0,026 0,414* 0,035

*Korelasyon faktorii icin : p< 0.05 anlamh
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4.3 Serum ve Follikiil S1vis1 Sonuclari

Calisma kapsaminda degerlendirilen Orneklerden elde edilen serum ve
follikiiler sivilardaki Kissl1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlar1 Tablo 6’ da verildi.
Serum seviyesinde Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlari sirasiyla; 178,89
pg/mL (84,80-739,29); 9,31 ng/mL (1,42-28,23) ve 208 u/L (84,23-645,88) olarak
tayin edilirken; follikiiler siv1 seviyesinde Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari
sirastyla; 237,77 pg/mL (136,26-690,78); 8,91 ng/mL (1,75-28,46) ve 201,94 u/L
(83,96-626,88) olarak belirlendi.

Tablo 6: Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari

) Serum Konsantrasyonu | Follikiiler Sivi Konsantrasyonu
ELIZA (min-max) (min-max)
Kiss1 (pg/mL) 178,89 (84,80-739,29) 237,77 (136,26-690,78)
Kiss1R ( ng/mL) 9,31 (1,42-28,23) 8,91 (1,75-28,46)
Cox-2 (u/L) 208 (84,23-645,88) 201,94 (83,96-626,88)

Serum seviyesinde tiim 6rneklerin Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari
korelasyon analizinde; Kissl konsantrasyonunun, KisslR (KF:0,474; p=0,007) ve
Cox-2 (KF:0,662; p<0,001) konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gosterdigi
saptandi. Kiss1R konsantrasyonu ile Cox-2 konsantrasyonu (KF:0,570; p<0,001)

arasinda pozitif korelasyon goriildii (Tablo 7).

Tablo 7 : Serum Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlar1 korelasyonu

Kiss1 Kiss1R Cox-2
Korelasyon p Korelasyon p Korelasyon p
SERUM Faktorii | degeri Faktorii degeri Faktorii degeri
Kissl - - 0,474* 0,007 0,622* <0,001
KisslR 0,474* 0,007 - - 0,570* 0,001
Cox-2 0,622% | <0,001 0,570* 0,001 - -

*Korelasyon faktorii icin : p< 0.05 anlamh

Serum ve follikiiler sivilardaki Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlari
calisma gruplarina gore degerlendirildi. Ortalama serum Kissl konsantrasyonu Grup

1, Grup 2 ve Grup 3 i¢in sirasiyla; 201,53 (153,31-479,09); 187,12 (155,37-739,29);
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172,86 (84,80-618,45) pg/mL olarak saptanmis olup, istatistiksel olarak gruplar
arasinda anlamli fark goriilmedi (p=0,301). Serum KissIR konsantrasyonlar: ise
Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 igin swrasiyla; 6,47 (1,42-13,66); 8,03 (3,09-28,23);
7,59(2,35-21,35) ng/mL seklinde saptanmis olup, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark goriilmedi (p=0,382). Serum Cox-2 konsantrasyonu sirasiyla Grup 1,
Grup 2 ve Grup 3 i¢in; 165,48 (141,47-371,52); 155,98 (128,81-645,88); 149,52
(83,23-495,5) u/L olarak saptand1 ve istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli
fark goriilmedi (p=0,426) (Tablo 8).

Tablo 8: Gruplar arasinda serum Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | Konsantrasyonu
SERUM (min-max) (min-max) (min-max) p degeri
Kiss1 201,53 187,12 172,86
(pg/mL) (153,31-479,09) | (155,37-739,29) | (84,80-618,45) 0,301
Kiss1R 6,47 8,03 7,59
(ng/mL) (1,42-13,66) (3,09-28,23) (2,35-21,35) 0,382
165,48 155,98 149,52
Cox-2 (wL)| (141,47-371,52) | (128,81-645,88) (83,23-495.,5) 0,426

* p< 0.05 anlamh

Serum seviyesinde Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlarinin grup
icindeki korelasyon analizinde; Grup 1’de Kissl konsantrasyonu, KissIR (KF:
0,286; p=0,535) ve Cox-2 (KF: 0,143; p=0,76) konsantrasyonu ile, KisslR
konsantrasyonu ile Cox-2 (KF: 0,429; p=0,337) konsantrasyonu ile korelasyon
gostermedi. Grup 2’de Kiss1 konsantrasyonu; KissIR (KF: 0,577; p=0,039) ve Cox-
2 (KF: 0,604; p=0,029) konsantrasyonu ile, KisslR konsantrasyonu Cox-2 (KF:
0,665*; p=0,013) konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gosterdi. Grup 3’de Kissl
konsantrasyonu; KisslR (KF:0,34; p=0,279) konsantrasyonu ile korelasyon
gostermezken, Cox-2 (KF: 0,688; p=0,013) konsantrasyonu ile pozitif korelasyon
gosterdi. KisslR konsantrasyonu ile Cox-2 (KF:0,668; p=0,013) konsantrasyonu

arasinda pozitif korelasyon goriildii (Tablo 9).
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Tablo 9: Grup ici serum Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari korelasyonu

Kiss1 Kiss1R Cox-2
Serum | Kolerasyon p Kolerasyon p Kolerasyon p
Faktorii | degeri | Faktorii | degeri | Faktorii | degeri
Grup | Kiss] - - 0,286 0,535 0,143 0,76
1 IKissIR 0,286 0,535 - - 0,429 0,337
Cox-2 0,143 0,76 0,429 0,337 - -
Grup | Kiss1 - - 0,577* 0,039 0,604* 0,029
2 [KissIR 0,577* 0,039 - - 0,665* 0,013
Cox-2 0,604* 0,029 0,665* 0,013 - -
Grup | Kiss1 - - 0,34 0,279 0,688* 0,013
3 IKissIR 0,34 0,279 - - 0,650* 0,022
Cox-2 0,688* 0,013 0,650* 0,022 - -

*Korelasyon faktorii icin : p< 0.05 anlamh

Follikiiler sivi seviyesinde tiim oOrneklerin Kissl, KisslR ve Cox-2
konsantrasyonlarinin  korelasyon analizinde; Kissl konsantrasyonu, KissIR
(KF:0,605; p<0,001) ve Cox-2 (KF:0,615; p<0,001) konsantrasyonu ile pozitif
korelasyon gosterdi. Kiss1R konsantrasyonu ile Cox-2 konsantrasyonu (KF:0,529;

p=0,000) arasinda pozitif korelasyon goriildii (Tablo 10).

Tablo 10: Follikiil sivis1 Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlar: korelasyonu

Kiss1 Kiss1R Cox-2
Follikiiler | Korelasyon P Korelasyon P Korelasyon P
Siv1 Faktorii | degeri | Faktorii | degeri | Faktorii | degeri
Kissl - - 0,605* <0,001 0,615* <0,001
Kiss1R 0,605* <0,001 - - 0,529* <0,001
Cox-2 0,615* <0,001 0,529* <0,001

*Korelasyon faktorii icin : p< 0.05 anlamh
Follikiiler s1v1 Kiss1 konsantrasyonu Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 igin sirasiyla;

193,59 (153,31-387,94); 186,24 (164,48-690,78); 185,80 (136,26-580,82) pg/mL

olarak saptanmis olup, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlaml fark goriilmedi
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(p=0,862). Follikiiler siv1 Kiss1R konsantrasyonlart Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 igin
sirastyla; 8,19 (6,53-14,76); 7,24 (4,19-28,46); 7,95 (1,75-23,17) ng/mL seklinde
saptanmig olup, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi
(p=0,260). Follikiiler sivi Cox-2 konsantrasyonu sirasiyla Grup 1, Grup 2 ve Grup 3
icin; 162,18 (126,17-291,58); 156,51 (138,31-626,88); 163,63 (83,96-484,83) u/L
olarak saptandi ve istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark goriilmedi

(p=0,504) (Tablo 11).

Tablo 11: Gruplar arasinda follikiil sivis1 Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari

Grup 1 Grup 2 Grup 3
Follikiiler | Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | Konsantrasyonu
Sivi (min-max) (min-max) (min-max) P degeri
Kiss1 193,59 186,24 185,80
(pq/mL) | (153,31-387,94) | (164,48-690,78) | (136,26-580,82) 0,862
Kiss1R 8,19 7,24 7,95
(ng/mL) (6,53-14,76) (4,19-28,46) (1,75-23,17) 0,260
Cox-2 162,18 156,51 163,63
(u/L) (126,17-291,58) | (138,31-626,88) (83,96-484,83) 0,504

* p< 0.05 anlamh

Follikiiler siv1 seviyesinde Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlarinin grup
igindeki korelasyon analizinde; Grup 1’de Kissl konsantrasyonu, KisslR (KF:
0,685; p=0,029) konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gosterdi, fakat Cox-2
(KF:0,527; p=0,117) konsantrasyonu ile korelasyon saptanmadi. KissIR
konsantrasyonu ile Cox-2 (KF:0,552; p=0,098) konsantrasyonu arasinda korelasyon
goriilmedi. Grup 2°de Kiss1 konsantrasyonu; Kiss1R (KF: 0,646; p=0,007) ve Cox-2
(KF: 0,519; p=0,039) konsantrasyonu ile, KissIR konsantrasyonu Cox-2 (KF:
0,519; p=0,039) konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gosterdi. Grup 3’de Kissl
konsantrasyonu; KisslR (KF: 0,640; p<0,001) ve Cox-2 (KF: 0,714; p<0,001)
konsantrasyonu ile, KissIR konsantrasyonu Cox-2 (KF: 0,557; p=0,003)

konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gosterdi (Tablo 12).
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Tablo 12: Grup igi follikiil sivis1 Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlar: korelasyonu

Kissl1 Kiss1R Cox-2
Follikiil Sivis1 | Kolerasyon p Kolerasyon p | Kolerasyon p
Faktorii | degeri | Faktorii | degeri| Faktorii | degeri
Kissl1 - - 0,685* 0,029 0,527 0,117
Grlup KissIR | 0,685* | 0,029 - - 0,552 | 0,098
Cox-2 0,527 0,117 0,552 0,098 - -
Kiss1 - - 0,646* 0,007 | 0,519* 0,039
GrZ“p KissIR | 0,646* | 0,007 - - 0,48 0,06
Cox-2 0,519* 0,039 0,48 0,06 - -
<0,00
Grup | Kissl - - 0,640* 1 0,714* | <0,001
3 |KisslIR| 0,640* |<0,001 - - 0,557* 0,003
Cox-2 0,714* |<0,001| 0,557* 0,003 - -

*Korelasyon faktorii icin : p< 0.05 anlamh

Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlarinin serum ve follikiiler sivi

seviyesinde karsilagtirmali korelasyonunda istatistiksel anlamlilik goriilmedi (Tablo

13).

Tablo 13: Serum ve follikiil sivis1 Kiss1, KissIR ve Cox-2 konsantrasyonlar1 korelasyonu

Kiss1 Kiss1R Cox-2
Kolerasyon p Kolerasyon p Kolerasyon p
Konsantrasyon | Faktorii | degeri Faktorii degeri Faktorii | degeri
Serum /
Follikiil Sivi 0,131 0,233 0,07 0,528 0,07 0,528

*Korelasyon faktorii icin : p< 0.05 anlamh

Serum seviyesinde; Kissl, KisslIR ve Cox-2 konsantrasyonlar: ile galisma
kapsaminda degerlendirmeleri etkileyebilecek hasta karakteristik Ozellikleri ve
endokrin parametreleri ile korelasyon analizi ger¢eklestirildi (Tablo 14). Ovulasyon
indiiksiyonu i¢in tercih edilen yontem haricinde, diger parametrelerde korelasyon
goriilmedi. Ovulasyon indiiksiyonu i¢in uygulanan hCG enjeksiyonu sonrasinda
serum seviyesinde Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlar1 sirasiyla; 269,41
pa/mL (84,80 — 739,29); 10,26 ng/mL (1,41 — 28,23); 221,93 u/L (84,23 — 645,88)
olarak saptanmis olup, GnRH agonist uygulamasi sonrasinda serum seviyesinde

Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlar1 sirasiyla; 169,62 pg/mL (153,31-
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191,24); 5,34 ng/mL (2,35 — 7,73); 160,42 u/L (144,11-207,43) olarak saptandi ve
istatistiksel analiz sonrasi p degerleri sirastyla 0,074; 0,04; 0,612 olarak bulundu
(Tablo 15).

Tablo 14: Serum Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari ile hasta karakteristik ozellikleri ve endokrin
parametrelerinin korelasyonu

Kiss1 Kiss1R Cox-2
Korelasyon p Korelasyon | p Korelasyon p

SERUM Faktorii | degeri | Faktorii |degeri| Faktorii | degeri
Yas 0,237 0,192 0,206 0,266 0,195 0,284
BMI -0,019 0,924 -0,081 0,676 -0,086 0,656
AMH 0,081 0,682 -0,142 0,472 -0,075 0,704
Antral Follikiil
Sayist -0,047 0,804 -0,083 0,662 -0,234 0,213
FSH -0,143 0,442 0,093 0,625 -0,073 0,698
LH 0,009 0,963 -0,153 0,429 -0,126 0,509
E2 0,15 0,43 0,197 0,305 0,231 0,219
Ovaryan
Sitiimulasyon
Protokolii 0,095 0,61 0,14 0,459 0,125 0,504
Gonadotrophin
Dozu -0,177 0,34 0,123 0,518 0,005 0,98
Ovulasyon
Indiiksiyon
Yontemi -0,321 0,073 -0,374* | 0,038 -0,091 0,62
Ovulasyon
Indiiksiyon
Giinii E2 0,184 0,323 0,326 0,079 0,029 0,877
Ortalama
toplam oosit
sayis1 (OS) -0,141 0,45 0,045 0,815 -0,061 0,745
Ortalama
toplam matiir
00sit sayist
(MOS) -0,078 0,675 0,093 0,624 0,057 0,76
Ortalama MOS
/ OS -0,013 0,945 0,092 0,63 0,014 0,94
Fertilizasyon
Orani 0,05 0,784 -0,038 0,839 -0,038 0,835

*Korelasyon faktorii icin : p< 0.05 anlamh
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Tablo 15: Ovulasyon indiiksiyon yontemi ile serum Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari

Ovulasyon Kiss1 (pg/mL) Kiss1R (ng/mL) Cox-2 (u/L)
indiiksiyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu
Yontemi (min-max) (min-max) (min-max)
hCG 269,41 10,26 221,93
(n=25) (84,80 —739,29) (1,41 —28,23) (84,23 — 645,88)
GnRH agonist 169,62 5,34 160,42
(n=06) (153,31-191,24) (2,35-17,73) (144,11 —207,43)
p degeri 0,074 0,04* 0,612

* p< 0.05 anlamh

Follikiiler sivi seviyesinde; Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlarinin

calisma kapsaminda degerlendirmelerimizi

etkileyebilecek hasta karakteristik

ozellikleri ve endokrin parametreleri ile korelasyon analizi gerceklestirildi. Cox-2

konsantrasyonu ile AMH konsantrasyonu (KF:-0,310; p=0,036) arasinda negatif

korelasyon goriildii. KissIR konsantrasyonu ile ovulasyon indiiksiyon giinii E2

konsantrasyonu arasinda negatif korelasyon

saptandi

(KF:-0,298; p=0,037).

Follikiiler s1vi Kissl konsantrasyonu ile follikiil ¢ap1 arasinda pozitif korelasyon

goriildi (KF:0,299; p=0,031). Follikiiler sivi Cox-2 konsantrasyonu ile ortalama
MOS/OS orani negatif korelasyon gosterdi (KF:-0,310; p=0,027) (Tablo 16).
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Tablo 16: Follikiiler siv1 Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari ile hasta karakteristik ozellikleri ve
endokrin parametrelerinin korelasyonu

Kiss1 Kiss1R Cox-2
Follikiiler Korelasyon p Korelasyon p Korelasyon p

Sivi Faktorii | degeri | Faktorii | degeri | Faktorii | degeri
Yas 0,037 0,794 -0,002 0,987 0,132 0,35
BMI 0,108 0,473 0,146 0,334 -0,075 0,619
AMH -0,177 0,239 -0,145 0,335 -0,310* 0,036
Antral Follikiil
Sayisi -0,175 0,234 -0,157 0,288 -0,204 0,164
FSH -0,051 0,721 -0,114 0,423 0,02 0,888
LH -0,256 0,073 -0,264 0,064 0,079 0,587
E2 -0,078 0,589 -0,136 0,348 0,08 0,581
Ovaryan
Stimiilasyon
Protokolii 0,272 0,054 0,298* 0,034 0,039* 0,027
Gonadghgphin 0,172 0,229 0,148 0,301 0,201 0,156
Dozu
Ovulasyon
Indiiksiyon
Yontemi 0,172 0,229 0,148 0,301 0,201 0,156
Ovulasyon
Indiiksiyon
Giinii E2 -0,128 0,379 -0,298* 0,037 -0,058 0,694
Follikiil Cap1 0,299* 0,031 0,036 0,798 0,213 0,13
Ortalama toplam
oosit sayisi (OS) -0,164 0,25 -0,234 0,099 -0,182 0,2
Ortalama toplam
matiir oosit
say1s1 (MOS) -0,138 0,333 -0,189 0,184 -0,212 0,135
Ortalama MOS /
OS -0,198 0,163 -0,162 0,257 -0,310* 0,027
Fertilizasyon
Orani -0,183 0,194 -0,12 0,397 -0,12 0,399

*Korelasyon faktorii igin : p< 0.05 anlaml1

Follikiiler siv1 seviyesinde Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlar

korelasyon analizinde, kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (KOH) protokolii ile

korelasyonu degerlendirildi. Tercih edilen protokole bagli olarak follikiiler sivi

seviyesinde konsantrasyon degerleri ve istatistiksel analizi Tablo 17’ de wverildi.

KOH i¢in flexible antagonist

tedavisi uygulamasi sonrasinda follikiiler sivi
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seviyesinde Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlar1 sirasiyla; 185,18 pg/mL
(162,43-212,7); 6,9664 ng/mL (1,75 9,94); 161,22 uw/L (138,04-243,04) olarak
bulundu. Ultralong protokol uygulamasi sonrasinda follikiiler siv1 seviyesinde Kissl,
Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari sirasiyla; 156,98 pg/mL (152,14-161,84); 6,916
ng/mL (5,98-7,85); 118,65 u/L (83,96-153,35) olarak belirlenirken, aromataz
inhibitorii tedavisi sonrasinda follikiiler siv1 seviyesinde Kissl, KisslR ve Cox-2
konsantrasyonlar1 sirasiyla; 278,2059 pg/mL (136,26 - 690,787); 10,1631 ng/mL
(2,71-28,46); 232,67 u/L (126,17 — 626,88) olarak hesaplandi. Kiss1 ve Cox-2 serum
seviyesindeki konsantrasyonlari, uygulanan KOH protokoliine gore istatistiksel

olarak anlamli farkliliklar gosterdi (p=0,016 ve p=0,026).

Tablo 17: KOH ile follikiiler sitv1 Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari

KOH Kiss1 (pg/mL) Kiss1R (ng/mL) Cox-2 (u/L)
Protokolii Konsantrasyonu Konsantrasyonu | Konsantrasyonu
(min-max) (min-max) (min-max)
Flexible 185,18 6,966 161,22
antagonist (162,43 -212,7) (1,75 9,94) (138,04-243,04)
(n=21)
Ultralong 156,98 6,916 118,65
protokol (152,14-161,84) (5,98 -17,85) (83,96-153,35)
(n=2)
Aromataz 278,20 10,16 232,67
Inhibitérii (136,26 - 690,78) (2,71-28,46) (126,17 — 626,88)
(n=28)
p degeri 0,016* 0,081 0,026*

*: p< 0.05 anlamh

4.4 Kumulus Hiicre Gruplari Sonuclar

Caligma gruplarinda 10 immatiir (Grup 1) oosite ait kumulus hiicreleri ve 16
matiir (Grup 2) fertilizasyonu gerceklesmeyen oositlere ait kumulus hiicreleri
degerlendirildi. Kontrol grubu olarak 26 adet matiir ve fertilizasyonu gerceklesen
oosite ait kumulus hiicrelerinin Kissl, KisslR ve Cox-2 ekspresyon seviyeleri

degerlendirildi.

Kumulus hiicrelerinde Grup 1 ve Grup 2’yi olusturan farkli niiklear
matiirasyon asamasindaki oositleri ¢evreleyen kumulus hiicrelerinde Kissl, KissIR
ve Cox-2 mRNA ckspresyon seviyeleri matiir ve fertilize oositleri g¢evreleyen
kumulus hiicrelerinin  olusturdugu Grup 3’teki

ekspresyon seviyeleri ile
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karsilastirildi. Degerlendirme sonucunda elde edilen veriler Grafik 2°de , giivenilirlik
degeri ve kontrol grubuna gore istatistiksel kiyaslamasi (p-degeri) Tablo 18’ de

verildi.

Kumulus hiicrelerinde, Kiss] mRNA ekspresyon seviyeleri Grup 3’e gore;
Grup 1’de 7,26 kat (CI: 0,00001-0,50; p=0,568), Grup 2’de 3,56 kat (CI:0,00001-
0,86; p=0,083) azalma gosterdi. Kiss1R mRNA ekspresyon seviyeleri Grup 3’e gore;
Grup 1’de 8,91 kat (CI:0,00001-0,41; p=0,482), Grup 2’de 3,45 kat (CI: 0,00001-
0,91; p=0,173) azalma gosterirken, Cox-2 mRNA ekspresyon seviyesi, Grup 1’de
1,74 kat (CL: 0,00001-1,52; p=0,394), Grup 2’de 2,72 kat (CI: 0,00001-0,77;
p=0,133) azalma gosterdi (Grafik 2).

(a)  Relatif Kissl mRNA seviyesi (b)  Relatif KisslR mRNA seviyesi
1,2 1 1 1,2 1 1
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Grafik 2: Relatif Kissl, KissIR ve Cox-2 mRNA ekspresyon seviyeleri (a-c); Relatif Kiss1, Kiss1R ve
Cox-2 mRNA ekspresyon seviye degisimleri (d)
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Tablo 18: Kumulus hiicrelerinde Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 ekspresyon seviyeleri miktar, giivenilirlik degeri,

p degeri
Grup 1 Grup 2
p p

Miktar 95% CI degeri | Miktar 95% CI degeri

Kissl |0,1377 |(0,00001-0,50) |0,568 [0,2797 |(0,00001-0,86) |0,083

KisslR |0,1122 |(0,00001-0,41) |0,482 ]0,2898 |(0,00001-0,91) |0,173

Cox-2 [0,572 (0,00001-1,52) {0,394 ]0,3669 |(0,00001-0,77) |0,133
GADPH |1 (1,00-1,00) <0,001 |1 (1,00-1,00) <0,001

4.5 Oosit Gruplar: Sonuglari

*: p< 0.05 anlamh

Immatiir (Grup 1) ve fertilize olmamis matiir (Grup 2) oositlerde Kiss1,

Kiss1R ve Cox-2 ekspresyon seviyeleri karsilagtirildi. Grup1’nin Grup2’e goére

goreceli ekspresyon seviyeleri Grafik 3 ‘de giivenilirlik degerleri (%95 CI) ve

istatistiksel analiz sonuclar (p-degeri) Tablo 19’ da verildi.

(3} Relatif Kiss] mRNA seviyesi
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Grafik 3: Relatif Kissl, Kiss1R ve Cox-2 mRNA ekspresyon seviyeleri (a-c); Relatif Kiss1, Kiss1R ve

Cox-2 mRNA ekspresyon seviye degisimleri (d)
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Grup 2 ile karsilastirildiginda, Grup 1°de Kissl mRNA ekspresyon seviyesi
1,22 kat (CI.0,02-1,62; p=0,181), KisslIR mRNA ekspresyon seviyesi 1,22 kat
(CI:0,02-1,62; p=0,181) ve Cox-2 mRNA ekspresyon seviyesi 1,35 kat (CI:0,00001-
1,48; p=0,174) azalma gostermis olmakla birlikte istatistiksel anlamlilik saptanmadi

(Grafik 3).

Tablo 19: Oosit Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 ekspresyon seviyeleri miktar, giivenilirlik degeri, p degeri

Grup 1
Miktar 95% CI p degeri
Kissl 0,8186 (0,02-1,62) 0,181
KissIR | 0,8186 (0,02-1,62) 0,181
Cox-2 0,7368 (0,00001-1,48) 0,174
GADPH 1 (1,00-1,00) <0,001

*: p< 0.05 anlamh

Calismanin bulgular1 basliklar altinda 6zetlenecek olursa:
- Calisma kapsaminda toplamda 32 hastadan elde edilen 32 kan serumu, 52
follikiiler sivisi, 52 kumulus hiicre toplulugu ve 10 immatiir- 16 fertilizasyonu

gergeklesmeyen toplam 26 oosit degerlendirildi.

- Calisma gruplar1 degerlendirilen oositlerin matiirasyon asamalar1 ve
fertilizasyon durumlan dikkate alinarak olusturuldu. Grup 1; immatiir oositler ve bu
oositlere ait kan serumu, follikiil sivist ve kumulus hiicreleri (GV ve metafaz I), Grup
2; fertilize olmamis metafaz II oositler ve bu oositlere ait kan serumu, follikiil s1visi
ve kumulus hiicreleri, Grup 3; fertilize metafaz II oositlere ait kan serumu, follikiil
stvist ve kumulus hiicrelerinden (bu grupta oositler embriyo gelisimi gergeklestigi

icin degerlendirilmemistir) olustu.
- Elde edilen serum ve follikiiler sivilarinda, Kissl, KisslR ve Cox-2

konsantrasyonlar1 gruplar arasinda karsilagtirildi. Gruplar arasinda serum ve follikiil

stvilarinda Kissl, KissIR ve Cox-2 konsantrasyonlar: istatistiksel anlamlilik
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gostermedi. Serum ve follikiil sivilarindaki Kissl, KisslR ve Cox-2

konsantrasyonlariin birbirleriyle korelasyonu istatistiksel anlamlilik géstermedi.

- Serum Omnekleri gruplar dikkate alinmadan degerlendirildiginde; Kissl,
KisslR ve Cox-2 ekspresyon seviyeleri birbirleriyle pozitif korelasyon gosterdi.
Serum orneklerinin grup iginde korelasyon analizi sonuglarinda, matiir oositlerde
(Grup 2 ve 3) Kissl, KisslR ve Cox-2’nin ekspresyon degerleri pozitif korelasyon

gosterdi.

- Follikiil sivilar1 gruplar dikkate alinmadan degerlendirildiginde; Kissl,
KisslR ve Cox-2 ekspresyon seviyeleri birbirleriyle pozitif korelasyon gosterdi.
Follikill sivilarinda grup iginde korelasyon analizi sonucunda, follikiiler sivi Kiss1,
Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlar1 kiyaslandiginda; Grup 1’de Kissl ve KisslR
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon goriildii. Grup 2 ve Grup 3’de Kissl,

Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlarinin birbirleri ile pozitif korelasyonu gozlendi.

- Immatiir oositler (Grup 1) ve matiir olup déllenmeyen oositlerin (Grup 2)
kumulus hiicrelerindeki Kissl, KisslR ve Cox-2 mRNA ekspresyon seviyeleri,
kontrol grubu olarak degerlendirilen matiirasyonunu tamamlamis ve embriyo
gelisimi gergeklesmis oositlerin (Grup 3) kumulus hiicrelerinin ekspresyon seviyeleri
ile karsilastirildi. Gruplar arasinda Kiss1, Kiss1R ve Cox-2’in ekspresyon degerleri
arasinda istatistiksel anlamlilik goriilmemekle birlikte, matiir ve fertilize oositlere ait
kumulus hiicrelerinde Kiss1 ve KissIR ekspresyonlari en yiiksek bulundu. Kissl ve
Kiss1R ekspresyon degerlerinin goreceli olarak matiir-fertilize olmayan oositlere ait
kumulus hiicrelerinde ve immatiir oositlerin kumulus hiicrelerinde azaldig1 saptandi.

Kumulus hiicrelerinde Cox-2 diizeyleri benzer degerler gosterdi.

- Oosit diizeyinde Kissl, KisslR ve Cox-2 mRNA ekspresyon seviyeleri
sadece Grup 1 ve Grup 2’ye ait oositler arasinda karsilagtirildi. Matiir oositlerle
(Grup 2) karsilastirildiginda, immatiir oositlerde (Grup 1) Kissl, Kiss1R ve Cox-

2’nin ekspresyon seviyelerinde azalmakla birlikte istatistiksel anlamlilik goriilmedi.
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- Serum Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlari klinik verilerle
karsilastirildiginda, ovulasyon indiiksiyon yontemi ile serum KissR1 konsantrasyonu

arasinda hCG uygulamasi lehine istatistiksel anlamlilik goriildii.

- Follikiiler sivi Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlar1 klinik verilerle
karsilastirildiginda,  follikiiler —sividaki Cox-2  konsantrasyonu ile AMH
konsantrasyonu ve follikiil ¢ap1 arasinda negatif korelasyon goriildi. Follikiiler
sividaki KissR1 konsantrasyonu ile ovulasyon indiiksiyon giinii E2 konsantrasyonu
arasinda negatif korelasyon saptandi. Follikiiler sividaki kisspeptin konsantrasyonu
ile follikiil ¢apt arasinda pozitif korelasyon goriildii. Follikiiler sivinin Cox-2

konsantrasyonu ile ortalama MOS/OS orani arasinda negatif korelasyon goriildii.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada serum ve follikiiler sivi diizeyinde Kissl, Kiss1R ve Cox-2
konsantrasyonlarinin ~ gosterilmesine ek olarak farkli niiklear matiirasyon
basamaklarindaki insan oositleri ve bu oositlere ait kumulus hiicreleri seviyesinde

Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 mRNA ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir.

Tiim c¢alisma Ornekleri, yardimli {ireme yontemleri standart tedavi
protokolleri uygulanarak, birden fazla follikiil gelisimi uyarilan hastalardan elde
edilmistir. Dogal dongiiler ile kiyaslandiginda, kontrollii ovaryan stimiilasyonun
serum ve follikiil sivisinda degisimlere sebep olup, kumulus hiicreleri protein
ekspresyonununa etki edebilecegi diisiiniilmektedir (de los Santos ve ark., 2012).
Ancak, insan follikiil sivis1 ve follikiiler hiicreleri ile yapilan tiim galigmalar igin
standart prosediir ovaryan stimiilasyonu takiben oOrnek toplanmasi yoniindedir.
Modifiye dogal dongiilerle oosit eldesinin sinirli olmasit ve etik sinirlamalar

nedeniyle ¢alisma ovaryan stimiilasyon uygulanan hastalarla gerceklestirilmistir.

Domuz oosit ve kumulus hiicrelerinin in vitro matiirasyon siirecinde
degerlendirildigi bir calismada, Kissl’in sadece oositlerde, KisslR’niin ise hem
oosit hem de kumulus hiicrelerinde eksprese oldugu gosterilmis ve bu
ekspresyonlarin diizenleniminin Kiss1’in oosit ve kumulus hiicreleri arasindaki
otokrin-parakrin etkilesimlerle siirekli ve direkt olarak reseptorii araciligi ile
etkinligini tim matiirasyon siirecinde gosterdigi seklinde yorumlanmistir (Saadeldin
ve ark., 2012). Bu c¢aligma kapsaminda hem oosit hem de kumulus hiicrelerinde
Kissl ve KissIR mRNA ekspresyonlar1 gosterilmistir. Matiirasyon seviyesi ve
fertilizasyon kapasitesi diisiik oositlerde ve bu oositlerin kumulus hiicrelerinde,
matiir oositlere oranla Kissl, KisslR ve Cox-2 mRNA seviyelerinde azalma
saptanmustir. Ornek sayisinin az olmasi nedeniyle istatistiksel anlamlilik gériilmemis
olmakla birlikte, ekspresyon diizeylerinin matiirasyon, stimiilasyon protokolii ve
ovulasyon indiiksiyon yonteminden etkilendigi saptanmistir. Kissl ve reseptoriiniin
oositin niiklear ve sitoplazmik matiirasyonu ile paralel olarak artig gosterdigi, Cox-

2’nin bu geligimsel siiregte negatif kontrol edici etkisi goriilmiistiir.
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Hiicre kiiltiirii ortaminda Kissl ve KissIR’niin hem insan hem de sigcan
graniiloza hiicrelerinde ekspresyonlar1 ve farkli matiirasyon agamalarinda ekspresyon
seviyelerindeki degisimler daha Onceki caligmalarda gosterilmistir (Castellano ve
ark., 2006; Gaytan ve ark., 2009; Peng ve ark., 2013). Kissl ekspresyonu mural
graniiloza ve kumulus hiicrelerinde fark gdstermezken, KisslR’niin kumulus
hiicrelerinde ekspresyonu yiiksektir (J. Garcia-Ortega ve ark., 2014). insan ovaryan
follikiillerinin ~ gelisim basamaklarina bagli olarak Kissl ve KisslR’niin
immiinohistokimyasal olarak boyanma farkliliklar1 gosterdigi ve korpus luteumda
¢ok az diizeyde boyanma rapor edilmistir (Gaytan ve ark., 2009; Cejudo Roman ve
ark., 2012). Kiss1 ve Kiss1R ekspresyonlari, 18 ve 48 saatlik periyodlardaki mural
graniiloza hiicre kiiltiiriinde gosterilmistir. Uzayan zaman dilimine bagli olarak
ekspresyon seviyesi de yiikselmistir. Ayrica kiiltiir ortaminda follikiiler sivi eklentisi
de gen ekspresyon seviyelerini pozitif yonde degistirmistir (de los Santos ve ark.,
2012; Fragouli ve ark., 2014). Tiim bu veriler degerlendirildiginde, farkli gelisim
basamagindaki follikiillerin kumulus hiicrelerinde Kissl ve KisslR ekspresyon
seviyelerin farkli olmasi beklenmektedir. Bu ¢alismada kontrollii ovaryan
stimiilasyon dongiilerinde elde edilen oosit ve bu oositlere ait kumulus hiicreleri
kiiltire edilmeden degerlendirilmistir. Istatistiksel ~olarak anlamli farklar
gostermemekle birlikte, literatiirii destekler nitelikte, immatiir ve fertilizasyon
potansiyeli diisiik matiir oositleri ¢evreleyen kumulus hiicrelerinde matiir
fertilizasyonu gergeklesmis oositleri ¢evreleyen kumulus hiicrelerine kiyasla daha

diisiik Kiss1 ve Kiss1R mRNA ekspresyon seviyeleri goriilmiistir.

Ureme dongiisiinde ovaryan yaslanma mekanizmasi tam olarak aydmliga
kavusturulamamistir. Artan yas ile beraber hipotalamik Kissl ekspresyonunun
azalmasimin iireme sistemine ectkileri bilinmektedir. Periferde, follikiiler mikrogevre
diizeyinde degerlendirildiginde, yasa bagh diisiik ovaryan rezervli olgularda Kissl
ekspresyonu tarafindan indiiklenen adrenerjik agonistlerin stimiilasyonu altindaki
ovaryumda sempatik sinir liflerinde artis gozlemlenir. Bu veriler, ovaryan
Kiss1/KisslR ekspresyon diizeyinin artan yas ile paralellik gosterdigi yoniinde

yorumlanabilir. Fare kumulus hiicrelerinde, Kiss1 ve Kiss1R ekspresyon seviyeleri
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artan yas ile pozitif korelasyon gdstermistir (Ichimura ve ark., 2016). Iinsan kumulus
hiicrelerindeki Kiss1R ekspresyon seviyelerinin de artan yas ile pozitif korelasyonu
rapor edilmistir (Merhi ve ark., 2016) Kumulus hiicrelerinde yasa bagimli Kiss1R
ekspresyon seviyelerindeki artigsin serum/plazma Kiss1 konsantrasyonundaki azalma
nedeniyle (negatif feedback mekanizma ile) oldugu diisiiniilebilir, fakat bu verilerle
celiskili olarak pre ve post menapozal donemlerde plazma kisspeptin seviyesinin
degismedigi de daha onceki bir calismada gosterilmistir (Peng ve ark., 2010).
Follikiiler s1v1 seviyesinde bakildiginda hem Kiss1 hem de KissR1 konsantrasyonlari
yasa bagimli degisim gostermemektedir (Kanasaki ve ark., 2013; Peng ve ark.,
2010). Bu calismada serum ve follikiil sivisinda Kissl ve KisslR ekspresyon
seviyeleri ile yas korelasyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Fakat
infertilite etyolojisi agisindan bakildiginda ornekleri toplanilan hastalarin biiyiik
boliimii diisiik ovaryan rezervi olan olgulardir. Daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda rapor
edilen yasa baghh Kissl ve KisslR seviyelerindeki azalmanin ovaryan rezervin
azalmasi ile korele oldugu seklinde yorumlanirsa, bu calismada hasta yasi ile
korelasyonun goriilmemesinin DOR olgulariin agirlikli olmasinin bir sonucu oldugu
seklinde aciklanabilir. Ayrica c¢alisma kapsaminda vyas araliklarina gore
gruplandirilan kumulus hiicre 6rneklerinin, yeterli sayida olmamasi Kiss1 ve Kiss1R
ekspresyon seviyelerini degerlendirmede kisitlayici etmendir. Laboratuvar ortaminda
diisiik ovaryan rezerv modeli olusturularak, ilerleyen yas ve diisiik ovaryan rezervin
Kissl ve KisslR ekspresyon seviyelerine etkisi ve mekanizmasini degerlendirecek

daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

Fare kumulus hiicrelerinde, Kissl ve KisslR ekspresyon seviyeleri klinik
parametrelerden biri olan BMI’den bagimsizdir (Merhi ve ark., 2016). insan kumulus
hiicrelerinde de Kissl ve Kissl1R ekspresyon seviyeleri ile BMI arasinda korelasyon
gozlenmemistir (Latif ve ark., 2015). Bu calisma kapsaminda oosit ve kumulus
hiicrelerinde mRNA ekspresyon diizeyinde o6rnek sayisinin az olmasi sebebiyle BMI
bagimli analiz gergeklestirilmemis olsa da serum ve follikiil sivis1 seviyesinde Kissl

ve Kiss1R konsantrasyonlar: ile BMI arasinda korelasyon goriilmemistir.
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Bu calismada serum ve follikiler sivida Kissl ve KisslR
konsantrasyonlarinda etyoloji bagimli degiskenlik gbzlenmemistir. Ancak, Kanasaki
ve ark. (2013) farkli serum gonadotrophin seviyelerine sahip olan gebelerde,
postmenapozal  kadinlarda, prematiir ovaryan yetmezlik ve idiopatik
hipogonadotropik hipogonadizm (IHH) olgularinda ve normal menstriiel dongiiye
sahip saglikli bireylerde serum kisspeptin seviyesinin karsilastirmasinda gebelik
stirecinde anlamli Olgiide artisin1 gozlemlemislerdir. Serum kisspeptin seviyesinin
gebeler haricindeki diger olgularda da saptanabilmesi kisspeptinin periferal
dolasimda bulundugunu gostermistir. Kissl geninin ovaryum, pankreas, adrenal bez,
adipoz doku ve arterlerde eksprese edildigi diislintildiigiinde, periferal dolasimdaki
seviyesinin bu organlardan kaynaklanabilecegi ileri siirlilmiistiir. Postmenapozal
kadinlarda ve prematiir ovaryan yetmezligi olgularinda serum FSH ve LH
konsantrasyonlarindaki degisimler dikkate alindiginda, bu olgularda Kissl
seviyesinin yiikselecegi distiniilmistir. Tam tersine IHH olgularinda ise
gonadotrophin seviyesi ile paralel olarak Kissl seviyelerinde azalma olacagi 6n
goriilmiistiir. Ancak polikistik over sendromu (PCOS) olgularinda plazma kisspeptin
seviyesi yiiksek olup, saglikli bireylere oranla istatistiksel anlamli fark olmasa da,
LH ve leptin seviyesi ile pozitif korelasyon gosterdigi raporlanmistir (Emekgi ve
ark., 2016). Bu ¢alismada kontrollii ovaryan stimiilasyon dongiilerinde kisspeptin ve
reseptoriiniin  periferdeki ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir.  Oositin
matlirasyon seviyesinin artistyla pozitif korelasyon gosterdigi gozlenmistir.
Etyolojiden bagimsiz olarak, serum ve follikiiler sivi diizeyinde Kissl ile Kiss1R
konsantrasyonlar1i LH, FSH, E2 ve ovulasyon indiiksiyon giinii E2 gibi hormonal

parametrelerle de korelasyon géstermemistir.

Diizenli menstriiel siklusa sahip kadinlarda serum Kiss1 konsantrasyonunun,
preovulatuvar donemde ve 6zellikle luteal fazda istatistiksel olarak yiiksek degerlere
ulastig1 gosterilmistir. Ancak ostradiol seviyesi ile Kiss1 konsantrasyonu arasinda faz
bagimli korelasyon goriilmemistir (Latif ve ark., 2015). Bu c¢alisma kapsaminda
degerlendirilen serum ve follikiiler sivi Ornekleri periovulatuvar dénemde elde
edilmis olup, calisma menstrual dongiiniin farkli bir periyodu ile karsilagtirma

yapilacak sekilde planlanmamigtir. Qosit matiirasyon asamasi agisindan
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degerlendirildiginde, serum ve follikiiler sivi seviyesinde Kissl konsantrasyonunda
anlamhi farkliliklar tespit edilememistir. Disi domuzlarda yapilan bir arastirmada
serum ve follikiiler sivi seviyesinde Kissl konsantrasyonlari tayin edilmis ve
follikiiler sivi seviyesinde Kissl konsantrasyonunun (3354+22,5 pg/ml) serum
seviyesine (2515,2 pg/ml) kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu raporlanmistir
(Saadeldin ve ark., 2012). Ancak bu ¢alismada, disi domuzlara ovaryan stimiilasyon
uygulanmamis olup, serum seviyesinde Kissl konsantrasyonunun
gonadotrophinlerin etkilerinden bagimsiz periferal organlarin etkisinde oldugundan
diisik seviyede oldugunu seklinde yorumlanabilir. Bu c¢alismada ovaryan
stimiilasyon uygulanmis olan kadinlarin serum ve follikiil sivisi seviyesinde Kissl,

Kiss1R ve Cox2 ekspresyonlar1 arasinda korelasyon goriilmemistir.

IVF  dongiilerinde kontrolli ovaryan hiperstimiilasyon protokolleri
uygulanirken tiim follikiiller es zamanl gelisim gostermeyebilir ve bir grup
follikiilin farkli caplarda gelisim gosterdigi gozlemlenir. OPU sonrast farkli
caplardaki follikiillerden elde edilen oositler degerlendirildiginde, follikiil ¢api ile
barindirdigi oositin matiirasyon asamasi korelasyon gostermektedir. Ozellikle
follikiil c¢ap artist ile Metafaz-Il oosit eldesi olasiligi pozitif korelasyon
gostermektedir (Scott ve ark., 1989; Ectors ve ark.,1997). Buna ek olarak da, 12 mm
ve iizeri follikiillerden elde edilen oositlerin hem fertilizasyon hem de klivaj
oranlarinin anlamli oranda yiliksek oldugu saptanmistir (Wittmaack ve ark., 1994;
Bergh ve ark., 1998). Ancak tim bu verilerin aksine, kontrollii ovaryan
hiperstimiilasyon sonrasinda 3-10 mm ¢apinda kiiciik follikiillerden matiir oositin
elde edildigi de gosterilmistir (Teramato ve ark., 2016). Bu tespit, eksojen
gonadotrophinlerin etkisi ile kii¢iik follikiillerdeki oositlerin de gelisim gosterdigi
yoninde yorumlanmistir. Bu c¢alisma kapsaminda immatiir oositleri barindiran
follikiillerin ¢aplarinin, matiir oositleri barindiranlara kiyasla anlaml oran da kiigiik
oldugu gozlemlendi. Ancak matiir oositleri barindiran follikiil ¢aplarinin, fertilize
olmamis oositlerde, fertilizasyon goézlemlenen oositlere gore daha biiyiik oldugu da
saptand1. Oosit matiirasyonunun degerlendirilmesinin morfolojik goriiniimiine
bakarak niiklear matiirasyon yoniinde (I. kutup cisimciginin atilimi) gergeklestirildigi

ve sitoplazmik matiirasyonun gergeklesme oraninin ancak fertilizasyon basarisi ile
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degerlendirilebilecegi gozoniine alinirsa, niiklear ve sitoplazmik anlamda
matlirasyonunu tamamlayan oositlerin follikiil ¢apinin artig1 ile korele olmadigi
sonucuna varilmaktadir ve bu sonu¢ Teramato ve arkadaslarinin calismalarini

destekler niteliktedir.

Germinal vezikiiliin yikimi ve mayoz bolinmenin kaldigi yerden devam
edebilmesini i¢in, FSH hem in vitro, hemde in vivo olarak kumulus ve graniiloza
hiicrelerindeki G-proteini reseptorii olan FSH reseptorlerine baglanir ve stimiile eder
(Heitman ve Ijzerman 2008; Segaloff ve ark., 1990). Bu sinyal kaskadi, intraselliiler
cAMP artigi ile prostaglandin E2 sentezinin diizenlenimini uyarir (Shimada ve ark.,
2006; Yamashita ve ark., 2011). Prostaglandinlerin biyosentezinde en Onemli
basamak, yag asidi prekiirsorlerinin prostaglandin endoperoksidaz (Cox-1 ve Cox-2)
enzimi ile prostaglandin G yapisina enzimatik doniisiimiidiir. Ovaryan follikiillerin
prostaglandinleri sentezledigi daha onceki ¢aligmalarla da gosterilmistir. Biiyiikbas
hayvanlardan sigir preovulatuvar follikiillerinde graniiloza ve kumulus hiicrelerinde
Cox-2 ve reseptoriiniin ekspresyonu gosterilmistir (Nuttinck ve ark., 2002). Ancak,
in vitro matiirasyon siireglerinde izole edilen kumulus-oosit komplekslerinde Cox-1
ekspresyonu gozlenmemistir (Nuttinck ve ark., 2002). Oositin in vitro matiirasyon
stirecinde, kiiltiir ortaminda Cox-2 gen ekspresyonunun 0-6 saat igerisinde
yiikselerek maksimum seviyeye geldigi, 6-12 saat arasinda diislis gosterdigi ve 12-24
saatleri arasinda ise degisim gostermedigi raporlanmistir (Waleed ve ark., 2014).
Ancak, kiiltiir ortaminda gonadotrophinlerin varligr ile Cox-2’deki 0-6 saat
icerisindeki  artigin, 12. saatte maksimum seviyeye ulastigi da daha Onceki
caligmalarda rapor edilmistir (Calder ve ark., 2001; Nuttinck ve ark., 2002). Disi
maymunlarda yapilan bir ¢aligmada ovaryan stimiilasyon sonrasinda ovulasyon
indiiksiyonu ile elde elde edilen oositlerin; %72.9 MIL, %20.6 MI ve %6.7 GV
oranlarinda gozlemlenirken, siklooksijenaz inhibitorii olan “celecoxin” uygulamasi
sonrasinda ise elde edilen oositlerde %35.6 MII, %30.4 MI ve %33.8 GV oranlari
saptanmigtir (Duffy ve ark.,, 2011). Tim bu veriler degerlendirildiginde,
prostaglandin E2 sentez ve aktivasyonunun oosit in vitro matiirasyon siirecinde ve
kumulus hiicrelerinin ekspansiyonunda rol aldig1 seklinde yorumlanmistir.

Rodentlerde yapilan bir¢ok c¢alisma ile prostoglandin E2 sentezinden sorumlu Cox-2
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enziminin kumulus hiicrelerinde ekspresyonu gosterilerek kumulus hiicre
ekspansiyonu ve oosit matiirasyonundaki etkinlikleri rapor edilmistir (Eppig ve ark.,
1981; Hizaki ve ark., 1999; Lim ve ark., 1997; Takahashi ve ark., 2006). Bu
calismada immatiir oositlerde matiir-fertilize olmamis oositlere gore Cox-2
ekspresyon seviyelerinin daha diisiik oldugu tespit edildi. Oosit niiklear
matiirasyonunda mayoz boliinmenin devamini saglayan hiicre i¢i cAMP seviyesinin,
Cox-2 aktivitesine bagimli prostaglandin seviyesi ile baglantili olmas1 bu ¢alismanin
sonuglarini destekler niteliktedir. Azalmis Cox-2 ekpresyonu oosit hiicre i¢i diigiik
cAMP seviyeleri ve bunun sonucunda mayoz boélinmenin gergeklesmeyerek

matiirasyonun durakladigini isaret etmektedir.

In vitro matiirasyon siirecinde 6 saat ve dncesinde (germinal vezikiil yikimi
Oncesi) prostaglandin E2 seviyesinde artig goriilmesi, oosit matiirasyonu ve kumulus
ekspansiyonunda roliiniin oldugunu fikrini destekler niteliktedir. Bu calismada da,
istatistiksel ~ anlamlilik  goriilmemekle  birlikte,  heniiz =~ matiirasyonunu
tamamlayamamis oositlerde (Grup 1) Cox-2 seviyesinin yiiksek oldugu,
matiirasyonunu tamamlamis fakat fertilize olmamis (sitoplazmik matiirasyonun
tamamlanmamasi muhtemel oositler) oositlerde (Grup 2) bu seviyenin diistigi
goriilmiistiir. Bu bulgular IVM siirecindeki ilk 6 saat ve sonrasindaki 6-12.
saatlerdeki Cox-2 gen ekspresyon oranlari ile benzerdir. Gonadotropin varliginda 12.
saatte Cox-2 diizeyinin pik yapmasi da bu ¢alismanin kontrol grubu olan, niiklear ve
sitoplazmik matiirasyonunu tamamlamis ve fertilize olmus oositlerin (Grup 3) Cox-2
diizeylerindeki  ylikselmeyi  agiklayabilir. ~ Gonadotrophinlerin  yoklugunda,
prostanlandin E2’nin farkli dozlarda in vitro matiirasyon besiyerine eklenmesi ile 24
saatlik kiiltiir sonunda matiirasyonunu tamamlayan oosit sayisinin anlamli dlciide
yiikseldigi gosterilmistir (Waleed ve ark., 2014). Adi gegen literatiir bu ¢alismanin
sonuglarim1 destekler niteliktedir. Matiirasyon besiyerine gonadotrophinler ile
prostaglandin E2’nin beraber eklenmesi ise anlamli etkiler gdstermemistir (Waleed
ve ark., 2014). Bu verilerden yola ¢ikarak, besiyerine prostaglandin E2 eklenmesinin
sadece germinal vezikiil yikimi siirecinde etkin oldugu sonucu cikarilabilir. Bu

yorumu, Cox-2 geni knock-out farelerde, gonadotrophinlerin yoksunlugunda,
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prostaglandin E2 uygulamasi ile germinal vezikiil yikimini tamamlayan matiir oosit

eldesinin ger¢eklesmesi destekler (Takahashi ve ark., 2006).

Serum seviyesinde Cox-2 konsantrasyonunun degerlendirildigi ¢alismalarda
(Jesam ve ark., 2010; Hester ve ark., 2010) Cox-2 inhibitorleri ile kontrasepsiyon
hedefleri 6n planda tutulmustur. Follikiiler siv1 seviyesinde Cox-2 konsantrasyonun
degerlendirildigi ¢alismalarda ise (Duffy ve ark., 2001; Tokuyama ve ark., 2001 ve
2003), miktar tayinini saptamaktan Steye ge¢memekle birlikte, sadece follikiiler
rliptlir olusumundaki rolii degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada hem serum hem de
follikiiler sivi seviyesinde yasa bagimli Cox-2 konsantrasyon farkliliklart
gozlenmemigstir. Serum seviyesinde Cox-2 konsantrasyonu ile diger hasta
karakteristik 6zellikleri arasinda korelasyon goriilmezken, follikiiler sivi seviyesinde
Cox-2 konsantrasyonu ile serum AMH konsantrasyonu ve OPU’da elde edilen matiir
oosit orani arasinda negatif korelasyon goriilmiis, ayrica ovulasyon indiiksiyon
yontemine gore de anlamli farkliliklar saptanmistir. Kumulus Cox-2 ekspresyonunun
hasta karakteristik 6zellikleri ile korelasyonu (yas, BMI ve ovulasyon indiiksiyon
giini FSH konsantrasyonu vb) daha oOnceki caligmalarda  rapor edilmistir
(Adriaenssens ve ark., 2010). Adi gegen calismada artan yas ile (ovaryumun
gonadotrophinlere yanitinin azalmasi sonucunda) kumulus hiicrelerinde Cox-2
mRNA ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir. Ilerleyen yas ile serum AMH diizeyi
arasinda negatif korelasyonun olmasi beklendigi icin, follikiil sivis1 ve kumulus
hiicreleri seviyesinde Cox-2 konsantrasyonlarinin yas ve AMH konsantrasyonu ile
negatif korelasyonu birbiriyle uyumludur. Bu ¢aligmada kumulus hiicrelerinde ve
oositlerde farkli matiirasyon asamalarindaki oositlerde Kissl, KissIR ve Cox-2
konsantrasyonlarinin korelasyonu degerlendirildi. Hasta yasi ve AMH oranlar1 vb
parametrelerle korelasyonu Ornek sayilarinin azligi nedeniyle degerlendirilmedi.
Bununla birlikte follikiil sivis1 seviyesinde elde edilen veriler literatiirii destekler

niteliktedir.
Potansiyel  sikoloksijenaz  inhibitérii olan indomethacin’in  iireme

donemindeki disi sicanlara uygulanmasi sonucunda, bu siganlarda ovulasyon

diizeninde bozulma ve ovaryan Kiss1 ekspresyonunda diisiis goriiliirken, Kiss1R ve
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Cox-2 ekspresyonlarinda degisim gozlemlenmemistir. Kiss1 ekspresyonundaki diisiis
prostaglandin E2 uygulamasi ile bazal seviyesine geri donmiistiir. Disi sicanlarda
gonadotrophin uygulamasini takiben, ovulasyon siirecinde Cox-2 inhibisyonunun
sadece ovaryan Kissl mRNA ekspresyonunun baskilanmasi ile sonuglandigi rapor
edilmistir (Gaytan ve ark., 2009). Tim bu veriler degerlendirildiginde, oosit
matiirasyon siirecinde hem oosit hem de kumulus hiicrelerindeki Kissl ve Cox-2
mRNA ekspresyonlarinin korelasyon gosterdigi ve iligkili oldugu yorumu yapilabilir.
Ayrica serum ve follikiiler siv1 seviyesinde Kissl ve Cox-2 konsantrasyonlar1 ise
anlamli derecede pozitif korelasyon gostermektedir. Bu calismada da matiir
oositlerin elde edildigi serum ve follikiil s1vis1 6rneklerinde Kiss1, Kiss1R ve Cox-2
ekspresyon seviyeleri arasinda pozitif korelasyon saptandi. Immatiir oositlerin
kumulus hiicrelerinde Kissl ve Cox-2 mRNA ekspresyonlarimin matiir oositlere
oranla diisiik olmasi da literatiirii destekler niteliktedir. Immatiir oositleri ¢evreleyen
kumulus hiicrelerindeki Kissl ve KissR mRNA ekspresyon seviyelerinin matiir
oositlere gore daha diisiikk olmasina karsin, Cox-2 mRNA ekspresyon seviyelerinin
daha yiikksek oldugu tespit edilmistir. Kumulus hiicrelerinde Cox-2 mRNA
ekspresyon seviyesinin periovulatuvar donemde en yiiksek seviyede tespit edilmis
olmas1 ile baglantili olarak, erken yiikselen Cox-2 ekspresyonunun oositin

matiirasyonunu tamamlamadan erken oviile olmas1 seklinde yorumlanabilir.

Gonadotrophin ile ovaryan stimiilasyona ek olarak kisspeptin uygulamasinin
disi sicanlarda hem oosit matiirasyonunu hem de  ovulasyonu indiikledigi
gozlemlenmigtir (Roa ve ark., 2006). Buna ek olarak, insan ¢aligmalarinda normal,
diizenli menstriiel siklusun preovulatuvar fazinda kisspeptinin LH salinimini stimiile
eden en potansiyel ara¢ oldugu gosterilmistir (Dhillo ve ark., 2005; Jayasena 2011;
Chan ve ark., 2012). Bu veriler degerlendirildiginde, kisspeptin uygulamasinin LH
piki olusturmasi sebebiyle, tedavi siirecindeki hastalarda ovulasyon indiiksiyonu ve
final oosit matiirasyonunun tetikleyicisi olarak uygulanmasi disiiniilmiistiir (Teles
2008; Humaidan ve ark., 2011). Standart rekombinant FSH ve GnRH antagonist
uygulamast ile siliperovulasyonun tetiklenmesi ve prematiir ovulasyonun
engellenmesini takiben subkutan tek doz Kissl uygulamasi ile final oosit

maturasyonu hedeflenmistir. Farkli dozlarda Kiss1 uygulanmasinda optimal doz 6,4
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ve 12,8 nmol/kg olarak belirlenmistir. Uygulama sonrasinda serum Kiss1, LH, FSH
ve progesteron seviyeleri artmistir. Her iki dozda da oosit matiirasyonu
gozlemlenmistir ve oosit eldesi nispi olarak diger dozlara oranla daha kolay
gerceklesmistir. Ovulasyon indiiksiyonu igin kullanilan standart yontemler ile Kissl
uygulamasi blastosist formasyon orani ac¢isindan kiyaslandiginda, sirasiyla %51,2 ve
%49,9 gibi benzer oranlar raporlanmistir. %40 oraninda biyokimyasal gebelik
gozlemlenirken, %28 oraninda klinik gebelik ve 12 canli dogum raporlanmistir
(Abbara ve ark. 2013). Kisspeptin uygulamasinin IVF tedavilerindeki giivenilirligi
diisiiniildiigiinde, dogal bir peptid olusu ve konsantrasyonunun gebeligin
basglangicindan 9. haftasina kadar yaklagik olarak 7.000 kat artmis seviyede olmasi,
uygulanan ekzojen kisspeptinin yar1 Omriiniin 28 dakika olmast ve yan etkilerinin
gozlemlenmemis olmasi nedeniyle giivenilir olarak diisiiniilmektedir (Dhillo 2005;
Jayasena 2013). Agresif kontrollii ovaryan stimiilasyon siireci ya da PCOS etiyolojisi
ile IVF tedavisi goren hastalarda %1-3 oranlarinda ovaryan hiperstimiilasyon
sendromu (OHSS) gozlemlenebilir (Mansour ve ark., 2014) ve bu durumda IVF
tedavi dongiileri iptal edilir. OHSS goriilme riski heniiz tam anlamiyla 6n goriilebilir
ya da Oniine gecilebilir durumda degildir (Practice Committee of American Society
for Reproductive Medicine, 2008). Bir ¢gok OHSS olgusunun nedeninin endojen LH
veya ekzojen hCG uygulamasi sonrasi LH reseptorlerinin asir1 uyarilmasia bagh
oldugu yoniindedir ve yeni yontemler i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu ¢aligmalar
arasinda, gonadotrophin dozunu azaltmaya ek olarak luteal destek de hCG yerine
progesteron kullanimi en kabul goéren ve gebelik oranlarina etkisi olmayan bir
yontem olarak tanimlanmistir (Van der Linden ve ark., 2011). Diger alternatif
yontem olarak endojen LH yerine GnRH agonist kullanimi1 diisiik gebelik oranlari
nedeniyle tamamen kabul gormemistir (Youssef ve ark. 2011). Bu calismada
ovulasyonu indiiklemek amaciyla kullanilan hCG ve GnRH agonist uygulamalar
sonucunda, hCG sonrast serum Kiss1, KissIR ve Cox-2 seviyelerinde anlamli artig
saptandi. Preovulatuar donemde kisspeptinin LH salinimini uyarici etkisi dikkate
alindiginda, hCG uygulamasinin ovulasyonun tetiklenmesinde daha etkin oldugu
seklinde yorumlanabilir. Bu ¢aligmada GnRH agonisti uygulanan hasta sayisinin az
olmas1 sonuglarin yorumlanmasinda smirlayici bir etkendir. Bu perspektifle daha

kapsamli ¢aligmalar gerekmektedir.
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Oosit in vitro matiirasyonu, potansiyel OHSS olgularinda ovaryan
stimiilasyonun riskli olmasi sebebiyle oosit matlirasyonunun tamamlanmasi
anlaminda bir secenektir. Ayrica oosit matiirasyon yetersizligi gozlemlenen IVF
olgularinda da IVM uygulamalar1 6n plana ¢ikmaktadir. Domuz oosit in vitro
matiirasyonu iizerinde yapilan bir ¢calismada klasik FSH ve LH eklentisi olan IVM
kiiltiir ortamina Kiss1 eklenmesinin matiirasyon oranlarini anlamli derecede arttirdigi
gozlemlenmistir. KisslR ekspresyonu gozlemlenen hiicrelerde, Kissl varliginin
hiicresel olarak Ca™ dalgalanmalarmi indiikledigi de daha onceki galismalarda
gosterilmigtir (Liu ve ark., 2008; Castano ve ark., 2009; Constantin ve ark., 2009;
Kroll ve ark., 2011). Kumulus hiicre yapt ve fonksiyonlarinin farklilagsmasinin
diizenleniminde, oosit sitoplazmik ve niiklear matiirasyon siirecinde Ca** iyonlarmimn
onemli rol oynadig1 diisiiniildiigiinde, insan oosit in vitro matiirasyon siire¢lerinde de
kiiltiir ortamina Kissl eklentisinin matiirasyon oranlarini arttirmasi da beklenir. Bu
calismada Kissl ve KissIR’iiniin oositin matiirasyonundaki etkinligini destekler
niteliktedir. Ozellikle bu calismada diisiik over rezervli olgularm agirlikli olmasi
matiirasyon arrestlerinin sik goriildiigii etyoloji grubu olarak yorumlanabilir.
Literatiirde bunu destekler niteliktedir (Hourvitz ve ark., 2010). Ancak literatiirde
infertilite etyolojisi ve IVM Kkiiltiir ortamlarinda kisspeptinin etkinligi kapsaminda bir
calisma bulunmamakta ve bu siiregte rol oynayan molekiiler mekanizmalarin

aydinlatilabilecegi ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak; bu ¢alisma "kontrollii ovaryan stimiilasyon dongiilerinde oosit
ve mikrogevresinde kisspeptin matiirasyonu arttirici etki gostermektedir ve Cox-2 bu
gelisimsel siirecte rol oynamaktadir” hipotezinden yola c¢ikarak, kan serumu ve
follikiil s1visina ek olarak insan oositleri ve kumulus hiicrelerinde Kiss1, Kiss1R ve
Cox-2 konsantrasyonlarinin, oosit matiirasyon seviyesi ve hastanin klinik
parametreleri dikkate alinarak degerlendirildigi ilk ¢calismadir. Bu ¢alismada oositin
niiklear ve sitoplazmik matiirasyonunda kisspeptin ve reseptOriiniin  artan
konsantrasyonlari goriilmiistiir. Ornek sayisinin smirli olmasi nedeniyle elde edilen
verilerle kisspeptinin matiirasyon siirecinde gerekli oldugu sdylenemez. Fakat

kisspeptinin kullanilan ovaryan stimiilasyon protokolii ve ovulasyonu tetikleme
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protokolii gibi klinik yaklasimlarla korelasyonunun varligi, ovulasyon giiniinde
stimiilasyon siirecinde kontrol mekanizmas: niteliginde degerlendirilebilecek
nitelikte olan reseptor seviyesindeki azalma ve Cox-2’nin 6zellikle ovulasyon 6ncesi
final oosit matiirasyonundaki negatif etkisi in vitro uygulamalarda, oosit matiirasyon
arresti goriilen olgularda yeni yaklagimlara yonlendirici olabilir. Bu konuda daha
fazla materyalin degerlendirildigi ve molekiiler mekanizmalarin irdelenebilecegi

daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

AC : Adenil siklaz

AKT : protein kinaz B

AMH : Anti-Miillerian hormon

AVPYV : Anteroventral periventrikiiler ¢ekirdekler
BMP15: Bone morphogenetic protein 15
BMP6 : Bone morphogenetic protein 6

Ca*?: Kalsiyum

c¢AMP : Siklik adenozin monofosfat

¢GMP : Siklik guanozin monofosfat

CNP : c- tip natriuretic peptit

Cox-1: Siklooksijenaz-1

Cox-2: Siklooksijenaz-2

Cx37: Konneksin 37

Cx43: Konneksin 43

E2: Ostrodiol

EGF-I : Epidermal growth faktdr benzeri peptit
ERK1/2 : Extracellular signal-regulated kinases
FOXO03a : Forkhead box O3

FSH : Follikiil situmiile edici hormon

GDF9 : Growth differentiation factor 9

GnRH : Gonadotropin salgilatici hormon

GPR 12 : G-protein reseptor -12

GPR 3: G-protein reseptor -3

hCG : Insan koryonik gonadotropini

ICSI : Intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonuna
IGF : Insulin Growth Faktor

IVM: In vitro matiirasyon

KISS1/KP : Kisspeptin

KISS1R /GPR54 : Kisspeptin reseptorii

KIT: Proto-oncogene receptor tyrosine kinase
KL : KIT ligand

LH: Liiteinize edici hormon

LHR : Luteinizan hormon reseptor

MPF : Mayoz baslatic1 faktor ()

Nobox : Newborn Ovary Homeobox-Encoding Gene
Npr2 : Natritiretik peptit reseptor 2

NSAID : Non-steroidal anti-inflamatuvar ilaclar
PDE3A : Fosfodiesteraz 3A

PGE?2 : Prostaglandin E2

PGH: Primordiyal germ hiicreleri

PGHS : Prostaglandin G/H sentaz

PGS : Prostaglandin sentaz

PGTS : Prostaglandin endoperoksit sentaz
PI3K : Phosphoinositide 3-kinase
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PKA : Protein kinaz A

PKC : Protein kinaz C

PTEN : Phosphatase and tensin homolog

Sohlh1: Spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 1
TGFB : Transforming growth factor

TSC1 : The tumor suppressor tuberous sclerosis complex 1

YAP: Yes associated protein

ZP: Zona pellucida
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8.EKLER

8.1 Sekil Listesi

Sekil 1: Primordial Follikiil (Ross 2011)

Sekil 2: Unilaminar primer follikiiller (Ross 2011)
Sekil 3: Multilaminar primer follikiiller (Ross 2011)
Sekil 4: Sekonder follikiiller (antral) (Ross 2011)
Sekil 5: Matiir (graaf) follikiiller (Ross 2011)

Sekil 6: TVUSG follikiil ¢cap 6lgiimii

8.2 Grafik Listesi

Grafik 1: Hasta Infertilite Etyolojileri Dagilim Yiizdesi

Grafik 2: Relatif Kissl, Kiss1R ve Cox-2 mRNA ekspresyon seviyeleri (a-c);
Relatif Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 mRNA ekspresyon seviye degisimleri (d)

Grafik 3: Relatif Kissl, KissIR ve Cox-2 mRNA ekspresyon seviyeleri (a-c);
Relatif Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 mRNA ekspresyon seviye degisimleri (d)

8.3 Tablo Listesi

Tablo 1: Gruplara gore 6rnek dagilimi

Tablo 2: Genlere ait primerler dizaynlari

Tablo 3: Hasta Karakteristik Ozellikleri Dagilim1
Tablo 4: Follikiil Ortalama Caplar1

Tablo 5: Gruplara gore follikiil ¢ap1 ile follikiil sivisi Kissl, KissIR ve Cox-2
konsantrasyonlariin korelasyonu

Tablo 6: Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari
Tablo 7: Serum Kiss1, KissIR ve Cox-2 konsantrasyonlar1 korelasyonu

Tablo 8: Gruplar arasinda serum Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari
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Tablo 9: Grup i¢i serum Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari korelasyonu
Tablo 10: Follikiil sivisi Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari korelasyonu
Tablo 11: Gruplar arasinda follikiil s1visi Kiss1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari

Tablo 12: Grup i¢i follikiil sivis1 Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlari
korelasyonu

Tablo 13: Serum ve follikiil sivist Kissl, KissIR ve Cox-2 konsantrasyonlari
korelasyonu

Tablo 14: Serum Kissl1, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlar ile hasta karakteristik
ozellikleri ve endokrin parametrelerinin korelasyonu

Tablo 15: Ovulasyon indiiksiyon yontemi ile serum Kissl, KisslR ve Cox-2
konsantrasyonlari

Tablo 16: Follikiiler sivi Kissl, KisslR ve Cox-2 konsantrasyonlari ile hasta
karakteristik 6zellikleri ve endokrin parametrelerinin korelasyonu

Tablo 17: KOH ile follikiiler sivi Kissl, Kiss1R ve Cox-2 konsantrasyonlari

Tablo 18: Kumulus hiicrelerinde Kissl, KisslR ve Cox-2 ekspresyon seviyeleri
miktar, glivenilirlik degeri, p degeri

Tablo 19: Oosit Kissl1, KissIR ve Cox-2 ekspresyon seviyeleri miktar, gilivenilirlik
degeri, p degeri
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9.TESEKKUR

Yiksek lisans egitimim siiresince, degerli bilgi ve deneyimleri ile egitimimi
saglayan Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
degerli Ogretim Uyelerinden tez damgmanim Dog. Dr. Berrin AVCI ’ya
tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Bagkan1 Prof. Dr. Semiha ERSOY ve diger Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Sahin A.
SIRMALI, Prof. Dr. ilkin CAVUSOGLU, Prof. Dr. Zeynep KAHVECI, Prof. Dr.
Zehra MINBAY ve Prof. Dr. Ozhan EYIGOR’ e egitim siirecimdeki tiim
emeklerinden otiirii tesekkiir ederim.

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dali Uremeye Yardime1 Tedavi Merkez Sorumlusu Prof. Dr. Giirkan UNCU ve
Uzm. Dr. Is1l KASAPOGLU basta olmak iizere ve tiim ¢alisanlarina tez siiresinde ki
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calisanlarindan Seda SARIBAL’a tez silirecindeki yardimlarindan &tiirii ayrica
tesekkiir ederim.
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