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OZET

Diyabetin kontrollii ovaryen stimiilasyon uygulanmis fare oosit ve embriyolarinin

uzerindeki etkilerinin incelenmesi

Bu c¢alismada kontrolli ovaryen stimiilasyon ugulanmis farelerde streptozotosin
uygulamasiyla elde edilmis tip 1 diyabetin oosit ve embriyo Kkalitesi iizerine etkilerini
arastirdik . Bu ¢alismada, 2 aylik en az iki kez diizenli 6strus siklusu gegiren cd I k1 disi ve
erkek tip fare kullandik. Bunlar; Kontrol grubu ( intraperitonal sitrat verilen grup), sadece
streptozotosin uygulanmis grup ( intraperitonal uygulama), stimiilasyon grubu (intraperitonal
PMSG uygulamasindan 48 saat sonra B hCG uygulamas: yapilan grup), streptozotosin ve
PMSG grubu ( streptozotosin uygulamasi sonucu kan glukoz bakilip, PMSG uygulamasindan
48 saat sonra B hCG uygulamasi yapilmis grup) olmak iizere dort gruba ayrildi.
Streptozotosin  uygulamasi yapilan fare gruplarinda, intraperitonal streptozotosin
uygulamasindan dort giin sonra kuyruk veninden kan alinarak glukometre ile kan glukoz
degerlerine bakildi. Gruplar ireme sistemlerinde streptozotosinden meydana gelen tip |
diyabetin etkilerinin goriilmesi i¢in bir ay bekletildi. Kontrollii overyan stimiilasyonu
uygulanacak grup PMSG enjeksiyonu yapilip 48 saat sonra § hCG uygulamasi yapildi ve 12-
13,5 saat sonra sakrifiye edildiler. Normal siklus takibi yapilan grupta her giin ayni saatte
vajinal smear alinarak Ostrus siklus takibi yapildi ve sakrifiye edildi. Kontrol grubundaki
farelerde ise her giin ayni saatte vajinal smear alinarak Ostrus siklus takibi yapildi ve sakrifiye
edildi. Kontrollii ovaryen stimiilasyonu yapilan grup PMSG enjeksiyonundan 48 saat sonra 3

hCG uygulamasi yapildi ve yaklasik 12-13.5 saat sonra sakrifiye edilerek oositler toplanda.

Disi fareler sakrifiye edilerek ovidukt ve ovaryumlar1 alindi. Ampulla ve overyan olarak
oositleri toplandi. Ayni giin erkek fareleri sakrifiye edip duktus epididimislerden sperm
toplandi. Oositler kiimiiliis ooforus hiicrelerinden ayrildi. Kiimiiliis ooforus hiicrelerinden
ayirdigimiz oositler morfolojik olarak kalite kriterlerine gore degerlendirildi. Elde edilen
sperm ve oositlerle fertilizasyon i¢in IVF yapildi. IVF uygulamasindan 16 — 18 saat sonra
fertilizasyon degerlendirilmesini yapildi. Olusan embriyolarin blastosist asamasina kadar

takibi yapilarak morfolojik olarak kalite yoniinden degerlendirildi daha sonra  gruplari



birbirleriyle kiyaslanarak, bulgular1 degerlendirildi.

Bu calismanin sonucunda; gorsel ve istatiksel olarak diyabetin oosit ve embriyo

morfolojileri lizerine kalite yoniinden olumsuz yonde etkiledigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Kotrollii overyan stimiilasyon, PMSG, streptozotosin,  hCG.



ABSTRACT

Investigation of diabetes effects on oocyte and embryos of controlled ovarian

hyperstimulated mice.

In this study; we investigated the effects of type | diabetes, that was achieved by
streptozotocin injection, on quality of controlled ovarian hyperstimulated mice oocytes and
embryos. In our study; we used 2-month year old, CD | type female (and male) mice that had
at least two regular estrus cycles. These were classified into four as: control group ( having
intraperitoneal citrate injection), only streptozotocin group (intraperitoneal), stimulation group
(intraperitoneal PMSG+ B hCG group), diabetes and stimulation group (streptozotocin and
PMSG group). In streptozotocin injected mice groups; blood was withdrawn from tail vein and
blood glucose level was measured with glucometer four days after intraperitoneal
streptozotocin injection. These mice were kept for approximately one month in order to see
the effects of type I diabetes on their reproductive systems. PMSG injection and 48 hours after
PMSG injection, p hCG injection was done to controlled ovarian hyperstimulated group and
they were sacrified after 12-13,5 hours. In normal cycle follow-up group; estrus cycle follow-
up was done by taking vaginal smear at same time interval every day and then, they were
sacrified. In control group mice, estrus cycle follow-up was done by taking vaginal smear at
same time interval every day and then, they were sacrified. In controlled hyperstimulated
mice, B hCG injection was done 48 hours after PMSG injection and they were sacrified after

approximately 12-13,5 hours and oocytes were picked up.

Female mice were sacrified and their oviduct and ovaries were dissected. Oocytes were
collected from ampulla and ovaries. In the same day, male mice were sacrified and sperm was
collected from epidydimis. Oocytes denudated and cumulus cell complexes were removed.
Morphological quality criteria of denuded oocytes were assessed. IVF was performed with
oocytes and sperm cells for fertilization. Fertilization check was done 16-18 hours after I\VF.
Embryos were followed up to blastocyst stage and their morphological quality assessment was

done. Groups were compared and findings were discussed.

Vi



As a consequence; we found that diabetes has negative effects on oocytes and embryos
as a means of morphological quality visually and statistically.

Key Words: Controlled ovarian hyperstimulation, PMSG, streptozotocin, p hCG
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1. AMAC VE KAPSAM

Insiiline bagiml1 diyabetes mellitus, insiilin iiretimindeki eksikligin neden oldugu kan
glikoz seviyelerinde yiikselme ile karakterizedir. Glikoz seviyesindeki bu ylikselmenin
gebelerde diisilk, neonatal hastaliklar ve Gliimler, konjenital malformasyonlar gibi ciddi
patolojik komplikasyonlar ile sonuglandigi gosterilmistir (Colton ve ark.,2003). Alinan tiim
Onlemlere ragmen diyabetin kontrol edilemedigi annelerden dogan bebeklerde, dogum
defektleri ve erken fotal kayiplar hala biiyiik bir problem olup, yiiksek kan glikoz degerleri ve
ketonlarin plasentadan embriyoya gegerek dogum defekti oranlarmin artigina neden oldugu
bildirilmektedir. Boylelikle genel neonatal popiilasyona gore diyabetik annelerin yeni
doganlarinda konjenital malformasyon oraninin oldukg¢a fazla olmasi (Sakamaki ve ark., 1999),
bu konjenital malformasyonlarin gebeligin 7. haftasindan 6nce olusarak; anensefali, spina
bifida, hidrosefalus gibi ¢esitli merkezi sinir sistemi ve kardiyak anomalilerden olusan kaudal
gerileme sendromunu olusturmasi s6z konusudur. Deneysel c¢alismalar ile s6z konusu
konjenital malformasyonlarin, intrauterin ortamda fluktuasyon gosteren serum glikoz
degisikliginden kaynaklandigi ileri siirilmektedir (Sakamaki ve ark., 1999). Giiniimiizde
tamimlanan ~ bu  noktalar  konjenital  malformasyonlardaki  fizyoetiyopatolojiyi
aciklayamamaktadir. Bu durum, diyabette, serum glikoz seviyesindeki fluktuasyonlari
profilaktik olarak onlemenin diginda gercek Onleyici ya da tedavi edici protokollerin

gelistirilmesini 6nlemektedir.

Diyabetik annelerin yeni doganlarinda konjenital malformasyonlarin gebeligin 7.
haftasindan Once olustugu ve bu konjenital malformasyonlarin yapilan pek ¢ok hayvan
deneylerinde intrauterin ortamda serum faktorlerinin degisikliginden kaynaklandig:

bildirilmektedir (Sakamakl ve ark., 1999).

Insanlarda, TIP I veya insiiliine bagimli diyabet, konjenital anomeli riskinin artmasi ve
diisiik gibi olumsuz prenetal sonuglar dogurarak gebelige negatif etkide bulunan sonuglara
neden olur(Greene, MF. 1999, Farrell T., 2002). Ayn sekilde, anneye bagl tip | diyabet fare
ve si¢angillerde implantasyon esnasinda da etkili oldugu goriilmistiir ( Moley KH., 1998; Chi



MM.. , 2000 ). Daha once yapilan laboratuvar calismalarinda embriyolarin tek hiicreli
gametler ve zigot sathasindan 6nce etkilendigi sonucuna varilmistir. Streptozotosin ve alloxine
ile indiiklenen hipoinsiilinemik ve hiperglisemik farelerde zigotlarin in vivo da human
koryonik gonadotropin (hCG) uygulamasindan 48 saat sonra diyabetik olamayan farelerle
karsilastirildiginda zigotlar diisiik ylizde ile iki hiicreli embriyo gelisimi gdstermislerdir
(Diamond MP., 1989). Benzer sekilde, diyabetik farelerden elde edilen ve in vitroda kontrol
medyumunda kiiltlire edilen iki hiicreli embriyolar, kontrol grubu farelerle karsilastirildiginda
blastosist agamasina ciddi bir sekilde gec ulasir. Bu bilgiler 1s18inda takip edilen diyabetik
farelerden elde edilen oositler, germinal vesikiil asamasindan (GV), germinal vesikiil break
down (GVBD)’ dan M1 asamasina ge¢ ulasir. Bu bulgular hipergliseminin oncelikle
embriyolar iizerinde oositlere gore daha etkili oldugunu géstermistir. Benzer c¢aligmalarda
ayni sonuglar goriilmiistiir (Colton SA., 2002; Chi MM., 2003). Hipergliseminin oositler ve
foliikiillerin iizerine etkilerini incelemek i¢in yapilan ¢alismalarda oosit maturasyonu, geligimi
ve graniiloza hiicrelerinin oositleri ¢evrelemesi incelenmistir. h CG enjeksiyonundan sonra
annege bagli diyabetler, diyabetin oosit maturasyonu ve foliikiiller ve etrafindaki kiimiiliis

ooforus tlizerinde negatif yonde etkili oldugu goriilmiistiir.

Kemirgenlerle yapilan c¢alismalarda diyabetin embriyo implantasyonu Oncesi ve
sonras1 embriyolar {izerinde negatif etkide bulundugu gézlenmistir. Kongenital malformasyon
goriilme siklig1 diyabetik annelerde normal annelere gore 3-4 kez daha fazla goriilmektedir
(Becerra JE. , 1990). Hem kimyasal hem de dogal gelisen diyabet vakalarinde embriyolarin
daha fazla fragmantasyon icerdigi ve daha fazla dejenere oldugu gozlenmistir (Lea RG,.
1996).Yine diyabetik farelerde blastosist asamasindaki hiicre sayis1 kontrol grubu farelerdeki
blastosist asamasindaki hiicre sayisindan daha azdir (Pampfer S ., 1990). Diyabetik ratlarda
yapilan calismalarda iki hiicreli embriyolarin %50 sinin kontrol grubu ratlara gére daha az
sayida sekiz hiicreli embriyolara gelisim gosterdikleri bulunmustur. Yiiksek glukoz seviyesi in
vitro kiiltir medyumlarinda embriyo gelisimine zarar verir ; fruktoz, sorbitol gibi ara
metabolitlerde ve ketonlarda bu durum devam eder .Tek basina yiiksek doz glukoz veya keton
ile kombinasyonu embriyolarin blastosist asamasinda doza bagimli gelisim gdstermesine
neden olur. Bilinen bu duruma karsin diyabetik rat ve fare embriyolar1 in vitroda normal

glukoz ve piriivat ihtiyac1 gosterirler.Bu anomali belki kalict bir durum degildir, fakat



hiperglisemi sonucu gelisen metabolik durum sonucu kalici olmaya galisir(Dufrasnes E.,

1993).

Bugiine kadar yapilan diyabetle ilgili in vitro g¢alismalar, diyabetin embriyo
gelisimine etkisini aragtiran ¢aligmalar ile sinirhidir. Diyabetli ve saglikli hayvanlardan elde

edilmis embriyolarin morfolojik 6zelliklerine gore incelenmistir (Pampfer ve ark., 1990).

Diyabet ve gebelik patogenezini  calisan arastiricilar ise, anovulasyon, siklus
diizensizligi ve oositte meydana gelen degisiklikler ile baslayan bir diyabetik patolojiyle ilgili
noktalar1 aciklayan bilgilere ulagsmiglar ancak ortaya koyduklari bu bilgilere ve diger tiim
bilinenlere ragmen; maternal diyabet iligkili komplikasyonlarin ilerleyisine ait etiyolojinin net
olarak anlasilamadigini belirtmislerdir . Embriyo ve fotus incelemeleri esnasinda tek bir in

vivo etkenin dogrudan etkisinin incelenmesi, ancak in vitro ¢alismalar ile olabilmektedir.

Bu bilgiler 1s18inda ¢aligmamizda diyabetin oosit ve embriyo gelisimi {izerine etkilerini
incelemek amacglanmaktadir. Calismamiz diyabetle ilgili olarak kendi alaninda oosit ve

embriyo gelisimini birlikte arastiran yol gdsterci bir ¢alisma olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Infertilite

Insan yasamu fertilizasyonla baslar. Tek hiicreli zigottan cok hiicreli organizmanin
gelisimi, mitkkemmel bir sekilde programlanmis bir dizi olaymn sonucudur. Bu siiregte olusan
herhangi bir aksama, bu diizenlemenin bozulmasima ve infertiliteye yol acabilir. infertilite

fizyolojik, psikolojik ve sosyolojik etkileri olan 6nemli bir saglik sorunudur.

Infertilite, ¢iftlerin en az bir yil siireyle higbir kontrasepsiyon ydntemi kullanmaksizin,
diizenli cinsel iliskide bulunmalarma ragmen ¢ocuk sahibi olamamalaridir . Ureme ¢agindaki
giftlerin % 10-15 ‘i infertildir. Primer infertilite daha once hi¢ gebelik olusmamasini
tanimlarken, sekonder infertilite daha once gebelik saglanmasi ancak korunmasiz iligkiye
ragmen yeni bir gebeligin olmamasi durumudur. Ancak 30’lu yaslarinin sonundaki kadinlarda
infertilite goriilme oran1 % 25 ‘e ulasirken, 40 yasindan sonra fertilitede azalma daha hizli olur

(Speroff L .1999).

Infertilite tedavisindeki bilimsel ve teknolojik gelismeler basari oranlarmin giderek
artmasini saglamistir. Yardime1 Ureme Teknikleri (assisted reproductive technology, ART)
Insan iireme hiicrelerinin (oosit ve sperm) viicut disinda fertilizasyonu ile embriyo elde

edilmesini saglayan yontemlerin tiimiinii kapsar.

Yardimci iireme teknikleri; IUI ( Intrauterin Insemination), IVF ( In Vitro
Fertilization), GIFT ( Gamete Intrafallopian Transfer ), ZIFT ( Zygote Intrafallopian Transfer),
PZD (Partial Zona Dissection), SUZI ( Subzonal Insemination), TET ( Tubal Embriyo
Transfer) ve POST ( Peritoneal Oocyte and Sperm Transfer ) gibi gelistirilmis degisik

yontemleri icerir. ilk ve hala en sik kullanilan yéntem IVE’ dir.



Diger yontemler daha invaziv olup artik giinimiizde kullanim alanlar1 azalmaktadir.
Son yillarda spermin elde edilme teknigi ve sperm enjeksiyonu YUT’ de énem kazanmustir.
Tek spermin oosit sitoplazmasi i¢ine enjeksiyonu ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection ),
testislerden sperm ¢ikartilmasi; TESE, mikro cerrahi ile epididimal sperm aspirasyonu;
MESA, yardimli embriyo tutunma teknigi (assisted hatching) ve implantasyon dncesi genetik

tan1 (PGT) gelistirilen diger teknolojilerdir.

IVF, eksojen gonadotropinler kullanilarak yapilan kontrollii ovaryan hiperstimulasyon

(KOH) ile baglar. Sonrasinda gelisen folikiiller transvajinal ultrasonografi esliginde toplanur.

Folikiillerden elde edilen oositler laboratuvar ortaminda esten alinan uygun spermler ile
fertilize edilir. Islem sonucunda elde edilen embriyolar transservikal yoldan anne adayi
uterusuna transfer edilir. Bugiin itibariyla tiim diinyada yaklagik 3 milyon ¢ocuk yardimci

tireme teknikleri kullanilarak diinyaya gelmistir (Forti G, . 1998)

2.1.1. Fertiliteyi Etkileyen Hastaliklar ve IVF

IVF ve embriyo transferi (ET), YUT icinde en eski, fakat en yaygin olanidir. YUT;
ekzojen gonadotropinler ve gonadotropin salgilattirict hormon analoglar1 (GnRH-a) kullanimi
ile KOH, oosit toplanmasi , IVF, ET ve kriyoprezarvasyon basamaklarint icermektedir (WHO
Technical Report Series, 1992). Tubal infetilite, izah edilemeyen infertilite, ovulasyon
bozukluklar1 gibi klinik durumlari, 6énemli kullanim alanlaridir. Bunun yaninda bireyin
fertilitesini etkileyen ve konvensiyonel tedavilere yanmit alinamayan olgularda da, fertilite
artirict yontem olarak IVF-ET kullanilmaktadir. IVF-ET daha c¢ok kadina ait infertilite
nedenleri i¢in kullanilmakta olup, erkek infertilitesinde ise giderek artan bir sekilde yardimla

tireme teknikleri ve ICSI uygulanmaktadir.

Bireyin iireme potansiyelini belirleyen en Onemli parametre, hipotalamo-
hipofizerovarian aksin normal isleyisidir. Bunun yaninda, endokrin organlarin birbirleriyle
esgiidiimsel ¢aligmasi gerekmektedir. Normal ovulatuvar bir siklus i¢in bu uyum gereklidir.

Bu aksin isleyisindeki problemler, normal ovulasyondan sapma ve fertiliteyi azaltan



problemleri dogurmaktadir. Bu problemlerin basinda, kronik anovulasyon, hiperandrojenizm,
obezite, polikistik over sendromu, hiperprolaktinemi, adrenal hiperplazi, troid disfonksiyonlari
gelmektedir. Tiin sayilan bu klinik durumlar, kronik hiperandrojenik anovulasyon basligi
altinda toplanmaktadir . Ayrica endometriosis, pelvik bolgede gelisen enfeksiyonlar ve genital
tiiberkiiloz ile diabetes meliitus gibi endokrinolojik sorunlar da, ovulatuvar siirecte etkin
olmakta, fertilite hizim1 diistirmekte ve IVF-ET kliniklerde, olgu degerlendirmesinde sikintilar

yaratabilmekte, tedaviye yanit1 gii¢lestirmektedir.

2. 1.2. Kronik Hiperandojenik Anovulasyon

Polikistik Over Sendromu (PCOS):

Polikistik over Sendromu (PCOS), iireme c¢agindaki kadinlardaki, genel prevalans
orant %5 civarindadir. 1990 yilinda, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan, diger endokrinolojik
patolojiler (adrenal, tiroid disfonksiyonu, hiperprolaktinemi vs.) oligomenore, klinik ve
laboratuar hiperandrojenizm birlikteligi olarak tanimlanmistir . Bu tabloya, insiilin rezistansi

ve gonadotropin salinim bozukluklari da eklenmektedir.

Ovulasyon bozuklugunun 6nemli bir nedeni de, olgularda goriilen insiilin rezistansi ve
hiperinsiilinizmdir . Insiilin yiiksekligi, artan follikiil atrezi hizina, azalmis seks hormon
baglayic1 protein seviyesi ve sonuUcunda, artmis serum testosteron degerlerine neden

olmaktadir (Nestler ve ark., 1989, Poretsky ve ark., 1991).

Son zamanlarda, PCOS patofizyolojisinde, kisir dongiiyii olusturan, hiperandrojenizm
klinigini bozabilecek yaklagimlar 6n plana ¢ikmustir. Insiilin doku hassasiyetini arttiran ilaglar
(metformin, thiazolidinedione tiirevi pioglitazone, rosiglitazone, tioglitazone vb.), PCOS
olgularinda, ovulasyon restorasyonu i¢in kullanilmaktadir (Yarali ve ark., 1996, Hasegawa Ve
Ark., 1999).



2.1.3. Hiperprolaktinemi ve IVF-ET

Serum prolaktin yiiksekligi, hipofizden liiteinizan hormon sekresyonunu artirmakta,
GnRH salinmmini engellemekte ve, adrenal androjenlerini artirarak anovulasyona neden
olmaktadir (Asuaki ve ark., 1993). Hiperprolaktinemi yapan nedenlerin ayirict tanist iyi

yapilmali ve nedene gore tedavi planlanmalidir.

2.1.4. Troid Bozukluklar: Ve IVF-ET

Troid bezinin normal olarak calismasi, ovulasyon ve menstriiel siklus igin gereklidir.
Fertiliteyi artirma amact ile , tiroid fonksiyonlarinin yerine getirilmesi gerekmektedir.
Oncelikli tedavi yaklasimlari, tiroid bezinin fizyolojik oranda hormon sentezini yapabilmesini
saglamaktir. Bu nedenle, tiroid hormon preparatlari, kullanilmalidir. Zollner ve
arkadaglariv(2001) tubal infertilite nedeni ile IVF-ET planlanan olgularda, endokrinolojik
acidan yaptiklar1 hormonal degerlendirmede, ilk siklusta gebelik goriilen olgularin,
olmayanlara gére daha yiiksek troid stimiile hormon ve diisiik testosteron seviyelerine sahip

olduklarini saptamiglardir.

2.1.5. Diabetes Mellitus Ve IVF-ET

Diabetes mellitus olgularinda IVF-ET endikasyonu, normal popiilasyona gore farklilik
gostermemektedir. IVF-ET bagsarisin1  etkileyen faktorlerin  basinda, prekonsepsiyonel
endokrinolojik degerlendirmenin normal olmast gerekliligi gelmektedir. Kan sekeri
yiikselmesi kontrol altina alinmadan yapilan IVF-ET sikluslarinda, gebelik kayiplari ve
konjenital anomali hizinda artig goriilmiistiir . Uygun kontrollerle kan sekeri diizenlenmis bir
sekilde planlanan IVF-ET sikluslarinda, elde edilen ve fertilize olan oosit sayisi, siklus basina
gebelik hizlari, diabetes mellitus olmayan olgular ile benzerlik gostermektedir (Hovay H. ve
ark. , 1995)



2.1.6. Endometriosis ve IVF-ET

Endometriosisli olgularda fertilite genelde azalmaktadir. Ayrica kadinin yasi ve

infertilite siiresi de, endometriosiste fertiliteyi etkileyen diger faktorlerdir.

2.1.7. Genital Tiiberkiiloz ve IVF-ET

Genital tliberkiiloz, genital bolgede, dzellikle tuba uterina ve endometriyuma verdikleri
hasar ile, fertilite hizin1 direkt etkilemektedir . Endometrium kalinhiginin atrofik sinirlarda
oldugu veya tiiberkiiloz endometrit histopatolojik tanisi olan olgularda, gebelik sans1 minimal

olmaktadir ( Soussis 1. ve ark. , 1998 ) .

2.2. Diyabetes Mellitus Tanimi

Diyabetes mellitus diinya populasyonunun %5’inden fazlasii etkileyen ana saglik
problemlerinden olup, ¢ok yaygin bir metabolik hastaliktir . Diyabetes mellitusun, insiiline
bagimli Tip I (IDDM; Insulin-dependent diyabetes mellitus) ve insiiline bagimli olmayan Tip
I1 (NIDDM; Non-insulin-dependent) diyabete B hiicrelerinin otoimmun hasarina neden olur .
Dolayist ile insiiline bagimli Tip I diyabetes mellitusda, fonksiyonel B hiicresi ya hi¢ yoktur ya
da oldukga azdir (Adisakwattana S. ve ark. 2005).

Giinlimiizde diinyada 200 milyondan fazla insani etkileyen bu heterojen hastaligin
diinya ¢apindaki prevalans oraninin 2000 yilinda 150 milyon oldugu agiklanmistir. Diyabetin
2010 yilinda 220 milyon insan1 etkileyecegi, 2025 yilinda ise bu saymin 2 katina ¢ikacagi
tahmin edilmektedir . Giinimiizde diyabet, insiilin tedavisi veya oral hipoglisemik ajanlar ile
tedavi edilmektedir. Buna ragmen bu tedavi diyabetin neden oldugu retinopati, nefropati,
noropati, ateroskleroz ve kalp hastaliklar1 gibi yasam kalitesi ve Siiresini azaltan siddetli
komplikasyonlar1 6nlemede yeterli degildir . Yapilan pek ¢ok genis kapsamli ¢aligma, glikoz
homeostazisini saglamanin diyabet tedavisinde baslica ilerleme olacagini kanitlamistir (Maitl

R. 2005; Soria B., 2005).



Insan organ transplantasyonlarinda ise verici dokunun smirli temini ana sorundur.
Embriyonik kok hiicrelerinin izolasyonu uygun ve yeterli sayida B hiicrelerinin eldesi i¢in yeni
bir olasilik ortaya ¢ikarmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar ile embriyonik kok hiicrelerinin in
vitroda spontan olarak, insiilin iiretebilen B hiicre markirlar1 hiicrelere farklilasabildigi
gosterilmistir . Ayrica fare embriyonik kok hiicrelerinden iiretilen insiilin salgilayan hiicrelerin
streptozotosinuygulanmis farelerde diyabet tedavisini in vivo olarak da sagladig: tespit .
Sonugta, pankreas Langerhans adaciklarindaki B hiicre kaybini yenilemenin tedavide en iyi yol
oldugu disiiniilmektedir . Ancak, hastaligin tedavisi ig¢in kullanilan transplantasyonun en

onemli engeli insiilin tireten hiicrelerin sinirh kaynagidir (Thang J. ve ark., 2006).
2.2.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus Ve Gebelik

Diyabetik gebelikte konjenital malformasyonlar ve erken fotal kayiplar hala ana
komplikasyonlar olarak bildirilmektedir . Alinan tiim 6nlemlere ragmen diyabet kontroliiniin
zay1f oldugu kadinlarda, diyabetik annelerden dogan bebeklerde dogum defektleri hala biiyiik
bir problemdir . Yiiksek kan glikoz degerleri ve ketonlarin plasentadan embriyoya gegerek
dogum defekti oranlarimin artisina neden oldugu agiklanmaktadir. Bu nedenle diyabetik
bireylerde gebe kalinmadan 6nce uygun kan glikoz degerlerinin kontrolii ¢ok 6nemlidir.
Pek¢ok kadin embriyo 2-4 haftalik olana kadar gebe oldugunu fark etmez. Annenin kan glikoz
degerlerinin erken gelisim siireci olan gebeligin ilk 6 haftasi boyunca embriyonun gelisen
organlarimi etkiledigi tespit edilmistir. Erken gelisim haftalarinin gelisen embriyo i¢in ¢ok
onemli olmasi nedeni, yiiksek kan glikoz degerleri dogum defektlerine yol agabilir. Bu
nedenle diyabetli kadinlarda gebelik mutlaka dnceden planlanmalidir (Vercheval M. ve ark.
2000).



2.2.2.Tip 1 Diyabetes Mellitusa Neden Olan Olas1 Biyokimyasal Mekanizmalar

Tip | diyabetes mellitus olgularinda teratojeniteye neden olan biyolojik mekanizmalar
tam olarak aciklanamamistir. Hipergliseminin neden oldugu malformasyonlarda sorbitol
birikimi, myoinositol eksikligi, aragidonik asit eksikligi ve prostoglandin metabolizmasindaki

degisiklikler gibi pek ¢ok teratojenik faktor tespit edilmistir (Ramachadran B. ve ark. 2004) .

Diyabetik gebeliklerde serbest radikalleri yok edici enzimler fazla glikozu ve diger
oksidatif substratlari etkisiz hale getiremedigi icin serbest oksijen radikallerinin embriyonik
dismorfogenezise neden oldugu agiklanmaktadir . Yapilan calismalar diyabette oksijen
radikalleri tiirleri ve arasidonik asit metabolizmalarimin degistigini ileri siirmektedir. Bu
etkilerin ~diyabetik  gebeliklerde siddetli embriyonik dismorfogenezisi indiikledigi
aciklanmaktadir . Oksijen radikallerinin artmasi, antioksidatif {irlinlerin azalmasi ana sorun
olarak goriilmektedir . Diyabetik siganlarin embriyolarinda vitamin E degerlerinin azaldigi
belirlenmistir. Bu durum gebe annelere vitamin E takviyesini dogrular (Wentzel P., ve ark.
2003).

Oksijen radikallerinin artma mekanizmasi, gelisimde ¢ok oOnemli olan glikoz
metabolizmas1 gibi intraselliiler yollart etkileyebildigi fakat etki mekanizmasi tam olarak
aciklanamamaktadir. Oksijen radikallerinin neden oldugu embriyopati i¢in genel goriis yiiksek
glikoz konsantrasyonuna maruz kalan dokularin mitokondrilerinde asir1 Siiperoksit tiretimidir.
Bu biitiin diyabetik komplikasyonlarda yaygin mekanizma olarak agiklanmaktadir. Oksijen
radikalleri {riinlerinin fazlaliginin olast sonucunun mitokondrilerde oksijen radikalleri
sizintilarinin artmasi ve sitosolik glukolitik enzim olan gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenazin
(GAPDH) inhibisyonu oldugu belirtilmektedir. Yapilan pek cok calisma GAPDH’nin
apoptozis ve yasla iligkili noral hastaliklarda da temel role sahip oldugunu gostermistir. Ayni
zamanda glutasyon gibi pek c¢ok antioksidatif ajan GAPDH’nin yapisimi etkiler ve
fonksiyonunu degistirir. Oksidatif stresin GAPDH aktivitesini artirmadan GAPDH gen
ekspreyonunu arttirdigi tespit edilmistir, bu durum hiicre ¢ekirdegine GAPDH gdgiiniin

artmasina neden oldugunu agiklamaktadir . Sigir endotelyal hiicrelerinin yiiksek glikoza maruz
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kaldiginda asir1 siiperoksit iirettikleri tespit edilmistir. Bu agamada asir1 oksijen radikallerinin
GAPDH’y1 inhibe ediyor olabilecegi dusiiniilmiistiir. Endojen aldehitlerin oksidasyonu
sonucunda GAPDH aktivitesi inhibe olur, bu durum GAPDH’nin diyabetik noéropatilerde
onemli etiyolojik element oldugunu gosterir. Embriyonik GAPDH inhibisyonu oksijen
radikallerinin artmasma yol agar. Bu durumun diyabetik embriyopati etiyolojisinde rol
alabilecegi a¢iklanmaktadir (Wentzel P., ve ark. 2003).

2.2.3. Tip 1 Diyabet Modeli Olusturulmus Hayvanlarda Diyabetin Embriyo Gelisimine
Etkileri

Hayvanlarda streptozotosin ve alloksan gibi diyabetojenik ajanlar ile pankreas

hiicrelerinin zarar gérmesi sonucunda diyabetes mellitusun olusabilecegi bildirilmistir .

Yapilan ¢alismalar kemirgenlerde diyabetin pre ve postimplante embriyo gelisiminin
her ikisine de zarar verdigini ortaya koymustur. In vitro yiiksek glikoz igeren postimplante
embriyo kiiltiirii fiziksel anomalilere ve gelisim geriligine neden olmustur. En yaygin goriilen
anomali ndroporus anteriorun kapanma bozuklugu olarak bildirilmistir. Diyabetik hayvan
modelleri ile yapilan ¢aligmalar bu gézlemlerin uterin atrofi, ¢iftlesme yeteneginin azalmasi ve
hipotalamik-hipofizial-ovaryan dongiideki degisiklikler nedeniyle oldugunu isaret etmektedir
(Yilmaz S. ve ark. 2003).

Tip | diyabetin ovaryuma ait fonksiyon bozukluklarina neden oldugu bildirilmistir.
Diyabetik hayvanlarin ovulasyon orani normal glikoz seviyeli hayvanlardan daha diisiik olarak
tespit edilirken, ovaryan steroidogenezis degisiklikleri ile atrezi goriilme sikliginda da artis
gozlendigi belirtilmistir ( LIU J. ve ark. 2001) .

Stiperovule ya da spontan sikluslu diyabetik hayvan modellerinde dejenere ve
fragmente embriyo oraninda artigin yanisira; preimplante embriyo gelisim gecikmesi belirgin
olarak gozlenmistir . Diyabetik hayvanlardan elde edilen blastosistlerin kontrol grubu
hayvanlar ile karsilastirildiginda belirgin sekilde daha az hiicre igerdigi saptanmistir (Moley
K. H. veark. 2001) .
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Streptozotosin ile indiikte diyabetik gebe siganlardan elde edilen ge¢ morula ve
blastosistlerde, i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderm hiicrelerinin incelenenip karsilastirildigi
calismalarda, gebeligin besinci giiniinde toplanan maternal diyabete maruz kalmis
blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinde kontrol grubu sicanlardan toplanan embriyolara gore belirgin
sekilde hiicre azalmasi goriildiigii; trofoektoderm hiicre populasyonunun ise degismeden
kaldig: bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada iki grup arasinda gozlenen bu farkliliklarin gebeligin
besinci giiniinde toplanan morula evresi embriyolarda, i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderm
differensiyasyonu heniiz tamamlanmadigindan gozlenemedigi agiklanmistir. Bu durum ig
hiicre kitlesinin farkli bir sekilde ki duyarliliginin blastosist olusumundan sonra
belirlenebildigini ortaya koymaktadir. Gebeligin altinct giliniinde i¢ hiicre kitlesi ve
trofoektoderm hiicrelerinin her ikisinin gelisiminde de diyabetin belirgin inhibitor etkisi rapor
edilmistir fakat trofoektoderm hiicrelerine gore i¢ hiicre kitlesindeki kii¢iilme ¢ok daha siddetli
olarak tespit edilmistir. Diyabetik sicanlardan elde edilen blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinin
gelisim bozuklugu o6zellikle i¢ hiicre kitlesinde lokalize hiicre 6liim oraninin belirgin sekilde
artis1 ile iliskilidir. Bilindigi gibi i¢ hiicre kitlesindeki asir1 kiiclilme implantasyon sonrasi
normal embriyogenezis ile bagdasmaz. Bu nedenle preimplante blastosistlerin i¢ hiicre kitlesi
ve trofoektoderm hiicreleri arasindaki duyarlilik farkliliginin diyabetik gebeliklerde
tanimlanan postimplante defektlerin nedeni olabilecegi bildirilmektedir . Ayni zamanda bu
duyarlilik farkliligi, anembriyonik kese ve spontan gebelikler ile IVF olgularinda rastlanilan
sadece biyokimyasal gebelik pozitifligi durumlart ile iligkili oldugunu da diisiindiirebilir.
Gebeligin 11. gilinlinde streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sicanlarin embriyolarinda
saglikli sicanlarin embriyolarina goére embriyonik malformasyonlarin ve gelisim geriliginin
belirgin sekilde fazlaligi tespit edilmistir (%2,8 noral lezyon; %4 lezyon). Gebeligin 11.
giinlinde diyabetik sicanlarin izole edilen embriyonik hiicrelerinde, flow sitometri ile

belirlenen, intraselliiler radikallerin arttig1 belirlenmistir (Sakamaki H., 1999).
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2.2.4.Tip 1 Diyabet Ve Menstruasyon Siklusu

Diyabetli hastalarda fertil yasam siiresi boyunca menstural diizensizlik orani oldukga
yiiksek olarak tespit edilmistir . Tip | diyabetli kadinlarda menstural diizensizliklerin;
hipotalamik giiciin azalmas1 ya da olas1 insiilin etkisi sonucunda atrezi oraninin artmasi
nedeniyle oosit kalite ve sayisinda azalma nedenleriyle agiklanabilecegi belirtilmektedir.

Insiilinin in vitro kiiltiir ortamindaki folikiil mikro gevresinde granuloza hiicrelerinin
ithtiyacinm karsilayarak follikiil biitiinliigiiniin korunmasinda ve gelismesinde gorev aldig tespit
edilmistir. Insiilin eksikligi, follikiil dejenerasyonuna yol acar. Insiilinin follikiiller iizerinde
dogrudan etkili olmadigi; follikiil hiicrelerinin gonadotropinlere duyarliligini arttirarak dolayli
etki gosterdigi bulunmustur. Insiilin, granuloza ve teka hiicrelerinin proliferasyonuna,
canlihigimin devam ettirilmesine ve Ostrojen, progesteron firetimini arttirmasina katkida
bulunmaktadir . Tip | diyabetlilerde hipotalamik GnRH iiretimi yavaslar ve bunun etkisiyle
luteinizan hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormon (FSH) salinimi azalir. FSH, folikiil
gelisiminde gorev alan, granuloza hiicrelerinin in vivo ve in vitro proliferasyonu ve
farklilasmasina katkida bulunan bir hormondur. Antiapoptotik bir faktordiir ve granuloza
hiicrelerinin canliliginin stirdiiriilmesinde islev goriir . LH; ovulasyonu tetikleyen, progesteron
tiretimine neden olan ve endometriyumun biiylimesini hizlandiran bir hormondur . GnRH,
FSH ve LH saliniminda meydana gelen diizensizliklerin 6zellikle kontrol altinda olmayan
diyabetik kadinlarda gozlendigi bildirilmektedir (Liu J., 2001; Slhiwa L.2001; Strotmeyer E.,
2003) .

Insiilin tedavisinden once diyabetik kadinlarin infertilite ve hipogonadism sorunlari
%90’dan yiiksek tespit edilmistir ; insiilin tedavisinin diyabetik kadinlarin ¢ogunda fertiliteyi
diizenleyebilecegi belirlenmistir. Pek ¢ok hastanin, saglikli kadinlarla karsilagtirildiginda
menstrual diizensizliklere sahip oldugu ve bu hastalarda fertil yasam kalite ve siiresinin

azaldigi rapor edilmistir (Arrais R. F, 2006).

Tedavi gormeyen diyabetik hastalarda metabolik stresin, bir adrenal katekolaminerjik
cevap olan ketoasidozis aktivitesinin olugsmasina neden oldugu agiklanmistir. Bu durumun pek
cok bireyde, plazma epinefrin ve norepinefrinin artisina neden oldugu gézlenmistir. Epinefrin

ve norepinefrinin Onciisii olan dopamin kan beyin bariyerinden genelde geg¢mez. Fakat
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diyabetik hastalarda bu transmitter permeabilitesinin degisebilecegi belirlenmistir. Dopamin
LH salinimin1 engeller, bunun bir sonucu olarak merkezi ve periferik sinir sisteminde diger
katekolamin degerlerinde artis olur bu durumun anormal gonadotropin artisina yol agtigi tespit
edilmistir (Arrais R. F., 2006).

Hipotalamus ve hipofiz bezindeki fonksiyonel bozukluklarin endojen opioid olan
endorfini bozdugu tespit edilmistir. Bu durumun direkt ya da indirekt olarak dopaminerjik
maddelerin artisina neden oldugu ve LH’nin azaldigi belirlenmistir. Tiim bunlar menstruel

disfonksiyonun nedeni olarak agiklanabilir .

Deneysel diyabetik hayvanlarda progesteron iiretiminin azaldig tespit edilirken normal
ya da azalmig Ostrojen iiretiminin varligt gosterilmistir. Steroidogenezisdeki bu degisimin
gonadotropinlerin salinimi1 ve GnRH azalmasi ile iliskili olabilecegi ya da ovaryan hiicrelerde
gonadotropin reseptorlerinin sayisinin ya da duyarliliginin azalmasindan kaynaklanabilecegi

bildirilmektedir (Arrais R. F., 2006) .

Diyabetin ovulasyon orani azalttig1 ve embriyonik gelisim geriligine neden oldugu

gosterilmistir ( Colton S. A.,, 2003).

Maternal diyabetin preimplante embriyo gelisimi ve gebeligi olumsuz olarak etkiledigi

tespit edilmistir (Chang A. S., 2002).

Gelisen oositte granuloza hiicreleri oositi sararak oositin gelisimini destekler, oositin
etrafinda multilaminar hiicre tabakasi olarak organize olurlar. Oosit ve granuloza hiicreleri

arasinda parakrin sinyaller ve gap junctional haberlesmeler vardir (Schuetz A. W., 1996).

Normal granuloza hiicre gelisim ve iletisim varhiginin differansiyasyon ve oosit
gelisimi i¢in ¢ok Oonemli oldugu saptanmistir . Diyabetik farelerden elde edilen oositlerdeki
maturasyon gecikmesinin, granuloza hiicreleri arasindaki interselliiler iletisim zayifligt
nedenli, oosit ve granuloza hiicreleri arasindaki parakrin iletisim eksikliginden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Connexin-43’lin; granuloza hiicreleri arasindaki
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interselliiler iletisim ve normal folikiilogenezis i¢in mutlaka gerekli olan ve granuloza
hiicrelerinden eksprese edilen bir anahtar gap junctional protein oldugu tespit edilmistir .
Connexin-43 ekspresyonu eksikliginin zayif folikiilogenezisle birlikte anormal oosit gelisimi

ile sonuglandigi gozlenmistir (Ackert C. L., ve ark, 2001).

Yapilan son ¢alismalar granuloza hiicrelerinden Connexin-43 ekspresyonunun
apopitotik hiicre 6liimleri ile iligkili oldugunu da gostermektedir. Menstrual siklus evresinde,
gebelik siiresince ve menapoza gecis doneminde ovaryan hormonlarin insiilin duyarlhiligindan

etkilendigi gosterilmistir (Bruns C., ve ark, 2004).

Tip | diyabetli kadinlarda disfonksiyon ve menstruasyon diizensizlikleri oraninin
anlamli sekilde fazlalig1 rapor edilmistir (Adcock C., ve ark, 2004). Granuloza hiicre apoptozisi

artig1 agiklanamayan infertilite olgulu hastalarda da tespit edilmistir (Idil M., ve ark, 2004).

Kumulus hiicrelerindeki apoptozis artiginin, oosit maturasyonu gecikmesine ve sorunlu

gebelige neden olabilecegi agiklanmaktadir (Lee K. S., ve ark, 2001).

Diyabetik hayvanlardan elde edilen ovaryum dokusundaki follikiiller de histolojik
incelemeler sonucunda daha fazla apoptotik odak saptamiglardir. Yapilan bu caligma
sonucunda hipergliseminin oosit gelisimi ve kumulus hiicreleri apoptozis derecesi lizerine

zararh etkisi kanitlanmistir (Chang A. S., ve ark, 2005).

Diyabetli kadinlarda oosit kayb1 ve diisiik riskinin bu nedenden kaynaklanabilecegi
aciklanmaktadir. Insanlarda IVF uygulamalari sonucunda, diisiik kaliteli oosit gelisimi ve
sagliks1z gebeliklerin kumulus hiicrelerindeki apoptozis artisi ile iligkili oldugu bilinmektedir.
Benzer sekilde insan oositleri ile yapilan calismalar, kiiciik capl oositler ile zayif gelisim
potansiyeli ve gebelik oranlar arasinda iliski oldugunu gostermektedir ( Bergh C., ve ark,

1998, Trounson A. O., ve ark, 2003).

Tiim bu sonuglara dayanarak; ovulasyon ve fertilizasyon esnasinda kontrol altinda

olmayan diyabetik kadinlarda; gelisim gecikmesi, granuloza hiicre apoptozisi artis1 ve hiicre
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Olim denetleme yollarinda artig gibi zararli etkilerin hiperglisemi ve hipoinsiilinemiden

kaynaklanacagi saptanmistir (Chang A. S., ve ark, 2005).

Nitrik oksit aktivitesi, kan folikiil bariyeri ve ovulasyon regiilasyonunu i¢eren ovaryan
fonksiyon ile iliskili énemli bir mediyatordiir. Klinik ve deneysel diyabette nitrik oksit
inaktivasyonu nedeniyle endotelyal vaskiiler aktivite bozuklugu tespit edilmistir (Powers R.,
ve ark, 2006).

Hipergliseminin DNA hasarina neden olarak oksidatif stres ve hiperketoneminin
artmasina yol actig1 diistiniilmektedir. Bu artiglarinda embriyo malformasyonlarinin oranini
artirdigi  tespit edilmistir. Vitamin E ve C gibi antioksidanlarin ise embriyo
malformasyonlarini dnleyebilecegi belirtilmektedir. Maternal diyabetin fotal gelisimi nasil
etkiledigi mekanizmasi ortaya konulabilirse komplikasyonlarin 6nlenmesine Yyardimci
olunabilecegi diisliniilmektedir. Bu sayede ayn1 zamanda hem annelerin hem de ¢ocuklarinin

yasam kalitelerinin arttirilabilecegi belirtilmektedir (Polanco A. C., ve ark, 2005).
2.2.5. Oositlerin Dogum Oncesi (prenatal) Olgunlasmasi

Erken fotal yasamda, oogonyumlar mitoz boéliinmeyle ¢ogalir. Oogonyumlar
dogumdan énce, primer oositleri olusturmak igin hacimce biiyiir. Primer oosit
olustugunda, ovaryuma ait stroma hiicreleri (bag dokusu hiicreleri) ile ¢evrelenir. Bu yap1 tek
tabakali diizlesmis follikiiler epitel hiicrelerini olusturur. Bu hiicre tabakasi ile ¢evrelenmis

primer oosit primordial germ folikiilii olusturur.

Puberte boyunca primer oosit biiyiir, follikiiller epitel hiicreleri Once kiibik
sonrada prizmatik bir goriinim kazanir, bodylece primer follikiill olusur. Primer oosit
kisa siirede zona pellusida adi verilen renksiz, hiicre icermeyen glikoprotein Ortiisii ile
cevrelenir. Primer follikiiliin kiibik follikiiller epiteli birden fazla kat igerdiginde,

olgunlasmis ya da sekonder follikiil adin1 alir.
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Primer oosit ilk mayoz bdliinmesine dogumdan Once baslar ancak profaz puberteye
kadar tamamlanamaz. Primer oosit puberte boyunca cinsel olgunluga erisilinceye ve
tireme sikluslar1 baslayincaya kadar profazin diploten evresinde bekler. Primer oositi
cevreleyen follikiiler hiicrelerin oosit maturasyon inhibitérii(OMI) adindaki bir maddeyi
salgilayarak, oositin mayotik boliinme siirecini durdurdugu diistiniilmektedir (Scott J. R.,

ve ark, 1990).
2.2.6. Oositlerin Dogum Sonrasi (prenatal) Olgunlasmasi

Puberte ile baslar, her ay gelismeye baslayan bir miktar follikiilden biri dominant
olarak olgunlasir ve ovulasyon gerceklesir. Kizlarda intrauterin gelisimde sekillenen primer
oosit sayist sabittir, dogumdan sonra yenileri olugsmaz. Erkeklerde ise puberte sonrasinda
da primer spermatosit yapimi devam eder. Primer oositler puberteye kadar ovaryum
follikiillerinde bekler. Follikiil olgunlastikga primer oositin boyutlari artar, ovulasyondan
hemen Once birinci mayoz boliinmeyi tamamlar ve sekonder oosit adimi alir.
Spermatogenezisdeki benzer asamalardan farkli olarak, oositte sitoplazma esit olarak
bolinmez. Sekonder oosit hemen hemen tiim sitoplazmayr alir, Dbirinci polar
cisimcige(PC) ise ¢ok az1 kalir. Ilk PC; kii¢iik, 23 kromozom ve 2n DNA icermesi
disinda islevsel olmayan ve kisa siire i¢inde dejenere olacak bir hiicredir. LH etkisi ile
sekonder oositin ¢ekirdegi ikinci mayoz boliinmeye baglar, ancak sadece metafaza kadar
ilerlemis olarak ovulasyon gerceklesir. Eger bir sperm sekonder oositin i¢ine girerse,
ikinci mayotik boliinme tamamlanir. Sitoplazmanin ¢ogu bir hiicreye yani fertilize olmus
oosite veya olgun ovuma geger, ikinci PC ise kisa siirede dejenere olan, kiiglik, 23 kromozom
ve ikinci mayoz ile n sayiya diisen DNA igermesi disinda islevsiz bir hiicredir. ikinci PC
atildiginda oositin niikleer olgunlagsmasi yani 23 kromozom ve n DNA igerigine indirgenmesi
tamamlanir (Moore K.L., 2002). Bu nedenle mayoz bdliinmeye rediiksiyon boliinmesi adi da

verilmektedir.

Intrauterin hayatin yedinci ayinda her iki ovaryumdaki follikiil sayis1 6-7milyon
civarindadir. Bunlarin ancak 2-3 milyon kadari neonatal doneme kadar canliliklarini
stirdiirebilir. Pubertede ise canli follikiiller yaklasik olarak sayist 400.000 civarindadir. Her
ay vyaklasik 20 kadar follikiil hazirlanmaktadir. Hi¢ gebe kalmayan saglikli bir kadinin yilda
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en fazla 13 kez ovulasyon yapma sansi vardir. Zaman limiti olarak 15-55 yaslar1 arasindaki
seksliel hayat boyunca bir kadinin ovaryumlarindan 500 civarinda bir ovulasyon sansi

bulunmaktadir (Cortvrintd R., ve ark, 1996).
2.3. Oosit Kalitesinin Morfolojik Kriterleri ve Embriyo gelisimi iizerine etkileri

Insan ve hayvan iireme teknolojileri (oositlerin in vitroda matiirasyonu ve
fertilizasyonundan hayvanlarin klonlanmasina kadar) son yillarda yogun sekilde gelisme
gostermistir. Bu teknolojilerin prosediirlerinde kullanilan temel sey oositlerdir. Oositlerin
kalitesi; monospermik fertilizasyon, erken gelisim, ve embryolarin implantasyonu sonuglari
tizerinde en 6nemli etkiye sahiptir. Bu yiizden; oosit kalitesi oositlerin fertilizasyonunda, iyi

kalite embriyo kiiltiiriinde ve infertilite tedavisinde belirleyici bir faktordiir.
2.3.1. Oosit mayotik matiirasyonu

Oosit matiirasyonu birbiriyle baglantili iki prosesi kapsar: ¢ekirdegin ve sitoplazmanin
olgunlagsmasi. Memeli oositleri, ovaryen folikiillerde ilk mayotik profazin diploten evresinde
goriiliir. In vivoda hipofizden salgilanan LH stimiilasyonu altinda, oosit mayozu yeniden
baglatilir. Oositin ¢ekirdegi yapisin1 degistirir. Oositin niikkleer membran1 kaybolur.
Mikrotiibiiller ¢ift kutuplu ig seklinde organize olur ve tiim kromozomlar hiicre ekvatorunda
dizilir. ik mayotik béliinme oosit icinde devam eder; bu béliinmenin ardindan ilk polar
cisimcik ayrilir, ve perivitellin araliga gecer. Ardindan; ikinci mayotik bdliinme meydana gelir

ve metafaz II’de durur. Bu proses, oosit ¢ekirdeginin matiirasyonu olarak bilinir.

Oositin basarili sekilde dollenebilmesi ve yeni bir cisimcik olusabilmesi i¢in, oosit
cekirdek ve sitoplazmasinin ayni anda olgunlasmis olmasi gerekir. Eger oosit sitoplazmasi
olgunlagmamigsa, embriyo fertilizasyondan sonra normal sekilde gelismez. Gliniimiize kadar;
oosit sitoplazmasinin olgunlugunu belirleyen sadece bir metot bilinmekteydi. Bu da; oosit
fertilizasyonun ve embriyo gelisiminin in vitroda gozlenmesidir. Bdylece cesitli ¢evresel
faktorlerin ve matlirasyon ortamlarinin oosit cekirdegi ve sitoplazmasiin olgunlasmasi
tizerindeki etkisi sadece dollenmis oosit ve gelisim gosteren embriyo sayisiyla

degerlendirilmektedir (. Fan HY. , 2004; Sun QY. , 2003; Krisher RL. 2004).
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2.3.2. Oosit kalitesinin embriyo gelisimi iizerindeki etkisi

Sirard ve ark.(2006) oosit kalitesinin; mayozun devam etmesine, zigotun klivajina,
embriyonun blastosist evresine kadar gelisimine, uterusa implantasyonuna, ve saglikli bebek
dogumu iizerindeki etkili oldugunu dikkat ¢ekmistir. Oosit gelisimine eslik eden sitoplazma
degisiklikleri mRNA transkripsiyonu Ve protein sentezidir. Bu hiicresel mekanizmalar; 00sitin
mayotik matiirasyonu, zigotik genomun aktivasyonu ve blastosist olusumu icin gereklidir.
Oosit; her biri hiicrenin matiirasyonu i¢in uygun durumda olmasi gereken organellerden
olusan kompleks bir hiicredir. Mayotik ig, stoplazma graniilleri, ya da mitokondri gibi oosit
bilesenlerinin herhangi bir disfonksiyonu ya da dislokasyonu oosit canliligini azaltabilir,

embriyo gelisimi ve kalitesi tizerinde 6nemli etkiye sahiptir.

Oosit kalitesinin embriyo gelisimi {izerindeki 6dnemini dikkate alan bilim adamlari
uygun kriterler {izerine yogunlastilar; bu kriterler morfolojik, hiicresel ve molekiiler olmak

tizere siniflandirilmiglardir(Trimarchi JR. , 2006; Sirard MA. , 2006).

2.3.3. Oosit kalitesinin morfolojik kriterleri

In vitroda fertilizasyon ©Oncesinde, oositlerin kalitesi genellikle kiimiiliis-00sit
komplekslerinin yapisina gore degerlendirilmektedir. Bu metot basittir ve oosit kalitesi

hakkinda bilgi verir.
Oosit kalitesi, kiimiiliis-oosit kompleksi yapisinin, oosit sitoplazmasinin, polar

cisimcik, perivitellin aralik, zona peliisida ve mayotik igin oOzelliklerinin ayn1 anda

degerlendirilmesiyle daha spesifik sekilde belirlenebilir (Wang Q. ve ark. 2007).
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2.3.4. Kiimiiliis-oosit kompleksi

Ovaryan folliikiillerden toplanan kiimiiliis-oosit kompleksleri kiimiiliisiin yogunlugu ve
oosit sitoplazmasinin dzelliklerine gore siniflandirilir. Ornegin; kiimiiliis-oosit kompleksleri ii¢

kalite kategorisine gore gruplandirilmistir:

1. Kategori A kiimiiliis-oosit kompleksi. Oosit; en az bes hiicre katmani igeren yogun bir
kiimiiliisle ¢evrelenmistir. Oosit sitoplazmasi neredeyse transparandir, homojendir ya

da sitoplazmanin yiizeyinde koyu bir halka goriilmektedir.

2. Kategori B kiimiiliis-oosit kompleksi. Kiimiiliisiin yogunlugu daha azdir. Oosit koyu ve

biraz graniiler sitoplazmaya sahiptir.

3. Kategori C kiimiiliis-oosit kompleksi. Kiimiiliis hiicreleri koyu bir sitoplazma ile

genislemistir. Oositin koyu ve graniiler bir sitoplazmasi vardir.

Bazi bilim adamlari, kategori B’deki kiimiiliis-o0sit komplekslerine sahip olan oositlerin en
yiiksek gelisme potansiyeline sahip oldugunu bildirmistir. in vitro fertilizasyonun ardindan,
kategori A ve C kiimiiliis-oosit komplekslerine oranla kategori B  kiimiiliis-00sit
komplekslerinden daha fazla oosit gelisimi gOstermistir, ama nedeni hala tam olarak
bilinmemektedir. Kiimiiliis hiicre katmanlarmin sayist oosit kalitesini belirlemede anlamli bir
faktordiir. Kaliteye gore insan kiimiiliis-oosit komplekslerinin gruplanmasi ile ilgili mevcut

literatlirde herhangi bir veri bulamadik (Blondin P., 1995; Mayes MA. , 2001).

2.3.5. Sitoplazma ve polar cisimcik

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunu &ncesi ve kiimiiliis-oosit kompleksinin kalitesinin
degerlendirilmesinin ardindan kiimliis hiicreleri oositten uzaklagtirilir. Bu; 151k mikroskopu

altinda oositin yapisal 6zelliklerinin daha net olarak incelenmesini saglar.
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Insan oositinin sitoplazmasi, rengine, graniilasyonuna (kii¢iik ya da biiyiik graniiller;
homojen graniilerlik ya da graniillerin grup seklinde dagilimina; oositin merkezinde ya da
periferinde bulunmasi), perivitellin araligin genisligi ve organellerin dagilimi (vakuollere,

endoplazmik retikuluma) gore;

Bu morfolojik kriterlere gore insan oositleri asagidaki gibi siniflandirilir:

1) normal oositler,

2) ckstrasitoplazmik anormallikleri olan oositler (koyu zona peliisida ve genis perivitellin
aralik),

3) intrasitoplazmik anormallikleri olan oositler (koyu ya da graniiler sitoplazma ve
sitoplazmik fragmanlar)

4) sekil anormallikleri

5) c¢oklu anormalliklere sahip oositler

Baz1 caligmalar; normal yapidaki oositlerden gelisen embriyolarin (Grup 1) en iyi uterin
implantasyona sahip oldugunu géstermistir. intrasitoplazmik anormallikleri olan oositler kétii

dollenmis ve gelisen embriyolarin bir¢ok hiicresinde yiiksek andploidi sikligi bulunmustur.

Nagano ve ark.,( 2006) sitoplazmik 6zellikler ve kii¢iik tersiyer folikiillerden kaynaklanan
sigir oositlerinin fertilizasyon sonrasi gelisimiyle arasindaki iliskiyi ¢alismistir. Koyu bir
sitoplazmanin lipid birikmesi ve in vitro fertilizasyon sonrasi oositlerin 1yi bir gelisim
potansiyeli oldugunu bulmuslardir. A¢ik-renkli sitoplazmanin diisiik organel yogunlugu ve
diisiik gelisim potansiyelini gosterdigini bulmuslardir. Siyah bir sitoplazma yaslanmay1

gostermekte ve diisiik gelisme potansiyelini isaret etmektedir.

[Ik PC’ in morfolojisi insan oositinin postovulatuar yasmi gosterir. Ilk PC’ in
dejenerasyonu oositin yasli oldugunu gosterir. ik PC’ in sekil(yuvarlak ya da yass1), biiyiikliik
(kiigtik ya da biiyiik), ylizey (diiz ya da engebeli), sitoplazmayla biitiinliigli(saglam ya da
fragmante) gibi bazi1 morfolojik kriterleri oosit kalitesini belirlemede kullanilabilir. Fragmante
bir ilk PC’ e sahip oositler, normal bir PC’ e sahip olanlara oranla fertilizasyon sonrasinda

daha kotii gelisim gostermistir.
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2.3.6. Perivitellin Aralik Ve Zona Peliisida

Insan oositlerinin perivitellin aralig: biiyiikliik (genis ya da degil) ve icerik (parcalar var ya
da yok) olarak farklilik gdsterir. Genis perivitellin araliga sahip oositlerin normal perivitellin
araliga sahip olanlara oranla intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonrasi daha kotii gelistigini
belirtmislerdir. Perivitellin aralifinda biiyiik dokiintiiler olan oositler dokiintii olmayanlara
oranla fertilizasyondan sonra daha kotii gelismistir. Zona peliisidanin(ZP) kalinligi 10 ile 31
um arasinda degisir. Bu sitoplazma ¢apiyla iliskili degildir. ZP kalinlig1 sperm penetrasyonunu
etkiler. Oositler in vitroda, ZP kalinlig1 18.6 um’nin altinda oldugu zaman en iyi déllenmeyi
gostermektedir. Kalin ZP (22 um ya da daha kalin), infertil hastalar igin, ICSI ile
olusturulmus embriyolarin transplantasyonu igin kullaniminin bir gostergesi olabilir. ZP

kalinlig1 ICSI sonrasindaki embryo gelisimi lizerinde etkili degildir (Gabrielsen A.; 2001).

2.3.7. Mayotik ig

Mayotik ig; kromozomlarin oositteki diizgiin siralanmalari ve mayoz sirasindaki
ayrilmalar1 tizerinde onemli bir etkiye sahiptir. Mayotik igin parametreleri (lokasyon ve

refraksiyon) siklikla oosit kalitesini belirlemede kullanilmaktadir.

Mayotik ig, oositin fiske edilip fluoresan boyalarla boyanmasinin ardindan konfokal
bir mikroskopla ¢alisilir; bu oositin 6liimiine neden olur. Bu ylizden; intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonuyla ilgili yapilan daha Onceki calismalarda, ignenin agisi mayotik ig ve
kromozomlara zarar vermemek i¢in ilk polar cisimcigin pozisyonuna gore ayarlanir. Fakat; ilk
polar cisimcigin pozisyonu oositteki metafaz iginin pozisyonunun spesifik bir gostergesi

degildir.
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Giliniimiizde, mayotik ig ve lokasyonu oosite zarar vermeyen polarize mikroskoplarla
incelenebilmektedir. Mayotik igin ¢ift kirilimi1 Polscope mikroskobuyla calisilabilir. Bilim
adamlan ¢ift kirihmli ige sahip oositlerin ¢ift kirtlimi olmayan ositlere goére in  vitro
fertilizasyon sonrasi ya da intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonrasi daha yiiksek gelisim

potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.

Moore ve ark.( 2002), Polscope ile, oositteki mayotik igin lokasyonunun
degisebilecegini gostermistir. Bu ylizden; insan oositlerine ‘kdr’ intrasitoplazmik enjeksiyon
yapildiginda zarar gorebilir. Fakat; oosit icinde mayotik igin polar cisimcikten sapmasi ve

oositin gelisim potansiyeli arasinda iliski bulunamamustir.

Battaglia ve ark.,( 1996) ig anormalliklerine sahip oosit sayisinin kadinin yasiyla
birlikte arttigini gostermistir. Bu anormallik; bir ya da daha fazla kromozomun ikinci mayotik
boliinme sirasinda metafaz plaginda yer degistirmesini belirlemektedir. Bu proses;
embriyonun hiicrelerindeki andploidiye katkida bulunan bir faktordiir. Mayotik igin yash

oositlerde bozuldugu bildirilmistir.
Bu yiizden; oosit morfolojisinin Polscope ile ig goriintiillenmesi ile beraber kesin

analizi, oosit kalitesinin ve embriyonik gelisim potansiyelinin degerlendirilmesinde

bilgilendirici, invaziv olmayan ve giivenilir bir faktérdiir (Wang WH. ve ark. 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma igin Kocaeli Universitesi Hayvan Arastirmalari Etik Kurulu’ ndan onay

alimmustir (07.07.2009 tarih ve 12/ 3 — 2009 say1).
3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda, daha Once c¢iftlesmemis ve higbir deneye alinmamis, 18- 26 gr
agirliginda 8-10 haftalik Cd I ik disi fareler kullanildi. En az iki diizenli 5 giinliik 6strus

siklusu gegiren toplam 31 adet disi, 10 adet erkek fareyle ¢alisma gruplarimizi olusturuldu.

Arastirmada kullanilacak disi fareler 4 gruba ayirdi. KOH uygulanan, uygulanmayan
ve diyabet olsuturulan, olusturmayan olmak iizere. KOH yapilmayan fare gruplarina her giin

ayni saatte vajinal smear alinarak Ostrus siklus takibi asagidaki gibi yapildi.
3.1.1. Diostrus:

57 saat siiren ve glandular hiperplazi ile baslayan bu devre, korpus luteumdan
salgilanan progestoronun etkisi ile smearde bol miktarda, mukus, 16kosit ve oval epitel
hiicreleri seklindeki degisik hiicre tipleri varligina gore tanimlandi. iki giftlesme periyodu
arasindaki zaman aralig1 olup insandaki sekresyon fazina uyan, gebelik olmazsa sona eren bu

evrede farelerin prodstrus evresine gegmesi beklendi.
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3.1.2. Proo6strus:

12 saat siiren ovaryumda olgunlasan folikiillerin folikiil hiicreleri ve teka interna
hiicreleri araciligiyla salgilanan Ostrojen etkisiyle glikojen miktar1 ve vaginal epitel
katlarinin artmasi, preovulatuar faz olarak degerlendirildi. Bu evre, endometriyum
vaskularizasyonu artarken uterus epiteli ve ovidukt epitelinde de silyum epitelini stimiile
eden bu oOstrojenik etkinin gostergesi olan, smearde dis hatlar1 oval, merkezi nukleuslu
epitel hiicrelerinin varli§i yanisira lokosit ve mukusun ender goriilmesi seklindeki

bulgulara gore saptandi.
3.1.3. Ostrus:

14 saat siiren kizginlik evresi olan, hayvandaki Ostrus davranislarindan 6-10 saat
sonra ovulasyonun sekillendigi bu evre vagina epitelinin yiizeyel katlarinda kornifikasyon

varlig1, hiicrelerin nukleuslarini kaybetmis olmasi1 bulgulariyla tespit edildi.
3.1.4. Metostrus:

21 saat siiren korpus luteumun sekillendigi bu evrede vaginal smearde birkag

kornifiye hiicre goriiliirken, 16kosit ve mukus bol miktarda gozlendi.

Calismamizda vaginal eksfolyatif sitoloji, ovaryum siklusuyla yakindan iligkili
oldugundan dolay1 kullanildi. Vaginal smear 6rnegi almak i¢in vaginaya pasteur pipetiyle
0,3cc kadar serum fizyolojik verildi. Lam iizerine yayma yapilip ya taze preparatlarda
sitolojik inceleme yapildi ya da preparatlar boyandiktan sonra incelendi. Farelerde vaginal

smearde gelisim donemine gore fareler oosit toplanmasi islemi i¢in sakrifiye edildi.
3.2. Kontrollii Overyan Stimiilasyon ve Qosit Toplanmasi:

KOH olusturma protokoliimiiz; McGill Universitesi Jinekoloji ve Obstetrik
Departman1  Reprodiiktiif Biyoloji Bolimii, Ri — Cheng Chian ,Ph.D. tarafindan

gelistirilmis indiiksiyon protokolii kullanilmistir.
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3.2.1. Kontrollii Oviilasyon Stimiilasyon:

e Farelere ( Disi olanlar en az 8 - 10 haftalik) birinci giin saat 16.00 — 18. 00 arasinda
intraperitonal (i.p) olarak 5.0 IU PMSG enjeksiyonu yapildi,

e PMSG enjeksiyonundan 48 saat sonra 5.0 IU h CG ile i.p. enjeksiyonu yapildi,

e Olgunlasmis oositler h CG den 12- 14 saat sonra toplandi,

3.2.2. Oosit Toplanmasi:

e h CG enjeksiyonundan 13 — 15 saat sonra disi fareler sakrifiye edildi,

e Ovidukt ve ovaryumlar ¢ikarilip toplama medyumun oldugu dise aktarildi,

e Ampul seklindeki siskinlikle( Ampulla) oynayip oosit- kiimiiliis komleksi yapidan
kurtarildi.

3.3. IVF Protokolii :

KOH yapilmig Cd | irk1 disi fareler h CG’ den 13 — 15 saat sonra sakrifiye edilip,
ovidukt ve ovaryumlari disseksiyolari yapildi. Ayni giin Cd I irki erkek farelerde sakrifiye
edilip, epididimis ve vas deferans disseksiyolar1 yapilir. Asagida uygulamanin devami

anlatilmaktadir.
3.3.1. Sperm Toplama:

e (alismamizda yasi iki aydan fazla olan erkek fareler kullanilds,
e Digsi fareler sakrifiye edilmeden bir saat 6nce erkek fareler sakrifiye edildi,
e Epididimis ve vas deferans: disseksiyo ile alindi,

e Forseps kullanilarak semenler, kapasitasyon medyumuna aktarildi.
3.3.2. Sperm Kapasitasyonu:

e Spermler en az 45- 60 dakika sperm kapasitasyon medyumunda karbon dioksit
kontrollii inkiibatorde beklettik,
e Kapasitasyon medyumunda motil spermler sperm pelletinin kenarina dogru

yiizerler, ¢alisma grubumuzda bu spermleri kullanmaya gayret edildi,
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3.3.3. Kiimiiliis-Oosit Kompleksi Yikanmasi:

Kompleks bir kez yikama medyumu ile yikandi,

Oositler hyalarunidaz ile kiimiiliis hiicrelerinden kurtarildi,

Daha sonra oositler fertilizasyon medyumuna aktarildi,

Sekil 3.1. Ayiklama isleminden 6nce Kiimiiliis - Oosit kompleksi goriilmektedir, 40x
Inverted mikroskop

3.3.4.Iinsaminasyon:

e Sperm konsantrasyonun sayisi onemli goziikkmesede, sayist ml de yaklasik 1- 25 x
10° olmalidir,

e Pipetile 10 pl sperm, sperm kapasitasyon drobunun kenarindan yumurta olan
droba aktarildi,
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3.3.5. Zigot Yikama ve Embriyo Kiiltiirii:

e Inseminasyondan 16-18 saat sonra, yumurtalar sperm ve kiimiiliis fazlaliklarindan
uzaklagtirildi,

e Yumurtalar dikkatlice fertilizasyon medyumundan kiiltiir diglerine aktarilds,

Sekil 3.2. IVF isleminde spermlerin zona pelisudaya penetrasyonu goriilmektedir.10x
Inverted mikroskop
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Sekil 3.3.Spermlerin oosit- kiimiiliis kompleksine penetrasyonu goriilmektedir. 10x
Inverted Mikroskobu

Sekil 3.4.Spermlerin MII oosite penatrasyonu goriilmekte,10x inverted mikroskop
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Sekil 3.5. Spermin zona pellisudaya tutunmas goriilmekte, 10x Inverted Mikroskop

3.3.6. Embriyo Kiiltiirii:

e Calismamizda embriyolar bes giine kadar kiiltiirize edildi,
e Inseminasyondan 24 saat sonra zigotlar 2 hiicreli embriyo safthasina girerler,

e Dordiincti giin 2 hiicreli olan embriyolar blastosist asamasina ulasabilir,

Sekil 3.6. MII oosit goriilmektedir, kutup cisimcigi ok ile gosterilmistir. 10x inverted

mikroskop goriintiisii.
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Sekil 3.7.Ayiklama isleminden sonra MI ve GV oositler goriilmektedir, M1 oositler kirmizi

ok ile, Germinal vezikiiller siyah ok ile gosterilmektedir, 10x inverted mikroskop

Sekil 3.8. Dejenere oositler goriilmektedir,10x inverted mikroskop .
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Sekil 3.9.Birinci giin kontrol grubu iki blastomerli embriyolar goriilmektedir.10x inverted

mikroskop

Sekil 3.10. Solda dort blastomerli 2.giin , sagda sekiz blastomerli 3. giin kontrol grubu

embriyolar goriilmektedir, 10x Inverted mikroskop
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Sekil 3.11.Kompaklasmais ( iistte sagda) ve morula ( solda altta) sathasindaki mebriyolar
Goriilmektedir,10x inverted mikroskop

Sekil 3.12. Besinci giin blastosistgoriilmektedir, 40x inverted mikroskop
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3.4. Gruplar ve Diyabet Olusturma Yoéntemi:

Calismada 31 adet seksiiel olarak matiir Cd I rk disi fareler kullanildi, disi fareler
dort ayr1 ¢alisma grubuna ayrildi.

3.4.1. Kontrol Grubu: ( n=5)

Bu gruptaki farelere intraperitonal olarak (i.p.) olarak sitrat ( ph = 4.5) verildi.

Ostrus siklusu takibi yapild1 ve siklus takibine gére sakrifiye edilip, yumurtalar toplandi.

3.4.2. Stimiilasyon Grubu : (n=8)

Bu gruptaki fareler kontrollii overyan stimiilasyon uygulamasina alindi. PMSG ve
hCG enjeksiyonlarindan sonra fareler sakrifiye edilip oositler toplanildi. Bu grup fareler

diyabet+stimiilasyon ¢aligma grubunun kontrolii olarak ¢alismada degerlendirildi.

3.4.3. Diyabet + Stimiilasyon grubu : ( n=10)

Disi farelere diyabet eldesi i¢n intraperitonal olarak streptozotosin enjeksiyonu
yapildi. Disi farelere viicut agirliklart ortalamasi hesap edilerek streptozotosin
konsantrasyonu hesaplanip bu oranda enjeksiyonu yapildi. Streptozotosin enjeksiyon
miktar1 Animal Models of Diabetic Complications Consortium’ un diisiik ve yiiksek doz
uygulamalar1 protokoliinden yararlanilarak yapildi.  Bizim ¢alismamizda 100 mg / kg
streptozotosin intraperitonal olarak uygulandi. Enjeksiyon yapilmadan 6nce farelerin kan
glukoz seviyelirini Olgiildii , caligmamizdaki farelerin enjeksiyon oncesi kan glukoz
degerlerinin ortalamasi 75 mg/ dL olarak o6l¢iildii. Enjeksiyondan dort giin sonra kan
glukoz seviyeleri kuyruk veninden kan alinarak glukometre ile 6lgtildii. Glukoz seviyeleri
200 mg / kg olanlar diyabet olarak kabul edildi. Bizim ¢alismamizda enjeksiyondan dort
giin sonra yapilan kan glukoz seviyelerinin ortalamasi 267 mg / dL oalarak ol¢iildi.
Diyabetin disi tireme sistemi lizerinde etkili olabilmesi igin fareler bir ay 12 ser saat
karanlik - aydinlik ortamda birakildi . Fareler tekrar glukoz seviyeleri 6l¢iiliip, kontrollii

overyan stimiilasyon uygulamasi yapilip oosit toplanmasi i¢in sakrifiye edildi.
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3.4.4. Diyabet Grubu ( n=8)

Disi fareler streptozotosin uygulamasindan dort giin sonra sonra kan glukoz
seviyeleri kuyruk veninden kan alinarak glukometre ile 6l¢iildii. Glukoz seviyeleri 200
mg/kg olanlar diyabet olarak kabul edildi. Diyabetin iireme sisteminde tesir edilebilmesi
icin fareler bir ay 12 ser saat karanlik - aydinlik ortamda birakildi. Tekrar glukoz
seviyeleri Olgiiliip uygun glukoz seviyesinde olanlarin Ostrus takibi yapildi. Uygun
durumda olan farelere ostrus siklus takibi yapildi, uygun durumda bulunanlar o0o0sit

toplanmasi igin sakrifiye edildi.

3.5. Calismada Kullamilan Kimyasallar , Medyumlar ve Cihazlar

3.5.1. PMSG(Pregnant Mare Serum Gonadotropin)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Riedstrasse 2 D-89555 STEINHEIM. Uriin

numarast G4527. Foliikiil stimiilasyonu i¢in i.p. olarak kullanilmistir.

3.5.2. Streptozotosin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH Riedstrasse 2 D-89555 STEINHEIM. Uriin
numarast S0130. Streptozotosin diyabet elde edilmesi i¢in kullanildi. Sitrat iginde ¢oziiliip
pH: 4,5 olmasmna dikkat edildi. Uygulamadan en fazla 10 -15 dakika Once c¢dziiliip,
uygulama yapilana kadar karanlikta sakli tutuldu.
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3.5.3. Yikama Medyumu

Hepes — m HTF buffer , 1 mg BSA / ml. 200 ml. deki soliisyonlarda ig¢indekiler;

e CaCl,*2H,0 0.0600 g
e MgSO,* 7H,0O 0.0099 g
e NaCl 1.1875 g
e HEPES 0.9600 g
e Glukoz 0.1000 g
e Penicilin 0.0750 g
e Streptomisin 0.0100 g
e Fenol Red (% 1) 0.0400 ml

3.5.4. Fertilizasyon ve Kapasitasyon Medyumlari

Fertilizasyon Medyum: m- HTF buffer + 4 mg BSA / ml
e Kapasitasyon Medyum: m -HTF buffer + 9 mg BSA/ ml

e 200 ml. Soliisyonda i¢indekiler

e CaCl,*2H,0 0.0600 g
e MgSO, * 7H,0 0.0099 g
e NaCl 11875 ¢
e Glukoz 0.1000 g
e Penicilin 0.0750 ¢
e Streptomisin 0.0100 g

e Fenol Red(%1) 0.0400 ml
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3.5.5. Gelisim Medyumu ( KSOM)

200 ml deki soliisyonlarda i¢indekiler

CaCl , « 2H,0 0.0600 g
MgSO; « 7H,0 0.0099 g
NaCl 11875 g

EDTA (disodiim tuz) 0.0008 g

Glukoz 0.1000 g
Penicilin 0.0750 ¢
Streptomisin 0.0100 g
Fenol Red (% 1) 0.0400 ml

MEM amino asit (x50) 2.0 ml

Fenol Red (% 1) 0.2 ml.

3.5.6.Glukometre

Accu — Check Go Roche (mg/dL)

3.5.7. Goriintiileme Sistemi

OCTAX Eyeware MX 2.0

3.5.8. inkiibatorler

SANYO O2/co2 inkiibatér MCO — 18M

3.5.9. Mikroskoplar

Olympus SZX7, ZS61 DF PLAPO/ X-4 Streo mikroskoplar,
Olympus IX71 inverted mikroskop
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3.5.10. istatiksel Veriler

Istatistiksel karsilastirmalarda orana dayali 2 6rneklem Mann — Whitney U testi
kullanildi. Kontrol ve deney gruplar1 Kkarsilastirilan degerlerinde p degeri p<0,05 olan

sonuglar, istatistiksel 6nemi olan farklar olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda dort ayri grup kullanildi. Bu gruplar :
1. Grup: Stimiilasyon grubu ,

2. Grup : Stimiilasyon + Diyabet grubu,

3. Grup :Diyabet grubu + ostrus siklusu takip grubu ,
4. Grup :Kontrol grubu ( Ostrus siklusu takip grubu) .

Yukarida belirtilen 3. ve 4. gruplara kontrollii ovaryan stimiilasyon uygulamasi
yapilmadi, overyan gelisim ostrus siklusu takibi ile yapildi. Sakrifiye edilen bu gruptaki
farelerde matur ( MII) oosit elde edilemedi. Sadece kontrol grubu farelerden ampulladan 2
oosit elde edildi. Bu oositler ayiklama isleminden sonra incelendiginde dejenere (DJN)
olarak kayit edildi. Oositler bu gruplarda overyan olarak toplanildi. Toplanan oosit sayisi
ve kalitesi sirasiyla ; 3. grupta sekiz fareden toplam 16 oosit toplandi, toplanan bu
oositlerden 3 MI, 7 GV, 6 DJN . 4. grupta bes fareden 10 adet oosit toplandi. Bu oositlerin
2MI,5GV, 3DJN di.

Sekil 4.1. Dogal siklus takibi 1. gurup farelerden ampulladan toplanan Dejenere oositler

goriilmektedir, 40x inverted mikroskop.
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Sekil 4.2. Dejenere (siyah ok ile gosterilmistir)oositler ve perivitellin araligi genis MI

oositler(kirmizi ok ile gosterilmistit) 10x inverted mikroskop.

Kontrollii overyan stimiilasyon uyguladigimiz 1. ve 2. gruplarda ise oositler
ampulladan toplanabildi. Bu gruplardan elde etti§imiz oosit sayilar1 ve Kkaliteleri ise
sirastyla; 1. grupta sekiz fareden toplam 127 oosit topladik. Bunlarin 82 MII , 10 MI, 10
GV, 25 DJN . 2. grupta ise toplam 10 fareden 120 oosit topladik . Bunlarin 57 si MII , 10
MI, 47 DJN, 1 tane emty zona elde edildi.

Calismamizin istatiksel boliimii MII oositler baz alinarak yapildi. 1. ve 2.
gruplardaki MII oositler ve IVF uygulamasi sonrasi gelisen embriyolar istatiksel

karsilatirma gruplar1 olarak kullanildu.

Calismamizda oosit ve embriyolarin farkli kalite kriterlerine bakildi. Oncelikle
farelerden elde edilen M II sayilarini mukayese ettik ayrica oositlerin kiimiiliis ile
olusturduklart kompleks durumu  asagida belirtildigi iizere gradeleme yapilarak

siiflandirildi.
Kategori A kiimiiliis-oosit kompleksi. Oosit; en az bes hiicre katmani iceren yogun

bir kiimiiliisle ¢evrelenmistir. Oosit sitoplazmasi neredeyse transparandir, homojendir ya

da sitoplazmanin yiizeyinde koyu bir halka goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Kategori A kiimiiliis — oosit kompleksi, parlak stoplazma, yogun kiimiiliis hiicre
dizileri goriilmektedir,10x inverted mikroskop.

Sekil 4.4. Kategori A kiimiiliis — oosit kiimesi goriilmektedir, 40x inverted mikroskop.
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Kategori B kiimiiliis-oosit kompleksi. Kiimiiliisiin yogunlugu daha azdir. Oosit koyu

ve biraz graniiler sitoplazmaya sahiptir.

Sekil 4.5.Kategori B kiimiiliis — oosit kompleksi gériilmektedir, 10x inverted
mikroskop

Sekil 4.6.Koyu ve graniiler oositler Kategori B kiimiiliis — 00sit kompleksi
goriilmektedir, 40x inverted mikroskop.
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Kategori C kiimiiliis-oosit kompleksi. Kiimiiliis hiicreleri koyu bir sitoplazma ile
geniglemistir. Oositin koyu ve graniiler bir sitoplazmasi vardir (Blondin and Sandard 1995;
Warriach and Chohan 2004; Nagano et al., 2006) .

Sekil 4.8. Stoplazmasi koyu Kategori C kiimliis — 0osit kompleksi gortiilmektedir, 10x

inverted mikroskop
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Perivitellin aralik durmuna gore ise genis ve normal aralikli olma durumlarina gore

degerlendirdik . ( Xia P., et al., 1997; Hassan-Ali et al., 1998) .

Sekil 4.9. Perivitellin aralig1 normal genislikte olanlar kirmiz1 ok ile,

Perivitellin araligi daha genis olan oositler ise siyah ok ile gosterildi,40x inverted

mikroskop

Oositlerle yapilan bir diger kalite kriteri ise zona pellisuda kalinligi ve diizgiin bir
yapida olmasi durumuydu. Bu kriterlere gore siniflandirma yapildi (Gabrielsen et al.,
2001).
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Sekil 4.10 . Zona pellisuda kalinliklar1 6l¢lilmiis oositler goriilmektedir,40x inverted

mikroskop
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Sekil 4.11. Zona pellisuda kalinliklari 6l¢iilmiis kontrol grubu MII oositler
goriilmektedir,40x inverted mikroskop

Sekil 4.12. Diyabet ¢alisma grubu zona pellisuda kalinligi 6l¢timiis MII oosit
goriilmektedir, 40x inverted mikroskop.
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Sekil 4.13. Diyabet ¢aligma grubu zona kalinlig1 fazla olan MII oosit goriilmektedir,.
Grandiler stoplazma ve fragmente polar cisimcik kirmizi oklarla gosterilmistir. 40X inverted

mikroskop
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Sekil 4.14. Diyabet grubu kalin zona pellisudali MII oosit goriilmektedir,40X inverted

mikroskop.

Stoplazma graniilasyonu oosit kalitesi ~ degerlendirmesi igin inceledigimiz

kiriterlerdendir (Serhal ir kt., 1997; Balaban et al., 1998; Kahraman et al., 2000).
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Sekil 4.15 Kontrol grubu az stoplazma graniilasyonu goriilen MII oosit gériilmektedir, 40X

inverted mikroskop

Sekil 4.16. Diyabet grubundaki fazla graniiler stoplazmali MII oositler goriilmektedir, 40x
inverted mikroskop
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PC morfolojisi oosit kalitesi ve maturasyonu  kalite Kkriterlerindendir.
Calismamizda PC’ in normalinden biiyiik , kii¢iik, fragmante olmasi durumunu anormal
olarak, normal morfolojidekileri normal olarak siniflandirip ayirim yaptik ( Zeuner A.,
ve ark. 2003, . Eichenlaub-Rutter, U. ve ark.l. 1995; . Ebner, T. ve ark.. 1999) .

Sekil 4.17. Diyabet ¢alisma grubu biiyiik polar cisimcigi olan MII oosit goriilmektedir.

Solda 10x , sagda 40x inverted mikroskop
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Sekil 4.18. Diyabet grubu biiyiik polar cisimcikli MII oosit goriilmektedir, 40x inverted
mikroskop

Sekil 4.19. Biiyiik polar cisimcikli diyabet grubu MII oositler goriilmektedir,10x inverted
mikroskop
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Embriyolarla ilgili kalite kriterleri ise embriyolarin 2. ve 3. giiniine ait
fragmantasyon durumu, blastomer simetrisi, blastomer sayis1 ve blastomer stoplazmasi
parlaklik durumudur. 2. giin 4 hiicreli, fragmantasyon icermeyen ve blastomer simetrigi
gosterip devaminda 3. giin 8 hiicreli, % 20 veya daha az fragmantasyona sahip blastomer
simetrisi gosteren embriyolar Grade A olarak kabul edildi . Diger gelisim durumlarindaki

embriyolar ise Grade B olarak kabul edildi (Daniela ve ark., 2010).

Sekil 4.20. Birinci giin 2 blastomerli kontrol grubu embriyolar, solda fragmantasyon
igermeyen embriyo , sagda fragmantasyonlu embriyo goriilmektedir,40x inverted

mikroskop

Sekil 4.21. Birinci giin 2 blastomerli kontrol grubu embriyolar goriilmektedir, 40x inverted

mikroskop
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Sekil 4.22. Birinci giin diyabet grubu 2 blastomerli fragmantasyon i¢eren embriyolar
goriilmektedir, Fragmantasyonlar ok ile gdsterilmistir. 40x inverted Mikroskop

Sekil 4.23. Birinci giin diyabet grubu embriyolar1 Sol alttaki blastomerleri esit embriyo
goriilmekte, sag iistte farkli biiyiikliikte blastomer ve fragmantasyon igeren embriyolar

goriilmektedir, 40x inverted mikroskop
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Sekil 4.24. Solda kontrol grubu 2. giin 4 blastomerli embriyo, sagda diyabet grubu 1. giin
fragmantasyon i¢eren embriyo goriilmektedir, Fragmantasyon ok ile gosterilmistir40x

Inverted mikroskop

Sekil 4.25.Diyabet grubu 2. giin embriyolar1 goriilmektedir. Ayn1 glin embriyolarinin farkl

gelisim ve fragmantasyon durumlari goriilmektedir. 40x Inverted mikroskop
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Sekil 4.26. Kontrol grubu solda 2. giin 4 blastomerli sagda 3. giin 8 blastomerli embriyolari
goriilmektedir, 40x Inverted mikroskop

Sekil 4.27. Diyebet grubu 2. giin embriyolar1 . Farkl biiyiikliikteki blastomerler ve

fragmantasyonlar goriilmektedir, 40x Inverted mikroskop
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Sekil 4.28 Kontrol grubu 3. giin embriyolar1 goriilmekte. Ok ile gosterilen kompaklagmis
embriyo; diger embriyolarda fragmantasyon ve blastomer asimetrisi goriilmektedir. 40x

Inverted mikroskop

Sekil 4.29. Kontrol grubu 2. giin embriyolari, sagda kompakt solda farkl biiytikliikteki

blastomerleri olan embriyolar goriilmektedir,40x inverted mikroskop
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Sekil 4.30 Kontrol grubu 4. giin embriyolar1 goriilmektedir,40x inverted mikroskop

Sekil 4.31 Diyabet grubu 5. giin blastosist goriilmektedir,40x Inverted mikroskop
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Sekil 4.33. Kontrol grubuna ait hatching asamasindaki blastosist gdsterilmistir 40X
Inverted mikroskop
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Sekil 4.34. Hatched olmus kontrol grubu blastosist gosterilmistir 40x inverted mikroskop

Sekil 4.35. Diyabet grubu hatched olmus blastosist gdsterilmistir, 40X Inverted mikroskop
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Tiim bu veriler Mann — Withney U testi ile karsilastirma yapildi . Yapilan istatistik
tablosu asagida belirtilmistir.

Cizelge:4.1. Stimiilasyon ve Stimiilasyon Grubu Istatistik Verileri

Stimiilasyon — +
Stimiilasyon Grubu ) P degerleri
Diyabet Grubu
n=28 P <0,05
n=10
00sit sayisi 15,88 +£ 1,246 12,00 + 2,108 0,02
matiir oosit
10,25+ 2,375 4,50 £ 1,080 0,00
sayisl
Ml 1,25+ 1,165 1,00 = 0,667 0,230
GV 1,25+ 1,282 0,50 + 0,527 0,640
Djn 3,13+ 1,727 4,70 + 1,059 0,025
Ez ,00 £ 0,00 0,10+ 0,316 0,00
cumulus
4,00 + 1,309 4,00+ 1,155 0.859
grade A
cumulus
6,25 + 0,463 1,00 + 1,054 0,0
grade B
cumulus
,00 £ 0,00 0,80 + 0,789 0,01
grade C
PVAK 2,88 £ 0,835 4,00+ 0,00 0,01
PVAI 7,50 £ 0,53452 1,700 + 1,059 0,00
Zpd 8,13+ 0,354 1,70 + 0,823 0,00
Zpk 2,125 £ 0,354 4,20+ 0,42 0,00
stoplazman 7,50 + 0,535 2,00+ 0,00 0,00
stoplazmag 2,750 + 0,707 3,70 + 1,64 0,089
embrgradea | 6,25 + 1,389 1,00 = 0,00 0,00
embgradeb 4,00+ 0,00 4,80+ 1,03 0,024
blastosiste
. 81,88 + 8,425 37,40 £ 17,38 0,00
gitme orani
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Calismamizdaki Stimiilasyon ve Stimiilasyon + Diyabet gruplarina ait minimum,

maksimum,ortalama ve standart sapma degerleiri sirasiyla Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3 * te

belirtilmistir.

Cizelge:4.2. Stimiilasyon Grubu Istatistik Degerleri

Minimum | Maksimum | Ortalama Standart
sapma

Oosit sayist 8 14 18 15,88 1,246
Matiir oosit sayist 8 7 14 10,25 2,375
Mi 8 0 3 1,25 1,165
GV 8 0 3 1,25 1,282
DJN oosit 8 0 6 3,13 1,727
Emty zona 8 0 0 ,00 ,000
Kiimiiliis grade A 8 2 6 4.00 1,309
Kiimiiliis grade B 8 6 7 6,25 463
Kiimiiliis grade C 8 0 0 ,00 ,000
Perivitellin aralik

8 2 4 2,88 ,835
kalin
if;iee““te“m aralik 8 7,00 8,00 7,5000 53452
Zona pelisuda ince 8 8 9 8,13 ,354
Zona pelisuda kalin 8 2,00 3,00 2,1250 ,35355
Stoplazma normal 8 7 8 7,50 ,535
Stoplazma grantiler 8 2,00 4.00 2,7500 , 70711
Embriyo grade a 8 4 7 6,25 1,389
Embriyo grade b 8 4,00 4,00 4,0000 ,00000
Blastosiste gitme 8 70 90 8188 8,425
orani
Gegerli Ornek sayisi 8
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Cizelge4.3. Stimiilasyon+ Diyabet Grubu Istatistik Verileri

N Minimum Maksimum | Ortalama Standart
Sapma

Oosit sayist 10 10 16 12,00 2,108
Matiir oosit sayist 10 3 6 450 1,080
MI oosit 10 0 2 1,00 ,667
GV oosit 10 0 1 ,50 D27
DJN oosit 10 3 7 4,70 1,059
Emty Zona 10 0 1 ,10 ,316
Kiimiiliis grade A 10 2 6 4,00 1,155
Kiimiiliis grade B 10 0 3 1,00 1,054
Kiimiiliis grade C 10 0 2 ,80 , 789
Perivitellin aralik 10 4 4 4,00 000
kalin

ﬁ\ecr;“teum aralik 10 00 3,00 1,7000 1,05935
Zona pelisuda ince 10 1 3 1,70 ,823
Zona pelisuda kalin 10 4,00 5,00 4,2000 42164
Stoplazma normal 10 2 2 2,00 ,000
Stoplazma grantiler 10 3,00 8,00 3,7000 1,63639
Embriyo grade a 10 1 1 1,00 ,000
Embriyo grade b 10 4,00 7,00 | 4,8000 1,03280
Blastosiste gitma 10 20 65 37,40 17,379
orani

Gegerli ornek sayisi 10
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5. TARTISMA

Genetik oldugu belirlenen, metabolik bir hastalik olarak tanimlanan diyabet ile

iliskili komplikasyonlar, 6nemli derecede endise duyulan halk sagligi problemleri olarak

tamimlanmaktadir (Thang J., 2006).

Gebelikte doneminde diyabetin ge¢ tanimlanmasi ya da kontrol edilememesi gibi
durumlarda ise ciddi dogumsal anomalilerle karsilagilabilmektedir. Pedersen’in
hipotezine goére maternal hipergliseminin fotal hiperinsiilinemiye neden olarak yeni
doganda konjenital malformasyonlara yol actigi ongoriilmektedir. Oncelikle fotal
hiperinsiilinemi, fotal agirlik artisi nedeniyle giic dogum ya da yeni doganda
pulmoner maturasyon inhibisyonu sonucunda solunum giicliigli  sendromu

olusturabilmektedir (Jovanovic L.,2004, Felson D., 1993).

Onlem olarak giiniimiizde diyabetik gebeliklerde ekzojen insiilin kullanimi ile
gebeliklerin basar1 ile sonuglanabilecegi belirtilmektedir. Yine de hala, diyabetik
gebeliklerde diistikler , perinatal mortaliteler ve konjenital malformasyonlar gibi
siddetli problemlerin devam ettigi bildirilmektedir. Maternal diyabetin fotal geligimi
nasil etkiledigine ilgili mekanizmasinin ortaya  konmasi ile komplikasyonlarin
Onlenmesi sayesinde hem annelerin hem de bebeklerinin yasam kalitelerinin

arttirilabilecegi belirtilmektedir . ( Evers 1. M,2004; Polanco A. C.,2005).

Tip | diyabetin ovarian fonksiyon bozukluklarina neden oldugu bildirilmistir.
Diyabetik hayvanlarin ovulasyon orani normal glikoz seviyeli hayvanlardan daha diisiik
olarak tespit edilirken, ovarian steroidogenezis degisiklikleri ile atrezi goriilme sikliginda
da artig gozlendigi belirtilmistir (Angell C., 1996; . Colton A. S., 2002; Cox N. M., 1994,
Foreman D, 1993 ).

Diyabetli hastalarda fertil yasam siliresi boyunca menstruel diizensizlik orani

oldukga yiiksek olarak tespit edilmistir (Bitar M, 1997).

63



Tip | diyabetli kadinlarda menstruel diizensizliklerin; hipotalamik giiciin azalmasi
ya da olas1 insiilin etkisi sonucunda atrezi oraninin artmasi nedeniyle oosit kalite ve

sayisinda azalma nedenleriyle agiklanabilecegi belirtilmektedir.

Diyabetik durum, oosit maturasyonu ve folliikilogenezis sirasinda negatif yonde
etki ederler. Oositlerin maturasyonu ve gelisim potansiyelleri {izerine zararli etkide
bulunurlar. Siiper oviile olmus farelerde diyabetin mayozun gelisimi lizerine zararl etkide

bulunudugunu géstermislerdir (Bordignon V, .1999) .

Glukoz metabolizmasinin oosit gelisimini etkileyen onemli bir noktasi oositin
mayoz boliinmesini etkilemesidir. Normal olarak oositler oviilasyona kadar profaz I
asamasinda bloke edilmislerdir, gelisimlerine devam ederlerse metafaz II durumuna
gegerler. Colton ve arkadaslar1 ( 2003) kimyasal olarak elde ettikleri, diyabetik farelerden
izole ettikleri oositlerin maturasyonunun,  kontrol grubuna goére daha zayif bir
maturasyondur . Buna ek olarak diyabetik farelerin kontrol grubuna gére daha az metafaz

Il oosit meydana getirme egiliminde olduklar1 gosterilmistir (Blyszczuk P., 2003 ).

Ayni durum diyabetik ratlarda da gosterilmistir. Fakat insiilin tedavisiyle negatif

etkinin tersine dondiirtildigi gozlenmistir(Boian1 M, . 2005).

Bu calismalar agikga gostermistir ki, diyabet oositler {izerine mayozun devami i¢in
etkilidir, bircok modelle bu durum ¢alisilmistir. Ek olarak mayoz siirecinin zarar gérmesi,
diyabetik farelerde oositlerin maturasyon kinetiginin zarar goérmesine neden olur. h CG
enjeksiyonundan 2 ve 6 c1 saatlerinde kontrol grubu farelerdeki oositlerin diyabetik
grubundaki farelere gore daha biiylik ve daha ¢ok matiir oosite sahip oldugu goriilmiistiir.
Insiilin 2 geninin mutasyonu ile diyabetik duruma getirilen farelerin normal kontrol
grubundaki farelere gore daha kii¢iik ve daha az sayida matiir oositlere sahip oldugu
belirlenmistir(Bordignon V., 1999).

Yaptigimiz ¢alismada ; diyabet ve stimiilasyon uyguladigimiz kontrol grubu
farelerden elde ettigimiz oositleri kiyaslayarak, diyabetin oosit ve embriyo Kkalitesine
etkilerini incelemeyi amagladik. Calisma gruplarindan elde ettigimiz oosit sayist ve bu
oositlerin maturasyon kalitesini inceledigimizde, daha 6nce yapilan ¢aligmalarla parelellik

gosterdigini gordiik.
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Calismamizda stimiilasyon grubunda 9 fare sakrifiye ettik ve toplam 127 oosit elde
edildi , diyabet calisma grubunda ise toplam 10 fareden 120 oosit elde edildi. Toplanan
oosit sayilarmin ortalamasi stimiilasyon grubundaki farelerde 15,88 + 1,246, diyabet
grubunda ise toplanan oosit sayisi ortalamasi 12,00 + 2,108 dir. Yaptigimiz istatiksel

karsilagtirmada ise p degeri p< 0.02 olarak anlamli1 bulunmustur.

Calismamizda topladigimiz oositlerin maturasyon durumlarini karsilastirdigimizda
daha Once yapilan caligmalarla benzerlik gosterdigini goérmekteyiz. Kontrol grubundaki
127 oositten 82’ si MII, 10’ u MI, 10’ u GV, 25’ i DIN. Diyabet grubundaki toplanan
120 oositten 57’ si MII, 10MI, 47 DJN ve 1 adet bos ( emty) zona topland1. Istatiksel
olarak stimiilasyon grubundan toplanan MII oositlerin ortalamasi 10,25 + 2,375 , diyabetli
grupta MII oosit ortalamas1 4,50 + 1,080’ dir ve p degeri p <0.00, MI oositlerin ortalamasi
stimiilasyon grubunda 1,25 + 1,165, diyabet grubunda ise ortalama 1,00 = 0,667’ dir. GV
oosit ortalamasi stimiilasyon grubunda 1,25 + 1,282 , diyabet grubunda ortalama 0,50 +
0,527 olarak bulundu ve p degeri p < 0,640 . DIN oosit ortalamasi stimiilasyon grubunda
3,13 £ 1,727, diyabet grubunda ise ortalama 4,70 + 1,059 olarak bulunmus ve p degeri p <
0.250 olarak bulunmustur.

Istatistiksel veriler 15131nda MII ve DIN oositler arasinda kontrol ve diyabet gruplar
arasinda anlamli bir fark goriilmiistiir. Fakat ayn1 durum MI ve GV oositler arsinda bir
fark goriilmemistir. Gorsel olarak GV yumurtalart takip ettigimizde bunlarin zamanla
GVBD doniismesi aslinda bu istatistiksel verileri desteklemektedir. Ayrica diyabetli grupta
bos zona pelisudali bir oosit toplandi. Bizim c¢alismamizdaki sonuglar daha 6nceki
aragtirmacilarin bulgulariyla paralellik gosterdi. Diyabet grubundaki fare sayisi fazla
olmasina karsin toplanan oosit sayist kontrol grubu farelerden toplanilan oosit sayisindan
daha fazladir. Yine kontrol grubundan toplanilan MII oosit sayis1 diyabet grubuna gore

daha fazla oldugu goriilmektedir.

Oositler gelisirken, g¢evreleri graniiloza hiicreleriyle sarilir, bu hiicreler oosit
gelisimini desteklerler ve hormonal gereksinimi saglarlar. Graniilozalar ¢ok tabakali
sekilde oosit etrafinda bulunurlar. Cesitli hiicresel baglantilarla etkilesim i¢inde bulunurlar

ve oosit gelisiminde O6nemli etkileri bulunur . Diyabetik farelerde graniiloza hiicreleri
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arasinda etkilesim engellendigi ve yavaglatildig1 i¢in bu farelerin oositlerinin de gelisimi

cok yavastir veya gelisim goriilmez(Ackert CL2001).

Diyabet norolojik ve kalp hastaliklarinin yani sira, diisiik , yeni dogan hastaliklari
ve Olii dogumlar gibi reprodiiktif problemlere yol acabilir. Diyabet olgunlasan yumurta
sayisint azalttigt ve embriyonik gelisiminin kotii olmasina neden oldugu gorilmiistiir .
Farelerde streptozotosin kullanilarak olusturulan tip | diyabet modellerinde, diyabetin
oosit maturasyonu {izerine etkili oldugu gosterilmistir . Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda hem in vivo hemde in vitroda gonadotropinlerle stimiile edilen
oositlerin, kimyasal olarak diyabetik hale getirilen farelerdeki oosit maturasyunu
Kinetiklerinin hizlanmis ve oosit- kiimiiliis hiicreleri kompleksi daha siki hale geldigi
gozlenmistir (Sadler TW, .1988; Becerra JE., 1990; Colton SA., 2002).

Glukoz metabolizmasindaki anormallikler programlanmis hiicre 6limiinii etkiler.
Overyan foliikiillerde atresi olarak isimlendirilen apoptosis, genellikle oosit etrafin1 saran
kiimiiliis tabakalarinda gozlenir. Sorunlu hamilelik ve agiklanamayan infertilite apoptosis
ile beraber degerlendirilir . Oositlerin gelisimi kiimiiliis tabakasindaki hiicrelerin biiyiime
ve hormonal destek saglamasi agisindan énemlidir. Diyabetik farelerde apoptosis sinyalleri
artmistir (Downs SM.,1997; Downs SM 1999).

Oviilasyon zamani esnasinda oositler kiimiiliis hiicreleriyle beraber genis hacimde
bir yap1 olusturur . Bu yapiin etrafi korona hiicre tabakalariyla 1sinsal olarak sarilir. Bu
yapmin varligt oositlerin maturasyonunun gostergesidir ve bir ¢ok embriyoloji
laboratuarlarinda kiimiiliis oosit kompleksi siniflandirilmistir. Bu siiflandirma asagidaki

gibidir;
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A: Seffaf stoplazma ve 151nsal, parlak kiimiiliis hiicreleri varsa olgun yumurta,

B ve C : Stoplazma kararmis, yogun sekilde kiimiiliis hiicreleri varsa muhtemelen

olgunlasmamustirlar (Giovanni C., 2004) .

Oosit — kiimiiliis kompleks yapisinin yukaridaki gibi siniflandirilmasina karsin, yapilan
caligmalarda; belirtilen {i¢ gruba gore oositler siniflandirilmis ve embriyo gelisimleri takip
edilmis fakat bu ii ti¢ grubun arasinda embriyo gelisimleri arasinda ciddi bir fark olmadigi
goriilmistiir (A. Borini, M.A, Bonu, R. Sciajno, E. Sereni, and M. Cattoli, yayimnlanmayan
data). Bu yaklasim agik¢a goriilmektedir ki oosit — kiimiiliis kopleksi siniflandirilmasi

sadece oosit maturasyonu i¢in 6zel bir kriterdir.

Biz ¢alismamizda; kiimiiliis-oosit komplekslerini {i¢ kalite kategorisine gore

gruplandirdik:

e Kategori A kiimiiliis-oosit kompleksi. Oosit; en az bes hiicre katmani i¢eren yogun
bir kiimiiliisle ¢evrelenmistir. Oosit sitoplazmasi neredeyse transparandir,

homojendir ya da sitoplazmanin yiizeyinde koyu bir halka goriilmektedir.

e Kategori B kiimiiliis-oosit kompleksi. Kiimiiliisiin yogunlugu daha azdir. Oosit

koyu ve biraz graniiler sitoplazmaya sahiptir.

e Kategori C kiimiiliis-oosit kompleksi. Kiimiiliis hiicreleri koyu bir sitoplazma ile

genislemistir. Oositin koyu ve graniiler bir sitoplazmasi vardir.

Bazi bilim adamlari, kategori B’deki kiimiiliis-oosit komplekslerine sahip olan
oositlerin en yiiksek gelisme potansiyeline sahip oldugunu bildirmistir. In vitro
fertilizasyonun ardindan kategori A ve C kiimiiliis-oosit komplekslerine oranla kategori B
kiimiiliis-oosit komplekslerinden daha fazla oosit gelisim gostermistir, ama nedeni hala
tam olarak bilinmemektedir. Kiimiiliis hiicre katmanlarmin sayisi oosit kalitesini
belirlemede anlamli bir faktordiir. Oosit kalitesinin, oosit daha fazla hiicre katmaniyla
cevrelendiginde daha iyi oldugu bildirilmektedir. Kaliteye goére insan kiimiiliis-00sit
komplekslerinin ~ gruplanmas1 ile ilgili mevcut literatiirde herhangi bir veri

bulunmamaktadir(Mayes MA. , 2001).
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Calismamizda kontrol ve diyabetik gruplara ait kiimiiliis — oosit komleklerini A, B ve
C olarak smiflandirdik. Bu gruplar arasinda kiyaslamada diyabetik ve kontrol gruplarinin
B ve C gruplari arasinda istatiksel analizi anlamli bulunmustur; sirasiyla p degerleri p <
0.00 ve p < 0.01° dir. A grubunda ise istatiksel analiz anlamli bulunmadi. Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda B grubuna ait kiimiiliis — oosit kompleksi dzelligine sahip oositlerin
gelisim potansiyelinin yiiksek oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda kontrol grubuna
ait B grubu oosit — kiimiiliis kompleksi ortalamasi 6,25 + 0,463 diyabet grubu ortalamasi
1,00 £ 1,054’ dir.

Iyi kaliteli matiir bir oosit diizgiin kiiresel sekli, diizenli ve devamli bir zona, tek
parcali PC ve seffaf, homejen i¢inde yabanci parcacik igermeyen stoplazmasiyla

karakterize edilir(Giovanni C.,2004).

Insan oositlerinin perivitellin aralig: biiyiikliik (genis ya da normal) ve igerik (parcali
ya da tek) olarak farklilik gosterir. Genis perivitellin araliga sahip oositlerin normal
perivitellin araliga sahip olanlara gére daha kot gelistigi belirtilmistir. ZP’nin kalinlig1 10
ile 31 um arasinda degisir. Bu stoplazma capiyla iliskili degildir. ZP nin kalinligi sperm
penetrasyonunu etkiler. Oositlerin in vitroda, zona peliisidanin kalinligr 18.6 um’nin
altinda oldugu zaman en iyi dollenmeyi gosterdigi gézlenmistir. Kalin zona peliisida (22
pum ya da daha kalin), sperm penetrasyonunu zorlastirir (Eichenlaub-Ritter U., 1995;
Ebner T, 2000 ; Ebner T. , 2002).

Oositlerin etrafindaki kiimiiliis hiicreleri uzaklastirldiginda oosit morfolojisi daha agik
bir sekilde goriiliir. PC varlig1 oosit maturasyonu i¢in bir kanittir. Son dénemlerde yapilan
calismalarda PC morfolojisi ve oosit maturasyonu arasinda pozitif bir korelasyon
bulunmustur. PC gelisim asamalarina girmesede fare oositleri tizerinde yapilan
caligmalarda oosit maturasyonu bu hipotezle pozitif iliskili oldugu dikkati gekmektedir. Bu
hayvanlarda biiyiik polar sicimcik varliginda mayotik i§ yerlesiminin diizgiin olmadig:
gbzlenmistir . Einhenlaub ve arkadaslar1 (1995) , PC dejenerasyonunun in vitro da
ovulasyon sonrasi yaglanmayi ve fertilizasyon eksikligine neden oldugunu gostermislerdir.
Ebner ve arkadaslari(1999) randomize yapmis olduklari ¢aligmada polar cisimcik
morfolojisinin embriyo gelisimi durumunu belirleyici bir kiriter oldugunu gostermislerdir.

Calismalarinda normal biiyiikliikte ve diizgiin sekilli PC sahip oositleri transfer etmisler
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kontrol olarak ise, fragmantasyonlu polar cisimcige sahip embriyolar1 segmislerdir. Bu iki
grup arasinda fertilizasyon oranlar1 ve ikinci giin emriyolar1 arasinda belirgin bir fark

olmamasina ragmen, gebelik ve implantasyon oranlarinda ciddi farklar gézlemlemislerdir(

Zeuner A. ve ark. 2003) .

Daha sonraki donemlerde yapilan c¢alismalarda, ayni c¢alismacilar bulgularin
genisleterek normal biiyiikliikteki polar cisimcige sahip oositlerle, fragmante PC’e sahip
olan oositlerin fertilizasyon ve blastosisit gitme oranlarina baktiklarinda yine normal
biiytiklikteki polar cisimcige sahip oositlerin daha yiiksek gelisim gosterdiklerini
bulmuslardir (Ebner, T. ve ark. 2002).

Bu caligmalara zit olarak Verlinsky ve arkadaslar1 (2003)prospektif caligmalarinda
farklt morfolojik 6zelliklere sahip ( normal,diizensiz,fragmante) PC’re sahip oositleri takip
edip bu oositlerin fertilizasyon, embriyo kalitesi, 3. giin blastomer sayilar1 ve blastosiste

gitme oranlarini karsilastirmislar ve aralarin da anlaml farklar bulamamislardir.

Kiimiiliis hiicreleri ayiklandiktan sonra oositler incelendiginde genellikle farkl: tip
anormallikler gozlenmektedir. Uzun ,ince ve deforme zona, stoplazma merkezinde
graniilasyon, genislemis perivitellin alan ve bu alandaki stoplazmik dokiintiiler 6rnek
verilebilirBu belirtilen dismorfizm o6zellikleri oosit ve embriyo gelisiminin
tamamlanmasini yavaslattigi gosterilmistir. Serhal ve arkadaslar1 (1997) c¢alismalarinda
graniilasyon iceren ve icermeyen oositlerin gelisimlerini takip etmisler. Fertilizasyon ve
grade | embriyo oranlar1 birbirlerine yakin olmasina karsin transfer sonrasi hamilelik
oranlarinin stoplazma graniilasyonu icermeyen oositlerde daha yiiksek oldugu

bulmuslardir .

Balaban ve arkadaglari (1998)farkli tip anomalilikleri karsilastirmig ( koyu zona,
biiyiik previtellin aralik, koyu toplazma, sekil anomalileri, stoplazmik inklusyonlar ve iki
anomalinin beraber goriildiigii vakalar) , bu gruplar arasinda fertilizasyon, boliinme ve
yiiksek kalite embriyolara ulagsma oranlar1 arasinda ciddi bir fark bulamamislardir. Benzer
sekilde hamilelik ve implantasyon , diisiik oranlarinin normal veya anormal oositler

arasinda fark gormemislerdir.
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Bu tarz ¢alismalardan ¢ikan genel diisiince oosit morfolojisi ve gelisim yetenegi
arasinda pozitif bir iligki bulundugudur. Bu pozitif iliski morfolojik iyi kalite gosteren

oositlerin fertilizasyonlarin1 devaminda embriyo gelisimlerininde iyi oldugunun kanitidir.

Calismamizda perivitellin aralik, stoplazma maturasyonu, polar cisimcik ve zona
pelisuda durumuna gore incelemeler yapildi. istatiksel analizde perivitellin araligin genis
ve normal olmasi durumu, stoplazmanin normal ve graniiler olmast durumu, PC’in normal
ve biiyiik + pargali olmasi durumunu, zona pelisudanin normal kalinlikta diizgiin ve kalin

olma durumunu diyabetik ve kontrol ¢alisma gruplarinda karsilastirdik.

Diyabetik ve kontrol gruplari arasinda perivitellin araligin  durumunu
karsilastirdigimizda p degeri perivitellin araligin normal olmas:t p < 0.00 , genis olan
perivitellin aralik icin ise p < 0.01 olarak bulunmustur. Istatiksel olarak iki grup arasinda p
degeri anlamli ¢ikmis, kontrol grubunda perivitellin araligin normal olma ortalamasi
kontrol grubunda 7,50 + 0,53452, diyabet grubunda 1,700 + 1,059 belirgin olarak kontrol

grubunda perivitellin araligin morfolojisinin daha diizgiin oldugunu bulduk.

Stoplazmanin normal ve graniiler olma durumunu karsilagtirdigimizda ise kontrol
grubundaki oositlerin stoplazmalarinin diyabet grubuna gére normal stoplazmaya sahip
oldugunu bulduk. Bu iki grup arasinda yapilan istatiksel p degerleri stoplazmanin normal
olanlarda p < 0.00 , Graniiler stoplazmali olanlarda ise p< 0.089 olarak bulunmustur.
Stoplamanin normal olma durumu istatiksel olarak anlamli bulduk, fakat graniillii

stoplazma durumu ise istatiksel olarak iki grup arasinda anlamli bir iligki bulunmadi..

Zona pellisuda kalin ve diizenli olmayan, normal kalinlikta ve diizgiin olarak iki
grup olarak smiflandirip istatisitiksel degerlendirme yapildi. Zona kalinligini1 18.6 pm’nin
alt1 ve iistli olarak kalin ve ince olarak belirlendi . Kontrol ve diyabetik gruplar arasinda
normal ve anormal karsilastirmalarinin istatiksel p degerleri sirasiyla p < 0.00 ve p <0.00’
dir ve anlamli olarak bulundu. Kontrol grubu oositlerinin morfolojik olarak zona pellisuda

kalitesinin diyabet grubuna gore daha iyi oldugu goriildii.
Gustavo S. R., ve arkadaslar1 (2007), oosit ve embriyo kalitesi {izerine yapmis

olduklar1 calismalarda, embriyo kalitesini siniflandirmislardir. Bu c¢alismada embriyo

kalitesi stoplazmik fragmantasyon yiizdesi, blastomer simetrisi ve sayilartyla belirlendi .
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Embriyolar ikinci giin dort hiicreli, simetrik blastomerli ve fragmantasyon gostermesi,
liclincii glin sekiz veya daha cok hiicreli % 20 veya daha az fragmantasyon gostermesi iyi

kalite embriyo olarak siniflandirilmistir(Veeck LL, 1999).

Bu calismada embriyo kalitesi Grade A ve B olmak tizere siniflandirildi. Grade A
grubunda, belirtilmis litaratlire paralel olarak ikinci giin dort hiicreli, simetrik blastomerli
ve fragmantasyon igermemesi ve liglincii giin sekiz veya daha ¢ok hiicreli % 20 veya daha
az fragmantasyon icermesi, Grade B grubunda ise bu kalite kriterlerine uyumlu olmayan

ikinci siif ve daha kétii embriyolar gruplandirildi.

Calismamizda Grade A ve Grade B embriyolarinin istatiksel bulgular1 kontrol ve
diyabetik grupta anlamli ¢ikmistir. Sirasiyla p degerleri Grade A grubu embriyolar i¢in p <
0.00, Grade B grubu embriyolart i¢in p < 0. 024’ tiir. Embriyo kalitesi ve gelisiminin
kontrol grubunda daha iyi oldugu goriildii.

Embriyolarin blastosiste ulasma oranlart embriyo kalitesinin bir gostergesidir.
Diyabet, polar cisimcik iizerine negatif etkide bulunmaktadir. PC’in normalden biiyiik ve
fragmante olmasina neden olur. Normal biiyiikliikteki polar cisimcigi fragmante olan
oositlerin fertilizasyon ve blastosist oranlarina baktiklarinda yine normal biiyiikliikteki
polar cisimcige sahip oositlerin daha yiiksek oranlarda bulunduklarini gosterdiler (Ebner,
T. etal. 2002).

Bu calismalara zit olarak Verlinsky ve arkadaslar1 (2002)prospektif ¢alismalarinda
farkli morfolojik Ozelliklere sahip( normal,diizensiz,fragmante) PC’ in takip edip bu
oositlerin fertilizasyon,embriyo kalitesi, 3. giin blastomer sayilari ve blastosiste gitme

oranlarini karsilagtirmiglar ve aralarin da anlamli farklar bulamamaislardir.

Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik gebe siganlardan elde edilen ge¢ morula ve
blastosistlerde, i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderm hiicrelerinin incelenenip karsilastirildig
caligmalarda, gebeligin besinci giinlinde toplanan maternal diyabete maruz kalmis
blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinde kontrol grubu sicanlardan toplanan embriyolara gore
belirgin sekilde hiicre azalmasi goriildiigii; trofoektoderm hiicre populasyonunun ise
degismeden kaldig1 bildirilmistir. Ayni ¢aligmada iki grup arasinda gozlenen bu

farkliliklarin gebeligin besinci giinlinde toplanan morula evresi embriyolarda, i¢ hiicre
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kitlesi ve trofoektoderm differensiyasyonunun heniiz tamamlanamadig igin goriilemedigi
aciklanmistir (Pampfer S .1990)

Yaptigimiz bu galismada kontrol ve diyabet gruplari embriyolarinin blastosiste
gitme oranlarina karsilastirildi. Kontrol grubunda % 81.88+ 8.425, diyabetik grupta ise
%37,40 = 17,38 olarak bulundu. Bu gruplart kiyasladigimizda p degerleri p < 0.00 olarak
bulduk. Cikan sonuca gore p degerlerine baktigimizda kontrol grubundaki degerlerin

blastosiste gitme oranlarinin diyabetik gruba gére daha yiiksek oldugu goriildii.
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6. SONUC

Diyabet, oositlerin maturasyonu,gelisim potansiyelleri ve follikiilogenezis tizerine
olumsuz etkisi bulunur. Diamend ve arkadaslari ( 2008) siiper oviile olmus farelerde

diyabetin mayoz gelisimi lizerine zararl etkisi bulundugu gostermislerdir.

Son on yilda glisemi sorunlu kadmnlarin  hamilelik siiresince kontrol altinda
tutulduklarinda, diisik ve yeni dogan hastalik ve anomelilerinde azalma oldugu
goriilmektedir. Klinik c¢alismalar  bunu gostersede hala bu grup hamile kadinlar
komplikasyonlari tagima egilimindedirler ve hamilelik déneminde takip altinda olmalarina
karsin diyabetin neden oldugu diisiikler ve anomaliler goriilmektedir . Bu durum anne
kaynakli diyabetlerin kalict ve geri doniisiimsiiz olarak {ireme sistemleri {izerine etkili

oldugunu gosterir ( Diamend ve ark. 2008).

Herhangi bir manupiilasyon isleminden ve oositlerin fertilizasyonundan Once,
oositlerin kalitesi kesinlikle incelenmelidir. Ciinkii embriyo gelisiminde bu biiyiik etkiye
sahiptir. Qositlerin in vitro olarak fertilizasyona uygunlugu; kiimiiliis-oosit kompleksi
yapisi, oosit sitoplazmasi, PC, perivitellin aralik, ZP, ve mayotik igin 6zelliklerinin es

zamanli olarak ayrintili incelenmelidir.

Bu calismada diyabetin embriyo kalitesi lizerindeki etkilerini incelemeyi amagladik. t
Bu etkileri daha iyi belirliyebilmek i¢in, c¢alismamizda oosit evresinden baslatip

fertilizasyon , embriyo gelisimi ve blastosist agamasina kadar takip edildi.

Kontrol ve diyabet grubundaki farelerden topladigimiz oositleri ve embriyolari
morfolojik olarak karsilastirdigimizda; kontrol grubu oositlerin morfolojik kalite agisindan
diyabet grubuna gore daha iyi kalitede oldugu gosterildi.

KOH agisindan baktigimizda ise diyabet grubunda denek sayisi fazla olmasina karsin

toplanan oosit sayisinin kontrol grubuna gore daha az oldugu goriildii.

Sonug olarak diyabetin ovulasyon donemine kadar etkili oldugu, daha sonra ovule

olan oosit sayisina ve oositlerin maturasyonunu etkiledigini, fertilizasyon sonrasit embriyo
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asamasinda ise maturasyon eksikligi olusturdugu , embriyo kalitesini ve blastosiste ulagsma

oranlarininda olumsuz etkide bulundugunu tespit ettik.
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