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OZET

Azalmis Over Rezervi Bulunan Erkek Disi Faktore Bagh Primer infertil Kadmlarda MikroRNA
Seviyeleri Degiskenligi

Amag: Calismamizda azalmis over rezervi (AOR) bulunan erkek disi faktdre bagl infertil kadinlarin
ovaryum folikiil sivilarinda miRNA seviyeleri degiskenliklerini gdstermeyi hedefledik. Bu sayede
ekspresyonu gozlenen miRNA’larin kadin infertilitesinde noninvaziv belirte¢ olarak kullanilmasimin 6niinii
acmay1 amag edindik. Birgok biyolojik mekanizma miRNA’lar tarafindan diizenlenmektedir. Fakat infertilite
nedenlerinden birisi olan AOR’da miRNA’nm roliiyle ilgili arastirma bulunmamaktadir. Ureme
metabolizmasi ile miRNA arasindaki iligkinin kurulmast ve hangi miRNA tiplerinin bu siirecte rol
oynadigmin gosterilmesi bu tarz lireme hastaliklarmin tedavisinde miRNA’larin biyobelirteg olarak

kullanilmasini saglayacaktir.

Yontem: Calismamiza AOR hasta grubundan 62, kontrol grubu olarak 10 hasta dahil edildi. Hastalardan elde
edilen folikiil stvilarindan miRNA izolasyonu saglandi. Ardindan miRNA miktarlari dl¢iilerek cDNA sentezi
gerceklestirildi ve Gergek Zamanli PCR ile ekspresyonlari gozlendi. Sonuglar elde edilen esik dongiisii

degerlerinin REST programina girilmesi ile degerlendirildi.

Bulgular: Hsa-miR-21 geninin ekspresyonunun AOR hasta grubunda (n=62), saglikli kontrol grubu (n=10)
hastalarina gore 3.96 kat azaldig1 saptanmigtir. Hsa-miR-27, Hsa-miR-144, Hsa-miR-146 ve Hsa-miR-190

genlerinin ekspresyonlarina saglikli kontrol grubu ve AOR hasta grubunda rastlanmamustir.

Sonug: miR21 geninin ekspresyonunun AOR hastalariin folikiil sivilarinda azalmasi, miR21’in AOR igin
belirleyici bir gen olabilecegini gostermistir. Ancak miRNA’larin bu tip hastaliklarin patolojisinde ki
yerlerinin tam olarak anlagilmasi icin daha fazla sayida ileri arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu konuyla ilgili
elde edilen verilerin bu grup infertil hastalara gen terapisi veya benzeri yontemlerle tedavinin 6nuni

acabilecegini diisliniiyoruz.

Anahtar Sozcukler: infertilite, azalmis over rezervi, mikroRNA, oosit



INGILIiZCE OZET

Variability in MikroRNA Levels among Diminished Ovarian Reserve in Primary Infertile Women out
of Male Factor

Objective: The aim of this study is to show the variability of miRNA levels in ovarian follicular fluid taken
from primary infertile women with diminished ovarian reserve (DOR) whitout male factor. In this way, we
aimed to pave the way for the use of miRNAs whose expression is observed as a noninvasive marker in
female infertility. Many biological mechanisms are regulated by miRNAs. However, there is no research on
the role of miRNA in AOR which is one of the causes of infertility. Determination of the relationship
between reproductive metabolism and miRNA and demonstrating which types of miRNA play a role in this

process will enable miRNAs to be used as biomarkers in the treatment of this kind of reproductive diseases.

Method: We included 62 patients in the AOR group and 10 patients in the control group. MikroRNA
isolation was obtained from patients follicle fluids. Subsequently, cDNA synthesis was performed by
measuring MiRNA amounts and their expression was observed by Real Time PCR. The results were

evaluated by entering the obtained crossing point values into the REST program.

Results: Expression of the hsa-miR-21 gene decreased by 3.96 times in the DOR patient group (n = 62)
compared to the healthy control group (n = 10) patients. Expressions of Hsa-miR-27, Hsa-miR-144, Hsa-

miR-146 and Hsa-miR-190 genes were not found in healthy control group and DOR patient group.

Conclusions: The reduction of miR21 gene expression in follicle fluids of DOR patients has shown that
miR21 may be a determinant gene for DOR. However, further research is needed to completely understand
the role of miRNAs in the pathology of such diseases. We believe that the data obtained on this subject may

pave the way for treatment of this group of infertile patients by gene therapy or similar methods.

Key words: infertility, diminished ovarian reserve, microRNA, oocyte
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1. GIRIS

1.1. Disi Ureme Sistemi

Disi iireme sistemi; i¢ genital organlar olan iki ovaryum, iki tuba uterina (fallop
tiipleri), uterus ve vajina ile dis genital organlardan olusur. Bu sistem puberte ile menapoz
arasinda histofizyolojik dongiisel degisikliklere ugrar ve bu degisimler hormonal

mekanizmalarin kontrolindedir.

1.1.1. Ovaryumun Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik olarak dollenme sirasinda belirlenmis olmasina
ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar, erkek ya da disi yapisal 6zelliklere sahip
degillerdir. Gonadlar baglangicta s6lom epitelinin ¢ogalmast ve altindaki mezensimin
yogunlagsmasiyla olusmus, bir ¢ift uzunlamasina diizenlenmis gonadal kabartilar halinde
belirirler. Gelisimin 6. haftasina degin genital kabartilar i¢inde germ hiicreleri gozlenmez.

Primordiyal germ hiicreleri ilk kez, gelisimin 4. haftasinda vitellus kesesinin
allontoise yakin duvarinda endoderm hiicrelerinin arasinda gozlenir. Sonbagirsagin
mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek, 5. haftanin basinda ilkel
gonadlara ulasir ve 6. haftada da genital kabartilara ulasirlar (Cizim 1.1). Bu hucreler
genital kabartilara ulasamadiklarinda gonad gelisimi gergeklesmez. Gonadlarin ovaryum
ya da testise farklilasmasinda primordiyal germ hiicrelerinin uyarict etkisi vardir.
Primordiyal germ hiicrelerinin ilkel gonadlara ulagsmasindan 6nce ve ulagmasi sirasinda,
genital kabartilarin epiteli ¢ogalir ve hiicreler altlarindaki mezensimin igine girerler.
Burada, primitif cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz kolonlar olusturulur. Erkek ve disi
embriyolarda primitif cinsiyet kordonlar ylizey epiteline baghdir ve bu asamada, erkek ya
da disi gonadlarin birbirinden ayirt edilebilmesi imkansizdir. Bu yiizden, bu evreye
farklanmamis donem, gonada da farklanmamais gonad denir (Sadler 2005).

Disi embriyolarinda gonadal gelisim erkek embriyolara gore daha yavastir. X
kromozomlar1 ovaryumun gelisimi igin gerekli genler igerir; ovaryum gelismesinde
otozomal bir genin rol oynadig1 bilinmektedir. 10. haftaya kadar, ovaryumlar histolojik
olarak ayirt edilmezler. Primitif cinsiyet kordonlar1 disi embriyolarda erkek
embriyolaradaki kadar fark edilir degildir. Gonad taslaginin medullasina kadar devam
ederler ve gelisememis bir yap1 olan rete ovarii’yi olustururlar. Normalde rete ovarii ve
primitif cinsiyet kordonlari dejenere olarak ortadan kaybolurlar ve yerlerini ovaryumun

medullasini olusturan stromaya birakirlar.
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Cizim 1.1: 5-6 haftalik embriyoda primodiyal germ hiicrelerinin gogii, farklanmamis gonadlar, mezonefrik
ve paramezonefrik kanallar gzlenmektedir. (Moore ve Persaud 2009)

Erken fotal donemde kortikal kordonlar olarak adlandirilan ikinci cinsiyet
kordonlari, gelisen gonadin yiizey s6lom epitelinden baslayarak, alttaki mezensime dogru
ilerlemeye baglar. Kortikal kordonlar soélom epitelinin ¢ogalmasiyla kalinlasirken,
primordiyal germ hiicreleri kordonlarin igine katilirlar. 16. haftada bu kordonlar
primordiyal folikiil denilen ayr1 hiicre gruplarina ayrilirlar. Her grup ortada primordiyal
germ hicrelerinden gelisen bir oogonyum ve ¢evresinde Kortikal kordon epitelinden
gelisen tek sira yassi folikiil hiicrelerinin bulundugu primordiyal folikiilleri olusturur.
Ovaryum folikiilleri bigimlenirken yiizey epiteliyle olan baglantilarini kaybederler. Yiizey
epiteli ile ovaryum korteksi arasinda tunika albuginea adi verilen ince fibroz bir kapsiil
olusur. Mezonefroz gerilerken, ovaryum mezonefrozdan ayrilir ve mezovaryum denilen
kendi mezoteliyle viicut duvarina asilir.

Fotal donemde 9. haftadan itibaren primordiyal germ hicreleri oogunyumlara
farklilasir ve mitoz boliinme ile sayilar hizla artar. 12. haftadan itibaren oogonyumlar
primer oosite farklilanmaya baglarlar. Primer oosite farklilasanlar hemen 1. mayoz
bélinmeye girerek profaz evresinde duraklarlar. Dogumdan 6ncesi, oogonyumlarin biiyiik

bir bolimii dejenere olurken geriye kalan oogonyumlar geliserek primer oositlere
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doniistirler. Primer oositlerin birgogu dogum Oncesi dejenere olur. Dogum sonrasinda
oogonyum olusmaz. Dogumdan sonra iki milyon kadar primer oosit geriye kalir. Dogum
sonrasi ovaryum Yyiizey epiteli diizlesir. Ovaryum hilusunda, periton mezoteliyle devam

eder (Moore ve Persaud 2009).

1.1.2. Ovaryumun Anatomisi

Ovaryumlar, iri badem biiyiikliigiinde, pelviste sa§ ve solda kendilerine ait
oyuntulara (fossa ovarica) yerlesik organlardir.

Embriyonel hayatin baslangicinda ovaryumlar, intraabdominal yerlesimliyken,
gelisimin ikinci ayindan itibaren pelvis bosluguna dogru inmeye (descensus ovarii)
baslarlar. Bu siire¢ testisin inigine gore daha kisa zamanda tamamlanir. Ovaryumlar bu
hareketle pelvis minorun duvarindaki fossa ovarica (Krause ¢ukuru) adindaki ¢ukurlara
yerlesirler (Govsa 2003). Fossa ovarica, arteria (a.) iliaca externa ile A. iliaca interna
arasindadir. Ilk gebelikte ovaryumlar, uterus ile karm bosluguna cekilirler ve bir daha eski
yerlerine donemezler. Coklu dogumlarda ovaryumlar biraz daha asagida yer alir.

Tuba uterinanin arka ve alt kisminda bulunan ovaryumlar, lig. latum uteri i¢inde yer
alirlar. Uzun ekseni neredeyse vertikal yondedir. Pembemsi-gri renkli olan ovaryumlarin
yiizii ergenlik ¢agma kadar peritonla oOrtiilii olup parlak ve diizdiir. Puberteden sonra
periton Ozelligini kaybeder ve matlagir. Ovulasyon ve dogurmaya kosut olarak da iizeri

pliriizlii bir gériintim kazanir (Arinci ve Elhan 2001).

1.1.2.1. Anatomik bolimleri

Ovaryumun anatomik olarak facies lateralis ve medialis adinda iki yiizii, margo
liber ve margo mesoovaricus adinda iki kenar1 ve extremitas tubaria ve extremitas uterina
adinda iki ucu bulunur.

Facies medialis: Tuba uterina ile cevrilidir. Pelvis boslugunu gériir. ince bagirsak
ve sigmoid kolon ile komsudur. Mesosalpinx ile i¢ yiiz arasinda bursa ovarica adinda
periton ¢ikmazi vardir. Arka kismi ise tuba uterinanin infundibulumu ile yan yanadir.

Facies lateralis: Pelvis duvarina bakan kisimdir. Bu kisim diize yakin bir
icblikeylik gosterir. Facies lateralis, fossa ovarica adindaki ¢ukura, paryetal peritonla ortiili
olarak yerlesiktir.

Margo liber: Arka kenar ya da serbest olarak adlandirilir. Bu kenar hareketlidir.
On kenardan daha icblikeydir. Margo liber, a. iliaca interna, venae (v.) iliaca interna ve

ireter ile yan yanadir.



Margo mesovaricus: On kenardir ve bu kenara mesovarium adinda ve ovaryumu
ligamentum latum uteri’ye baglayan periton katlantist tutunur. Bu tutunma ¢izgisine Farre-
Waldeyer c¢izgisi adi verilir. Mesovarium iginde yer alan damar ve sinirlerin, bu kenar
lizerinde, organa giris ¢ikis yaptiklar1 yer hilum ovarii olarak adlandirilir.

Extremitas tubaria: Ust kismindaki ucundan, tuba uterinanin infundibulum
pargast ile komsudur. Ayrica fimbriae tubae ve ligamentum (lig.) suspensorium ovari
olarak adlandirilan i¢ginde ovaryuma ait ven, arter ve sinirlerin bulundugu periton kivrimi
bulunur.

Extremitas uterina: Alt kisimdaki ugtur ve iist uctan daha da dardir. Lig. ovarii
proprii adinda ve fibréz dokudan olusmus olan bir bag, ovaryumun alt ucundan uterusun

dis kosesine tutunur. Bu ligament, ligamentum latum uterinin igindedir ve diiz kas lifleri

bulundurur.
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Cizim 1.2. Ovaryumun anatomisi. Herbrandson (2005)’den alinmstir.

a. Ovaryumun Arterleri: Aorta abdominalis’ten ¢ikan a. ovarica’lar birinci
Lumbar vertebra hizasinda aorta abdominalis’ten ayrilan a. ovarica, lig. ovarii
suspensorium icerisinde devam eder ve mesovariuma gelir. Burada a. uterina’nin bir dali
olan ramus ovaricus ile anastomozlasir. Hilum ovarii’den organa giren arter, medulla-
korteks sinirinda olusturdugu pleksustan dagilan dallariyla, folikiillerin etrafini ¢evreleyen

zengin kapiller aglar1 olusturur. Damarlarin ¢cap1 dongii evrelerine gore degisiklik gosterir.
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Damarlar folikiillerin gelisimi sirasinda daha genistir. Ovulasyon sonrasinda ise daralirlar
(Cizim 1.2).

b. Ovaryumun Venleri: Once plexus ovaricus denen vendz bir ag olusur. Buradan
c¢ikan venler birleserek az boliimii plexus uterovaginalis’e, biiyiik bir boliimii ise lig. ovarii
suspensonum icerisindeki v. ovarica’ya agilirlar. v. ovarica, a. ovarica’larla birlikte devam
ederler. Sol taraf v. renalis’e, sag tarafi ise v. cava inferior’a dogru agilir.

¢. Ovaryumum Lenf Damarlari: Kan damarlariyla birlikte devam ederler. Nodi
lymphatici preaortici ve nodi lymphatici aortici lateralis’lere dogru agilirlar.

d. Ovaryumun Sinirleri: Plexus hypogastricus inferior (ya da plexus pelvicus) ve
a. ovarica’nin etrafindaki plexusovaricus’dan gelir. Parasempatikleri 10. kafa ¢ifti nervus
vagus’tan, sempatikleriyse n. splanchnicus minor ve bir kismi ise torakal medulla spinalis

segmentlerinden gelir (Erkogak 1982).

1.1.3. Ovaryumun Histolojisi

Ovaryumlar, boyu yaklasik 3cm, eni 1,5cm ve kalinligi Icm olan badem bi¢iminde
organlardir.

Ovaryumun ii¢ katmani vardir:

Epitel kati: Ovaryumun ylizeyini Orter ve tek sira kiibik epitelden olusmustur.
Germinatif epitel olarak da isimlendirilir. Epitelin peritona bakan kisminda mikrovilluslar
ve az sayida kinosilyalar gozlenir. Hiicre sitoplazmasi mitokondriler ve pinositoz
vezikillerinden yana zengindir.

Tunika albuginea: Bag dokusundan yapilmis tabakadir. Yas ilerledik¢e kalinlasir.
Az damarli, diizensiz siki bag dokusu yapisindadir ve kollajen lifler yiizeye paralel
demetler olusturmustur.

Ovaryum stromasi: Ovaryumun destek dokusudur. Ovaryumlar dista korteks, icte
medulla olmak iizere iki kisimdan olusur (Govsa 2003).

a.Korteks: Organin dis kisimdaki islevsel bolimidir. Cesitli  gelisim
basamaklarindaki ovaryum folikiilleri ve korpus luteum yapilarimi igerir. Korteks
stromasinda elastik, kollajen lifler ile ince uzun mekik seklinde stroma hiicreleri bulunur.
Stroma hucreleri fibroblastlardan farkli olarak hormon salgilayan teka interna hiicrelerine
degisebilen hiicrelerdir.

b.Medulla: Kan, lenf damarlari ve sinirlerden zengin, agik renkli i¢ boliimdiir.
Korteks ve medullay1 yapisal olarak kesin sinirlarla ayirmak miimkiin degildir. Medulla
stromas1 korteks ile benzerdir. Elastik liflerden zengin, diiz kas hiicreleri bulunduran

fibroelastik gevsek bag dokusundan meydana gelmistir. Medullada ayrica oksidasyon ve
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diger enzimleri iceren hiicreler vardir. Bu hiicrelerin sayilari yas ile birlikte artar,
menopozda %80 oranina ulasirlar. Intertisiyel hiicreler ise poligonal sekilli, ortada
yuvarlak c¢ekirdegi bulunan, belirgin cekirdekgikleri olan epiteloid hiicreler olarak

tanimlanirlar.

-3
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Cizim 1.3. Ovaryum dokusunun hematoksilen-eozin ile boyanmis kesit goriintiisii. A: Antrum, GEp:
Germinal Epitel, AT: Atretik Folikiiller, TA: Tunika Albuginea, TI: Tunika Interna, ZP: Zona Pellusida, PE:
Primordiyal Folikiller, SF: Sekonder Folikiller, GC: Graniloza hiicreleri. (Ross 2003)

Sitoplazmalarinda kiigiik yag damlaciklari vardir. Luteinize hiicreler ile benzerlikler
gosterdikleri icin atreziye giden folikiillerin teka internalarindan olustuklar
diistiniilmektedir. Bunlar ovaryum stromasinda teker teker ya da gruplar halinde
bulunabilirler ve Gstrojen salgilarlar. Bu hiicreler, ¢ok doguran memelilerde fazladir ve
intertisiyel bezler olarak isimlendirilirler; insanda menarsdan sonra azalir, eriskinlerde ise
yok denecek kadar az sayidadirlar. Hilus hiicreleri ise, diger bir iri epiteloid hiicre
grubudur. Bu hiicreler kiiglik adaciklar seklinde hilusta gozlenirler. Testisin Leydig
hiicrelerine benzerlik gosterirler ve sitoplazmalarinda yag damlaciklar, lipofuskin

pigmenti, Reinke kristallerini icerirler ayrica androjenleri salgilarlar (Tekelioglu 2002).

1.1.3.1. Folikul geligimi

Ovaryum folikulleri bir ya da daha fazla folikil hicresi veya granlloza hicresi
tabakasi ile gevrili bir oosit igerir (Junqueira ve Carnerio 2009). Ovaryumlar histolojik
olarak 3 ana tipte folikul bulundururlar (Ross 2003) (Cizim 1.3).
1- Primordiyal Folikul
2- Byiyen Folikul

a- Primer Folikil

b- Sekonder (Antral) Folikil



3- Olgun (Graaf) Folikul

a. Primordiyal Folikul

Primordiyal germ hiicreleri 4. hafta basinda yolk kesesi duvarinda, allantoisin
baslangi¢ bdliimiine yakin, endodermal hiicrelerin arasinda belirirler. Embriyonun
katlanmasi esnasinda yolk kesesinin dorsal kismi1 embriyo i¢ine dahil olur ve primordiyal
germ hicreleri, arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara dogru gog
ederler (Moore ve Persaud 2009). Primitif ovaryumdaki germ hiicrelerinden oogonyumlar
gelismeye baslarken, yiizey epiteli ise folikiil hiicrelerine farklilanir (Nahirney ve Ovale
2009).

Gebeligin 7. ayma gelindiginde, oogonyumlarin ¢ogu primer oositlere
farklilasmistir. Fakat, primer oositlerin ¢ogu atrezi olarak isimlendirilen yikimla yok
olurlar. Sonug olarak, pubertede ovaryumlar yaklasik olarak 300.000-400.000 oosite sahip
olurlar. Her menstriial siklusta genellikle tek bir oosit serbest kaldigi ve kadinin
dogurganlik cagimin yaklasik 30-40 yil siirdiigii varsayildiginda yalnizca 450 kadar oosit
atilmis olur. Diger oositler ise atrezi yoluyla ortadan kaybolurlar. Atrezi, kadinin lireme
cag1 boyunca devam eder ve 40-45 yaslarinda geriye yaklasik 8000 kadar oosit kalir
(Jungueira ve Carnerio 2009).

Primordiyal folikillerin buylyup gelismesi gonadotropin uyarimina baglt degildir.
Olgun ovaryumda primordiyal folikiiller tunika albugineanin altinda bulunan korteks
stromasinin igerisinde yer alirlar. Primordiyal folikiilde oosit tek katli yass1 folikiil
hiicreleri ile ¢evrelenmistir. Folikiil hiicrelerinin dis ylizeyi bazal lamina ile belirlenmistir.
Bu evrede oosit ve etrafini saran folikiil hiicreleri birbirlerine ¢cok yakin konumda bulunur
(Bak. Cizim 1.4).

Folikiil i¢indeki oositin ¢ap1 yaklagik 30 pm, 6kromatik kromatinli ve bir ya da
daha fazla nukleolus bulunduran eksantrik konumlu bir nikleusa sahiptir. Oosit
sitoplazmasi ooplazma olarak isimlendirilir ve Balbiani cisimcigi icerir. Balbiani cisimcigi;
Golgi membranlar1 ve vezikiilleri, endoplazmik retikulum (ER), bir¢ok mitokondri ve
lizozomlarin birikmesiyle olusan bir yapidir. Ayrica, insan oositleri anniilat lamel igerir ve
birgok kiglk vezikil, sferik mitokondrilerle ooplazmaya dagilmis vaziyettedir. Annlat
lameller niikleer zarf benzeri bir membran birikiminden olusur. Bu birikimin her bir

tabakasi niikleer por yapist igerir (Ross 2003).
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b. Primer Folikul

Erigkin ovaryumunda folikiil gelisimi, folikiillerin biiyiime evresine girmek icin
folikiil havuzunu terketmesi ile baslar. Daha sonra, folikiil hiicresel proliferasyon ve
farklilasma siirecini igeren erken biliylime evresine baslar. Folikiil biiytimesi disi {ireme
stirecinin herhangi bir kisminda hatta dogum sonrasinda bile baslayabilir. Pubertede,
ovaryan siklus ve gebelik siiresince devam ederek dogurganlik doneminin ardindan sona
erer (Gougeon 1996).

Primordiyal folikiil biiyiiyen folikiil asamasina geldiginde oosit, folikiil hiicreleri ve
stromada degisimler meydana gelir. Baslangicta oosit genisler ve etrafin1 cevreleyen
folikiil hiicreleri ¢ogalarak kiibik hale gelirler. Folikiil hiicreleri kiibik hale geldiginde ise
bu folikiil primer folikiil olarak isimlendirilir (Ross 2003). Tek katl kiibik folikiil hiicre
katmani igeren folikiiller tek tabakali ({inilaminer) primer folikiil olarak isimlendirilirler.
Folikiil hiicreleri ¢ogalmaya devam eder ve c¢ok kath folikiiler epiteli veya graniloza
tabakasint olustururlar. Buradaki hiicreler aralik baglantilari (gap junction) sayesinde
iletisim kurar ve bu durumdaki folikiil ¢ok tabakali (multilaminer) primer folikiil ya da
preantral folikil olarak isimlendirilir (Junqueira ve Carnerio 2009). Oosit buytduikee oosit
ve folikiil hiicreleri arasinda asidofilik ve homojen bir yap1 olan zona pellusida belirir.
Zona pellusida 151k mikroskobunda ilk olarak oositin etrafi kiibik ya da silindirik folikiil
hiicreleri ile kusatildiginda ve oosit ¢apt 50-80 pum’ye eristiginde goriiliir. Jel kivaminda,
glikozaminoglikan ve glikoprotein bakimindan zengin bir yapida olan zona pellusida
gelismekte olan oosit ve ¢evresindeki folikiil hiicreleri tarafindan sentezlenir (Larsen 2001,

Ross 2003).
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Cizim 1.5. Folikiil gelisimi. (Celik 2016)

Graniiloza hicreleri artarken folikulin cevresindeki stroma hicreleri bazal
laminanin hemen disinda teka adi verilen bir bag dokusu hiicre kilifi olusturur. Teka
tabakas1 gelistikce iki tabakaya farklilanir. i¢ kisimda bulunan teka interna, kiibik sekilli
salgi hiicrelerinden olusur ve olduk¢a fazla damarlanmig bir tabakadir. Tamamen
farklilasan teka interna hiicreleri steroid salgilayan hiicreler haline gelirler. Luteinlestirici
hormon (LH) reseptorii tagiyan bu hiicreler, LH uyarimina cevap olarak strojen onciilii
androjenleri lretirler. Teka interna tabakasi salgi hiicrelerine ilave olarak, fibroblastlar,
kollajen lifler ve kii¢iik damarlardan olusan zengin bir dolasim ag1 igermesiyle tipik bir
endokrin organ goriiniimii sergilemis olur. Teka eksterna ise dis kistmda bulunan tabakadir
ve diiz kas hiicreleriyle kollajen lif demetleri igerir. Iki teka katmani arasindaki sinir tam
olarak belli degildir. Buna karsilik, teka interna ve graniiloza tabakasi arasindaki sinir,
hicrelerinin morfolojik olarak birbirinden farkli olmasi ve iki tabaka arasinda kalin bir

bazal membran bulunmasi sebebiyle iyi secilir (Kieszenbaum 2006, Ross 2003).



c. Sekonder Folikul

Folikiiller asil olarak graniiloza hiicrelerinin boyutunun ve sayilarinin artmasiyla
biiyiirken kortikal bélgenin daha alt bolgelerine dogru go¢ eder. Bu asamada folikil
hiicreleri arasinda sivi (likor folikiili) birikmeye baslar. Siviy1 igeren kiiciik bosluklar
birleserek daha biiyiikk bir bosluk olan antrumu olustururlar. Bundan sonra, bu folikuller
sekonder ya da antral folikiil olarak isimlendirilir. Folikiil sivisi plazma bilesenleri ve
folikiil hiicrelerinden salgilanan firiinleri igerir. Folikiil sivisi glikozaminoglikan, steroid-
baglayici proteinler, hormonlar, biiyiime faktorleri, antioksidanlarda dahil bazi proteinler
ve yuksek konsantrasyonda steroidler bulundurur (Junqueira ve Carnerio 2009). Eksantrik
konumlu, yaklagik 125 pum c¢apmna ulasan oosit daha fazla biiyiimez. Biiylimenin
inhibisyonu, graniiloza hiicrelerinden antral siviya salinan, kiigiik, 1-2 kDa agirligindaki bir
peptid olan oosit maturasyon inhibitorii (OMI) tarafindan gergeklestirilir. OMI yogunlugu
ile antral folikiil biiytikligii birbirleriyle direk olarak iliskilidir.

Sekonder folikiiliin ¢ap1 arttik¢a graniiloza hiicre tabakasi ile ¢evrili olan antrumun
da genisligi artar. Graniiloza hiicre tabakas1 oositi ¢evreleyen bolge disindaki her bolgede
ayn1 kalinliktadir. Oosit ¢evresinde ise graniiloza hiicrelerinin olusturdugu kiimelenmeye
kiimiiliis ooforus ad1 verilir. Kiimiiliis ooforusun oositi ¢cevreleyen ve ona en yakin kisimda
olan graniiloza hiicrelerine ise korona radyata ad1 verilir. Bu hiicreler oviilasyon sirasinda
oositle birlikte atilir. Korona radyata ile oosit aralik baglantilar1 aracilig: ile birbirleriyle
baglanti kurarlar ve birlikte kiimiiliis oosit kompleksi olarak adlandirilirlar (Bak. Cizim
1.5).

Belli bir ¢apa ulasip i¢inde antrum olusan folikiiller bu evreden sonra hormonlara
bagimli hale gelir ve gelisimlerine devam edebilmek i¢in gonadotropinlere ihtiyag
duyarlar. Insanda yeterli miktarda hormonla karsilasan folikiiller icinden segilen bir folikiil
baskin hale gelerek gelisimini son evreye kadar siirdiiriir (Ross 2003).

3. Olgun (Graaf) Folikudl

Graaf folikull olarak da bilinen olgun folikuller 10 mm veya daha biytkturler. Bu
blyukliklerinden dolay1 ovaryumun yiizeyinde bir ¢ikinti olarak gézlenebilirler. Antrum
genisledikce graniiloza hiicre tabakasi giderek incelir. Graniiloza hiicrelerinin arasindaki
bosluk biiytidiik¢e oviilasyona hazirlik olarak kiimiiliis oosit kompleksiyle folikiiliin geriye

kalan kismi arasindaki baglanti zayiflar (Bak. Cizim 1.6).
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Cizim 1.6. Olgun (Matiir, Graaf) bir folikil (Junqueira ve Corneiro 2009).

Graniiloza tabakasinin kalinlig1 azaldik¢a bosluk da biiyiir. Kiimiiliis ooforus
kompleksinin folikiiliin geri kalan boliimiiyle baglantis1 gevser ve ovulasyona hazirlanir.
Teka tabakas1 daha dikkat ¢eker hale gelir. Teka interna hiicrelerinin iginde lipit
damlaciklar1 birikerek bu hiicrelere tipik steroid sentezleyen hiicre goriniimii verir.
Insanlarda LH, teka interna hiicrelerinde androjen iiretimini saglar. Ostrojen onciilleri
olarak goérev alan androjenler buradan graniiloza hicrelerinin diz endoplazmik
retikulumlarma (DER) gecerler ve folikiil stimule edici hormon (FSH)’in etkisiyle
Ostrojenlere doniisttrtiliirler. Yiikselen Ostrojen seviyeleri graniilozalarin artmasini ve
dolayisiyla da folikiiliin genislemesini arttirirlar (Ross 2003).

Ovulasyondan yaklasik 24-36 saat oOnce adenohipofizden LH salgilanmasi
tetiklenir. Kandaki LH hormonu seviyesinde meydana gelen asir1 artis (pik) sonucu
graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorleri hassasiyetlerini kaybeder ve LH’a cevap olarak
daha fazla ostrojen (retemezler. Oositin birinci mayotik bélinmesi bu dalga ile
tetiklenerek durakladig1 yerden devam etmeye baslar. LH yiikselmesinden 12-24 saat kadar
sonra gerceklesen bu olay, oositin mayoz I’i tamamlayarak birinci kutup cisimcigini
olusturmas1 (maturasyonu-olgunlasmasi), sekonder oositin olugsmasi ve ovulasyonun
meydana gelmesi ile sonuglanir.

Normalde her menstural dongiide bir ovaryumdaki bir folikiil gelismesini bitirir ve i¢indeki
sekonder oositi atar. Her dongiide ovaryumlar arasinda doniisiimlii gergeklestirilen bu olay

zaman zaman, kendiliginden veya klomifen sitrat igeren ilaglar gibi dis faktorler sebebiyle
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her iki ovaryumda da ayni anda meydana gelebilir. Bu durumda eger dollenme

gerceklesirse ¢oklu gebelikler gergeklesebilir (Ross 2003).

1.1.3.3. Folikul gelismesinde etkili baz: faktorler

Dogal menstrual dongiisii olan kadinlarin folikiil sivisinda bes tip insiilin benzeri
bliytime faktorii baglayic1 protein (IGF-BP) tespit edilmistir. Bu proteinler, graniiloza
hiicreleri tarafindan sentezlenir. IGF-BP 1, folikil gelisimi esnasinda sabit kalir. IGF-BP
2,4 ve 5 atreziye ugrayan folikiillerde, IGF-BP 3 ise dominant folikillerde yiksek oranda
bulunmustur. IGF-BP’ lerin folikiil se¢imi ve atrezisinin diizenlenmesinde gonadotropin
seviyelerini etkileyerek rol aldigi diisiiniilmektedir (Tekelioglu 2002).

Folikiil gelisimi, ovulasyon ve luteal fonksiyonlar gonadotropinler araciligiyla
kontrol edilir. Fakat son zamanlarda, lokal faktorlerinde folikiil gelismesinin
diizenlenmesinde rol oynadig belirtilmistir (Tekelioglu 2002). Gonadotropinlerin endokrin
etkilerine ilaveten graniiloza hiicrelerinden salinan inhibin, aktivin, folikiilostatin de folikil
olgunlagsmasinda parakrin etki gosterir. Aktivin, FSH reseptor sayisini artirir; folikiilostatin
ise aktivinin oldugu ortamda FSH reseptorlerinin sayisin1 azaltabilir. Endojen inhibin
diizeyindeki yiikselis FSH’1 baskilar. Menstrual dongiiniin luteal fazinda LH inhibin
sentezinin artmasini saglar.

Oositlerden elde edilen birinci biiyiime farlilasma faktori 9 (GDF9)’dur.
Yoklugunda primer folikiillerin olusabildigi ancak bu asamadan sonra folikiil gelisiminin
durakladig1 ve bunun infertiliteye yol actig1 farelerde gosterilmistir.

Biitiin bunlardan baska, memelilerde folikiil gelisimini baslatan faktorelere; Wilms
tiimori baskilayict geni (WT1), retinoblastoma proteini (pRb), epidermal biiylime faktorii

(EGF), vazoaktif intestinal peptid (VIP), kit ligandlar da eklenebilir (Tekelioglu 2002).

Primordiyal Folikil Se¢ilim Mekanizmasi

Primordiyal folikiillerin dinamiklerini agiklamaya yonelik pek ¢ok model ve ¢ok
sayida soru isareti bulunmaktadir. Soru isaretlerinin asil sebebi, primordiyal folikiillerin bir
kismu biiyiitken geri kalan kisminin sabit kalmasi veya atreziye ugramasidir. En ¢ok
bilinen hipotezlerden birisi Henderson ve Edwards’in ‘production-line’ hipotezidir
(Hendersan ve Edward 1968). Bu hipoteze gore, embriyonik gonad gelisimi siiresince
mayotik duraklamaya giren ilk oositler, erigkin lireme hayatini tetikleyen ilk oositlerdir.

Oositlerin  baglangi¢  oOnciilleri  olan primordial germ hiicreleri (PGH)

ekstraembryonik ektoderme komsu proksimal epiblasttan ekstraembryonik ektodermal
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kokenli bone morphogenetic protein (BMP) 4 ve BMP8b ile ekstraembryonik endoderm
kaynakli BMP2 sinyali ile gelismeye baslamaktadir (Ying ve Zhao 2001, Ohinata ve dig.
2009). BMP4’¢ cevap olarak epiblast hicrelerinin bir kismi germ hicre 6zellikleri
kazanmaktadir. Germ hiicre kompetansinin kazanilmasi siireci interferonla uyarilan bir
transmembran proteini olan Fragilis’in germ hiicresi iizerinde sentezlenmesi ile baslar.
Fragilis sonrasinda germ hiicrelerinin son barsak (hindgut) mezenteri lzerinden gonada
yolculugu sirasinda sadece germ hiicrelerinde var olan Stella isimli genin ekspresyonunu
uyararak somatik hiicre kaderinden (somatic cell fate) kagmasi ve pluripotensinin devam
ettirilmesini saglar (Ohinata ve dig. 2009, Lange ve dig. 2003).

Primordiyal germ hiicreleri ilk olarak insanda 3 veya 4. gebelik haftalarinda vitellus
kesesinin dorsal duvarinin endoderminde yaklasik 100 kadar hiicre olarak kendilerini
gosterirler. Endodermal hiicrelerden daha biiyiik olmalari, daha az organel iceren seffaf
sitoplazmalar1 ile diger hiicrelerden ayirt edilirler (Mc ve dig. 1953). Yedinci hafta
civarinda gonadin germ hiicreleri ile kolonizasyonu tamamlanir. Germ hcreleri overin
olusumu ve devamui i¢in gereklidir, germ hiicresi veya oosit bulunmayan over dokusu kord
benzeri yapilara doniiserek dejenere olmaktadir (Merchant-Larios ve dig. 1981). Gonada
ulasan PGH daha hizli mitoz bdliinmeler gecirerek sayilari kisa siirede 6. haftada 10 bin
iken 8. haftada 600 bine, 20. haftada ise 6 milyona ulasir. Bu donemden sonra mitoz
boliinmeler azalip 28. haftada sona erer ve es zamanl baglayan atrezi 20. haftada iist
seviyeye ulasir. Bu sebeple, 20. haftadan sonra germ hiicre sayis1 azalmaya baslar,
yenidoganda 1 milyon, pubertede 300-400 bin kadar kalir. Sadece %! civar1 ovulatuvar
asamaya kadar ulasan bu hiicrelerin ¢ogu atreziye gider ve menopoz sonrast bin kadari
overlerde kalir (Oktem ve Oktay 2008).

Overyan rezerv, ovaryumdaki primordiyal folikiillerin sayis1 tarafindan belirlenir.
Sessiz primordiyal folikiiller antral folikiil asamasina ulasmadan 6nce kademeli olarak
gelisip biliylirler. Sonra bir grup antral folikiil daha fazla biiylimek i¢in gonadotropinlerin
siklik stimiilasyonunun etkisiyle baskin hale gelir. Primordiyal folikiill havuzunun
biiylimesini baglatan mekanizma/mekanizmalar halen tam olarak aydinlatilabilmis degildir.
Mutant fare modellerinde yapilan caligmalar, primordiyal folikiillerin dormant halde
kalmasimin bir takim baskilayici molekiillerin etkisi altinda kalmasindan dolay1
olabilecegini ileri stirmektedir (Celik 2016). Bu inhibitorler; Foxo3a, FoxL2, fofotaz ve
tensin homolog (pTEN), tuberous schlerosis complex (Tscl), siklin bagimli kinaz inhibitor
1B (p27kipl veya p27) ve anti-Mullerian hormondur (AMH). Kemirgenlerde pTEN, Tscl

ve Foxo3a genlerin oosit-spesifik delesyonu sonucu dormant primordiyal folikullerin toplu
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aktivasyonu belirtilmistir. Diger oosit ve somatik hiicre kaynakli bliytime faktorleri (GDF9
ve bazi BMP ailesi tiyeleri biiyiime faktorleri) de gonadotropin bagimsizdir. Bu faktorlerin
etkilesimleri, erken folikiiler fazda graniiloza hiicreleri ve teka hiicrelerinden salinan
hormon ve androjenlerle kontrol edilir. Ilging olarak, bu faktdrlerin bazilar1 dominant
folikiiliin se¢imi, prematiir liiteinizasyonun inhibisyonu ve gonadotropinlere yanit gibi
folikiiliin bilyiime asamalarinda ©nemli rollere sahiptir (Oktem ve Urman 2010).
Primordiyal folikilden primer folikil gelisimdeki en 6nemli baskilayicilardan birisi de
p27°dir (Oktem ve Urman 2010). p27, timor blyime faktorti B (TGF-B) gibi sinyallere
cevap olarak ekspre olur ve hiicre siklusunun G1 fazinda sabit kalmasindan sorumludur
(Thomas ve Pollars 2008). Biiyiime faktorlerinden mahrum kalan, GO fazinda bulunan
veya kontakt inhibisyona maruz kalan hiicrelerde p27 ekspresyonu yukselirken, hiicre
siklusuna giren hiicrelerde ise diiser (Sher ve Roberts 1999). p27°nin degradasyonu G1/S
gecisi i¢in 6nemli bir rol oynar. p27, D tip siklinler/CDK4 kompleksleriyle giiclii ve siklin
E/CDK2 kompleksiyle de zayif etkilesimlere girer. D tip siklinler ve CDK4
kompleksleriyle etkilesime girdiginde CDK4’lin katalitik aktivitesini ve boylece CDK4’{in
Rb proteinini fosforlamasini (pRb olusumunu) baskilar. Gergekten de p27, siklin D veya
pRb genleri bulunmayan farelerle yapilan bazi ¢alismalarin fenotipik sonuglari, p27 ve pRb
eksik olan farelerde hiperplazi ve tiimér olusumu gostermistir (Veinberg 1991, Sicinski ve
dig. 1995). p27 geni olmayan farelerde viicut biiyiikliigliniin artmasi, bircok organda
hiperplazi ve tiimor gelisimi, p27’nin biiylimeyi sinirlamadaki ve tiimor baskilanmasindaki
Onemine isaret etmektedir (Pagano ve dig. 1995, Besson ve dig. 2007). Deney
hayvanlarinda yapilan c¢aligmalar p27°nin, primordiyal folikiillerin oosit ve folikiil
hicrelerinde sentezlenerek, primordiyal folikulin uykuda kalmasmi sagladigin
gostermektedir. p27 geni silinmis farelerde oositin bilylimesi ve pregraniiloza hiicrelerinin
farklilanip proliferasyonu sonucu prematiir folikiil aktivasyonu gézlenmistir (Rajareddy ve
dig. 2007). Mevcut caligmalar, p27 geninin memeli ovaryum gelisiminde 6nemli bir
belirleyici oldugunu géstermektedir (Sicari ve dig. 2012). pTEN ve Tsc ile ilgili literatiirde
pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir. pTEN, fosfoinositid-bagimli kinaz-1 (PDK1) inhibisyonu
ile P70-S6 kinaz 1 (S6K1)’in fosforile halde tutulmasini saglar ve bu sayede S6KI,
ribozomal protein S6 (rpS6) ve Okaryotik baslatic1 faktor 4B’yi (elF4B) fosforilleyerek
oosit gelisimini saglayan protein translasyonu gerceklesmektedir. Daha agik bir ifadeyle,
primordiyal havuzun sonlanmamasi i¢in pTEN molekiiliiniin PDK1’1 aktive etmesi ve bu
sayede oosit gelisiminin duraklatilmas1 gerekmektedir. pTEN’in AKT yolagini

diizenlemesi ile hiicre siklusu, apoptoz, blyiume ve farklanma ile ilgili birgcok yolakta ¢ok
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kritik rollerinin oldugu bilinmektedir (Cizim 1.7). Tsc molekilu de pTEN molekdliine
benzer sekilde ayni yolagt mTORCI1 yolag: {izerinden baskilamaktadir. Bu inhibisyon
sayesinde primordiyal havuz sessizligini bozmamaktadir. pTEN ve Tscl geni silinmis
kemirgenlerle gergeklestirilen deneyler, pTEN ve Tsc delesyonlarinda primordiyal folikiil

rezervin tikendigini dogrulamaktadir (Adhikari ve Liu 2009, Adhikari ve dig. 2010).
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FOXO, p27 ve GSK FOXO. PAR-4 ve BAD TSC/mTOR' un negatif
inhibisyonuyla hicre inhibisyonuyia apoptozu regulasyonu lle buyume
siklusu kontrolu engeller ve farklanma saglamr

izim 1.7. PTEN/fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K) sinyal yolagi. Keniry ve Parsons (2008)’dan alinmstir.
yal'yolag y

AMH, ovaryumda gelisen folikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenir ve
primordiyal folikilden primer folikiile gelisim evresinde primordiyal folikiil havuzunu
korumada gorev alir. AMH seviyesi kii¢iik antral folikiil sayisiyla orantili olarak serumda
belirlenebilir. Kadinlarda AMH seviyesi yasa ve post-menopozal evreye bagli olarak
diiser. Prematiir overyan yetmezlige sahip olan kadinlarda ise antral folikiil sayisinin
yokluguna bagli olarak Ol¢lilemeyecek kadar diislis gosterir.  AMH seviyesi son
zamanlarda ovaryan folikil havuzunu gosteren bir belirte¢ olarak Klinik alanlarda da
kullanilmaktadir (La Marca 2010).

1.1.3.4. Oogenezis

a Dogum oncesi (prenatal) Olgunlagma
Primordiyal germ hiicreleri, genetik olarak disi olan gonadlara varir varmaz
oogonyumlara farklasirlar. Pespese gecirdikleri mitoz boliinmelerle sayilar1 artan

oogonyumlar 3. ayin sonunda kiimeler halinde dizilerek yass1 epitel hiicreleriyle
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cevrelenirler. Bir kiime i¢inde bulunan oogonyumlarin hepsi biiyiik olasilikla tek bir
primitif tireme hiicresinden gelisir (Sadler 2005).

Oogonyumlarin ¢ogunlugu mitoz boliinmelere devam ederken, bir kismi
boliinmesini I. mayoz boliinmenin profaz safhasinda durdurarak primer oositlere
farklanirlar. Bundan sonraki birka¢ ay i¢inde oogonyumlar hizla sayilarini arttirir ve
gelisimin 5. ayinda ovaryum ig¢indeki iireme hiicrelerinin sayis1 yaklasik 7 milyona ulasir.
Bu sirada hiicre 6liimii baslar ve oldukga fazla sayida oogonyum ve primer oosit atretik
hale gelir. 7. ayda yiizeye yakin bulunanlar disinda oogonyumlarin ¢ogu dejenere olur.
Geriye kalan primer oositlerin timda, birinci mayoz boltinmenin profaz evresine girerler ve
her biri ayr1 ayr tek katli yassi epitel hiicrelerinden olusmus bir katmanla cevrelenir.
Primer oosit, etrafindaki yassi epitel hiicreleriyle birlikte primordial folikiil olarak
adlandirilir. Primordiyal folikiil acik¢a belirgin bir bazal lamina ile ¢evre dokudan
ayrilmistir (Moore ve Persaud 2009).

b. Dogum sonrasi (Postnatal) Olgunlasma

Doguma yakin evrede primer oositlerin hepsi birinci mayoz boliinmenin profaz
sathasinin diploten donemindedir ve dinlenme halinde kalirlar. Primer oositlerin bu
durumu puberteye kadar devam eder. Bu siiregte, oositin olgunlagmasi folikiil hiicreleri
tarafindan salgilanan oosit olgunlagsmasini baskilayan madde (OMI) tarafindan baskilanir.
Dogumda ovaryumlardaki primer oosit miktar1 yaklasik 700.000 ile 2 milyon arasinda
degisir.

Puberteye kadar primer oositlerin biiyiik bir ¢ogunlugu atreziye ugrar. Puberte
baslangicinda bu say1 azalarak 300-400.000° e kadar diiser. Bir kadinin iireme siirecinde
bunlarin 450-500 kadar1 ovulasyon ile birlikte atilir. Digerleri atreziye ugrar. Oositlerin bir
kism1 olgunlasmadan 40 yildan daha uzun bir zaman birinci mayoz bdliinmenin profaz
sathasinda bekler.

Puberteye gelindiginde ovaryumlar artik primordiyal folikiillerden beslenen bir
folikiil havuzuna sahip olmuslardir (Gartner ve Hiatt 2007).

1.1.3.5. Ovulasyon

Menstriial dongiinlin 14. giliniinde graniiloza ve teka hiicreleri tarafindan salinan
ostrojen ile birlikte kandaki Ostrojen diizeyi artar. Bu yuzden hipofiz bezinin 6n lobundan
FSH salinimi baskilanirken, LH salinimi artar. Kan LH diizeylerindeki artigtan sonra
ovaryumun kan akiminda artig goriliir ve kapiller ve postkapiller veniillerden plazma
proteinleri sizarak 6deme neden olurlar. Lokal olarak, prostaglandinler, histamin,

vazopressin ve kolajenaz salinir. Graniiloza hiicreleri daha fazla miktarda hiyaluronik asit
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Uretir ve gevsemis bir hal alirlar. Folikiil duvarmin kiigiik bir boliimti, tunika albugineadaki
kollajen yikimi, iskemi ve bazi hiicrelerin 6liimii nedeniyle zayiflar. Folikiiler sivi
basincindaki yiikselis ve biiylik olasilikla diiz kas hiicrelerinin kasilmasiyla birlikte bu
zayiflama, folikiil dis duvarinin yirtilmasina ve dolayisiyla ovulasyona neden olur.
Ovulasyonun yakin zamanda gercekleseceginin bir gostergesi, folikiil ylizeyinde stigmanin
belirmesidir; bu kan akimimin durmasi sonucu folikiil duvarin renk ve saydamliginda
olusan bolgesel degisikliktir (Gartner ve Hiatt 2007, Junqueria ve Carneiro 2009).

Birinci mayoz boliinme ovulasyonun hemen oncesinde tamamlanir. Kromozomlar
yavru hiicreler arasinda esit olarak bdliiniir, ancak sekonder oositlerden biri sitoplazmanin
neredeyse tamamini alirken digeri birinci kutup cismi haline gelir. Birinci kutup cismi,
cekirdek ile birlikte ¢cok az miktarda sitoplazma barindiran ¢ok kii¢iik bir hiicredir. Birinci
kutup cismi atildiktan sonra, oositin ¢ekirdegi ikinci mayoz boliinmeye baslar; bu bélinme
metafaz safhasina geldiginde durur (Junqueria ve Carneiro 2009).

Folikiil duvarinin yirtilmasiyla, oosit ve birinci kutup cismi, zona pellusida, korona
radiyata ve bir miktar folikiil sivisiyla beraber ovaryumdan periton bosluguna atilir. Tuba
uterinanin ucundaki fimbriyalarin haraketi sayesinde oosit tuba uterinanin igerisine ¢ekilir

(Gartner ve Hiatt 2007, Junqueria ve Carneiro 2009).
1.1.3.6. Korpus luteum (KL)

Ovulasyondan sonra yirtilan tersiyer folikiiliin duvarinda geride kalan graniiloza ve
teka interna hiicreleri hayatlarmi etraflarinda bulunan damarlar sayesinde stirdiirtirler.
Graaf folikiiliin ovulasyon sonrasi i¢ basinci diiser (Giirgen 2009). Folikiil sivisinin
bosalmasi ile folikiil duvart kivrintilt bir sekil alir. Folikiil bosluguna dogru biraz kanama
gerceklesir, bu kan burada pihtilagir. Bu yapiya korpus hemorajikum adi verilir. Graniiloza
ve teka interna hiicreleri yapisal olarak degisiklige ugrarlar. LH hormonunun etkisiyle
birlikte hiicrelerin sitoplazmalarinda sarimsi renkte bir pigment birikmeye baglar. Bu
hiicreler biiyiirler ve graniiloza lutein ve teka liitein hiicrelerine doniisiirler. Graniiloza
lutein hiicreleri yaklasik olarak 30 pm capinda ve steroid salgilayan hiicrelerin yapisal
ozelliklerini gosterirler. Teka lutein hiicreleri ise 15 um capinda olup, daha koyu renkte
boyanan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin meydana getirdigi gegici endokrin bez yapisina “korpus
luteum” (sar1 cisim) adi verilir. Bu yapt ovaryumun korteks boliimiinde bulunur,
progesteron ve Ostrojen hormonu salgilarlar. Bu hormonlarin etkisiyle, uterus mukozast
embriyonun implante olabilmesine uygun duruma gelerek sekretuar ya da progestasyonel

evreye giris saglanir (Junqueria ve Carneiro 2009, Giirgen 2009).
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2.1.3.7. Tuba uterina

Tuba uterina fertilizasyonun gerceklestigi ve zigotun ilk bdoliinmelere bagladigi,
yaklastk 12 cm uzunlugunda ve oldukca hareketli kaslardan olusan bir kanaldir.
Infundibulum olarak adlandirilan ug¢ kismi periton bosluguna agilir ve fimbriya adinda ¢ok
sayida parmaksi uzantilardan olusan bir yapilanma gosterir; intramural boliimii ise uterus
duvarini gegerek uterusun i¢ bosluguna dogru acilir.

Tuba uterinanin duvar1 3 kisimdan olusur: 1) lamina propria ile desteklenen
mukoza, 2) kas tabakasi, 3) seroza tabakasi.

Mukoza, en c¢ok ampulla boliimiinde olmak iizere uzunlamasina kivrimlar
bulundurur. Intramural boliimde kivrintilar azalarak liimene dogru uzanan kiigiik ¢ikintilara
dontisiir ve i¢ yiizeyi hemen hemen piiriizsiiz bir hal alir. Mukoza tek katli silindirik epitel
ve gevsek bag dokusundan olusan bir lamina propriadan meydana gelir. Epitel iki tipte
hiicre igerir. Bunlardan birinde titrek tiiyler bulunurken, digeri salg1 yapici 6zellikte tliyler
yer alir. Titrek tiiyler uterusa dogru hareketi saglayarak tuba uterinanin yiizeyini drten ince
stv1 tabakanin hareketini saglamaya yardimci olur.

Ovulasyon sirasinda tuba uterina aktif olarak hareket eder. Cok sayida fimbriyadan
olusan sagakli goriinimdeki u¢ ovaryumun ylizeyine dogru yakinlagir. Bu ovaryumdan
serbest birakilan oositin tuba uterinaya aktarilmasini kolaylastirir. Oosit, kaslarin kasilmasi
ve silyali hiicrelerin hareketleriyle desteklenerek tuba uterinanin infundibulumundan igeri
girer. Tuba epitelinin salgist oosit i¢in besleyici ve koruyucu bir role sahiptir. Dollenme
gerceklesmedigi takdirde, oosit yaklasik 24 saat kadar canli kalir.

Déllenme genellikle tuba uterinanin ampulla boliimiinde gergeklesir ve dollenmeyle
birlikte diploid kromozom sayisina ulasilir. Bu asama sonrasinda zigot adin1 alan déllenmis
oositte hiicre bolinmeleri baglar. Zigot yaklagik 5 giin kadar devam eden bir yolculuk ile
uterusa tasinir. Tuba uterinanin mukozasini orten ince sivi tabakasinin kasilmalari, oositin
ya da zigotun uterusa dogru taginmasina yardimci olur (Ross 2003, Kierszenbaum 2006,
Junqueira ve Carneiro 2009).

1.1.3.8. Uterus

Uterus armut seklinde bir organdir ve bir govde (korpus), asagida uterus
boslugunun daraldigr kisim i¢ agiz (internal os) ile i¢ agizdan asagiya dogru uzanan
silindirik bir yapr olan serviksten meydana gelir. Uterus govdesinin kubbe seklindeki
kismina fundus adi verilir.

Korpus duvar1 3 tabakalidir: 1) endometriyum, 2) miyometriyum, 3) adventisya

Veya seroza.
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Endometriyum; Epitel ile basit tibller bezler bulunduran lamina propriadan

meydana gelir. Bezler miyometriyuma yakin alt kisimlarda bazen dallanmalar gosterir.
Epitel tipi tek kath silyali ve salgilayici silindirik epiteldir. Uterus bezlerinin epitelleri
ylizey epiteline benzer olsalar da, bezlerde silyali hiicreler ¢cok az ya da yoktur.
Endometriyum islevsel olarak iki tabakadan meydana gelir; 1) menstruasyon esnasinda
dokiilen yiizeysel olan fonksiyonel tabaka ve 2) menstruasyon esnasinda dokiilmeyen ve
menstruasyondan sonra yenilenecek olan fonksiyonel tabakaya kaynak olusturan bazal
tabaka. Fonksiyonel tabakanin mikroskopik 6zellikleri, menstrual siklusun evrelerine gore
degisgenlik gosterir. Menstrual siklus yaklasik olarak 28 giin civari siirer. Menstrual siklus
birbirini takip eden ii¢ evreden olusur; ilk olarak siklusun baslangici olan menstrual evre 4-
5 gin strerken sonraki evre olan proliferasyon evresi yaklasik 9 giin devam eder. Bu evre
esnasinda ovaryumda olgunlasan folikiillerden salinan Gstrojenin uyarici etkisiyle
endometriyumun kalinliginda artis gergeklesir. Hem epitelde hem de lamina propriadaki
hiicrelerde mitoz boliinmeler goriliir. Uglincii olarak; ovulasyonun gerceklestigi 14. giiden
sonra endometriyum yaklasik 13 giin devam edecek olan sekresyon ya da progestasyonel
evreye girer. Bu evrede endometriyal bezler salgilama islevlerini gerceklestirmeye baslar.
Tiibliler bezlerin dig kisimlar1 diizensizlesmeye ve kivrilmaya, doseyici epitelde ise
glikojen birikimi baglar. Bez liimenini glikojen ve glikoproteinden zengin bir salgi kaplar.
Sekresyon evresi korpus luteumda tiretilen progesteron ve ostrojen hormonlarinin kontrolii
altindadir.

Menstrual siklusun sonunda korpus luteumun gerilemesine bagli olarak kandaki
steroid hormonlarin seviyelerinin azalmasi iskemik evrenin baslamasina neden olur ve
yaklasik 1 giin siirer. Gebelik olmugsa, endometriyum lamina propriyasindaki stromal
hlcreler blylyerek artan progesteron dizeyine cevap olarak lipid ve glikojen depolar. Bu
endometriyal degisimlere desidual reaksiyon adi verilir. Ciinkii; endometriyumun
fonksiyonel tabakas1 dogum esnasinda desidua olarak dokiiliir.

Miyometriyum; Bag dokusu ile ayrilmis diiz kas demetlerinin olusturdugu uterusun

en kalin tabakasidir. Diiz kas demetlerini sinirlar1 agik¢a belirlenemeyen dort tabaka
olusturur. Gebelik sirasinda miyometriyum hem hiperplazi (diiz kas hiicre sayisinin artis)
hem de hipertrofi (hiicre boyutlarinin artis1) sonucu biiyiir. Gebelik sirasinda uterusun
kollajen igerigi onemli miktarda artar. Gebelik sonrasinda bazi diiz kas hiicrelerinde
bozulmalar meydana gelir, bazilarinin boyutlart kiigiiliir ve kollajenaz enziminin etkisiyle
yikilir. Bu sayede uterusun boyutlar1 gebelik 6ncesindeki boyutlarina yakin dlciilere iner

(Ross 2003, Kierszenbaum 2006, Junqueira ve Carneiro 2009).
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1.1.3.9. Serviks uteri

Serviks, uterusun altindaki silindirik boliimdiir ve histolojik olarak uterusun geri
kalan boliimiinden daha farklidir. Yiizeyinde mukus salgisi1 yapan tek katl silindirik epitel
vardir. Serviks az sayida diiz kas lifi icerir ve temel olarak siki bag dokusundan (%85)
meydana gelir. Vajina liimenine dogru ¢ikinti yapmis olan serviksin dig bolimii ise ¢ok
katli yasst epitel ile doselidir.

Serviks mukozasi oldukc¢a fazla dallanmis, miikéz servikal bezler bulundurur. Bu
mukoza menstruasyon esnasinda dokiilmez. Serviksteki salgilar oositin ddllenmesinde
Oonemli bir gorev alirlar. Ovulasyon esnasinda miikoz salgilar sulanir ve spermin uterusa
girmesine yardimci olurlar. Luteal fazda ya da gebelikte, progesteron seviyeleri miikoz
salgilar1 degistirerek daha visk6z bir hal almasina sebep olur ve mikroorganizmalarin
gecisi engellenmis olur. Dogumdan 6nce servikste goriilen genisleme ise kollajenin yogun
bir bigimde par¢alanmasina ve bunun neden oldugu yumusamaya baglidir (Ross 2003,
Kierszenbaum 2006, Junqueira ve Carneiro 2009).
1.1.3.10. Vajina

Vajina duvar bezleri icermez ve U¢ tabakadan meydana gelir; mukoza, miuskuler
tabaka ve adventisya. Vajinanin llimeninde yer alan mukus, uterus boynundaki bezlerden
salgilanir.

Erigkin bir kadinda vajina mukozasinin epiteli ¢ok katli yassi epitelden olusur.
Hiicreleri az miktarda keratohiyalin bulundurabilir. Bununla beraber klasik keratinlesmis
epitellerde oldugu gibi, hiicrelerin keratin plaklarina doniismesi ile izlenen yogun
keratinizasyon burada goriilmez. Ostrojen uyarimu ile vajina epiteli blyik oranda glikojen
sentezleyip biriktirir. Vajinal hicrelerin dokilmesi ile bu glikojen vajina limeninde birikir.
Vajinadaki bakteriler glikojeni doniistiirerek vajinanin genelde diisiik olan pH’sim
saglayan laktik asidi meydana getirir. Vajinadaki asidik ortam bazi patojenlere karsi
koruyucu bir etki saglamis olur.

Vajina mukozasinin lamina propriyasi elastik liflerden olduk¢a zengin gevsek bag
dokusundan meydana gelmistir. Vajina mukozasinda duyusal sinir sonlanmalari hemen
hemen hi¢ bulunmaz, bulunan birkag¢ ¢iplak sinir sonlanmasi ise bilylik olasilikla agri
duyusunu algilayan sinir liflerine aittir.

Vajinanin kas tabakasi temel olarak longitudinal seyreden diiz kas lifi
demetlerinden meydana gelmektedir. Ozellikle en i¢ alanda sirkiler diiz kas lifi demetleri
de gorulmektedir.

20



Miiskiiler tabakanin dis boliimiindeki kalin elastik liflerden zengin siki bag dokusu ortiisii
olan adventisya, vajinay1 ¢evredeki dokularla birlestirir. Vajinanin oldukca elastik olusu
vajina duvarindaki bag dokusu i¢inde elastik liflerin fazla miktarda bulunmasina baglidir.
Bu bag dokusunda yaygin bir venodz pleksus, sinir demetleri ve sinir hiicresi gruplari izlenir

(Ross 2003, Kierszenbaum 2006, Junqueira ve Carneiro 2009).
1.2. infertilite

Infertilite genel anlamda saglikli popiilasyona gére daha az gebe kalabilme yetenegi
olarak tanimlanirken 6zgiin anlamda bir ¢iftin korunmasiz 1 yil cinsel iliskiye ragmen
gebelik elde edememeleri seklinde tanimlanir. Ciftlerin yaklasik olarak %10-15’1 infertilite
tanis1 almaktadir. Fekundabilite ise belli zaman diliminde bir toplulukta gorilen

konsepsiyon oranidir. Normal fertil ¢iftlerde ise aylik konsepsiyon oran1 %20°dir.

Infertilitenin en sik nedenleri tubal-peritoneal patoloji (%30-40), anovulasyon
(%15) ve erkek faktoridir (%30-40). Geri kalan bolimu ise agiklanamayan infertilite

grubunu olusturmaktadir (Moody ve dig. 2004).

1.2.1. infertilitede Tam1 Yontemleri

Infertil ciftlerin degerlendirilmesinde amag; infertiliteye sebep olan faktorleri
belirlemek, prognoz hakkinda bilgi vermek, arastirma sirasinda danigmanlik, destek ve
egitim saglamaktir. Degerlendirmede ilk adim anamnez ve fizik muayenedir. Sonrasinda,
erkekte ve kadinda ayr1 ayr1 olmak tizere laboratuvar bulgular1 degerlendirilir (Kizilkaya
2009, Kavlak 2002). Erkeklerde yapilan degerlendirme testleri; semen analizi
(spermiyogram), sperm fonksiyon testleri, sperm canlilik testleri, immiinolojik
degerlendirmeye dayali testler (antisperm antikorlari-asa), radyolojik degerlendirme ve
testis biyopsisidir (Bak. Cizim 1.8). Kadinlarda yapilan degerlendirme testleri ise
ovulasyon faktorli infertilitenin arastirilmasi1 (FSH, LH olmak {izere, progesteron, dstradiol
(E2) ve tiroid uyarict hormon (TSH)’in serum konsantrasyonlarmin belirlenerek
degerlendirilmesi), ovulasyonun belirlenmesi (bazal viicut 1sisi, LH 06l¢iimii, midluteal
progesteronun belirlenmesi), servikal faktorlere dair infertilitenin arastirilmasi, yapisal
faktorlerin arastirilarak degerlendirilmesi (Histerosalpingografi (HSG), Histeroskopi,
Endometriyal Biyopsi (EMB) ve tanisal laparoskopidir (Kayik¢1 ve dig. 2002, Kizilkaya
2009).

21



Bir y1l veya daha

uzun sireli infertilize

¥

Baslangig
degerlendirmesi
Hasta dvkisi
Fizik muayene

.
[DMircisie HSG Eumanal HS{ veya Aol
adctlcn Tk voya gall ooy lowmdon i - histcrcskogps scuc aaliei
Testlore ghre tarafly tuba - llasta Gykiisd LCodomc triyum
ovulasyon nkamklig Fimk kavitesinin
vok muayens yapesal
- Dhulasyon ancrmallig
testler
HS(s
¥ ¥ ¥ ¥
Oniilasyon Tuba Medeni Uterus Erkek
voklugu fakuiri agiklanamayan faktbrii ‘ faktori ‘
infertilite
endometnyozis
+* + -

Danismanhk ve psikolojk destek
Birden gok faktir varsa es samanh olarak arasiinlor ve tedava edilar

Gizim 1.8. Infertilite tan1 ve tedavi algoritmasi: HSG, histerosalpengografi. Jonahten (2011)’den ahnmustir.

Kadinda yapilan degerlendirme testleri

Fertilzasyon icin, hipotalamus, hipofiz, overler, tuba uterina, uterus, serviks ve
vajina dahil biitiin lireme sisteminin fonksiyonel ve yapisal olarak saglikli durumda olmasi

gerekmektedir.

1.2.2. Overlere iliskin faktorler
1.2.2.1. Ovulasyon bozukluklari:

Ovulasyon asamasindaki bozukluklar biitiin fertilite sorunlarinin %30-40’1m1
olusturur. Bu asamadaki bozukluklar kadina ait infertilitenin en kolay tan1 konan ve en iyi
tedavi edilebilen hastaliklaridir. Luteal faz disfonksiyonu, anovulasyon ve amonere
ovllasyon bozukluklari arasinda yer alir. Anovulasyon luteal fazin ortasinda serum
progesteron konsantrasyonunun 30 nmol/L seviyesinin altinda olmas1 ya da siklus boyunca
gelisen bir folikiiliin olmamasi durumudur. Infertil ¢iftler degerlendirilirken ilk olarak

ovulasyonun varlig1 belirlenir (Kizilkaya 2009, Speroff 2007 ).
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1.2.2.2. Over ve hipotalamo- hipofizer infertilite nedenleri:

Overlerde olusan bir patoloji infertiliteye sebep olabilecegi gibi, overleri kontrol
eden Ust mekanizmalarda meydana gelen bir patoloji de infertilite sebebi olabilmektedir
(Kavlak 2002).

1.2.2.3. Hipergonadotropik amenore:

Nadiren de olsa, timorler yuksek oranda gonadotropin Uretebilirler ve bu durum
genellikle akciger kanseri ile iliskilidir. Overler normal goriiniimli folikiilleri barindirir
fakat gelismekte olan folikiil hiicreleri lenfosit ve plazma hiicrelerinin infiltrasyonu ile

cevrelenmistir (Boyar 2013).
1.2.2.4. Hipogonadotropik amenore:

Bazi infiltratif hastaliklar veya tiimorler GnRH salgilanmasini diislirlip amenoreye

sebebiyet verebilir (Boyar 2013).
1.2.2.5. Hiperprolaktinemi:

Hiperprolaktinemi overyal disfonksiyona sebep olabilmektedir. Prolaktin artisi ile
baglantili olan amenore GnRH’nin pulsatil salgilanmasinin  inhibisyonundan
kaynaklanmaktadir. Prolaktinomalar en fazla goriilen hipofiz timorleridir ve genellikle
hiperprolaktinemiye sebep olurlar. Prolaktin kaynakli olan infertilitede genellikle
galaktore, amonere, oligomenore, luteal yetmezlik ve folikuler disfonksiyon gérilmektedir.
Prolaktin seviyesini arttiran diger durumlar, gebelik ve emzirme esnasinda goriilen
fizyolojik artig, stres veya ilag kullanimi olabilir (Boyar 2013, Barin ve ve dig. 2015,
Beksac 2006).

1.2.2.6. Hipotiroidizm:

Menstriiel diizensizlikler ve kanama sorunlarina hipotiroidili kadinlarda ¢ok sik
rastlanir. Hipotiroidizm, TSH’ye bagli prolaktin seviyesindeki yiikselislere veya

amenoreye sebep olabilir (Boyar 2013, Beksag ve dig. 2006).
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1.2.2.7. Hipertiroidizm:

Hipertiroidizmde 6stradiol serum diizeyleri yiikselebilir. Siklus ortas1 LH ve FSH
pikleri diisebilir veya hi¢ olmayabilir. Tirotoksikozun tedavi edilmesi ile menstruel

fonksiyon ve fertilite genellikle normale doner (Durmazoglu 2015, Beksac ve dig. 2006).
1.2.2.8. Polikistik over sendromu (PCOS)

Polikistik over sendromu iireme c¢agindaki kadinlari etkileyebilmektedir. Kronik
anovulasyon ve hiperandrojenizm ile karakterize olmustur. Diizensiz menstruel kanamalara
ve anovulasyona neden olarak infertiliteye sebep olmaktadir. Hipotalamik dizeyde
Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) ve dolayisiyla hipofizer gonadotropinlerin
(FSH, LH) salgilanmasinda bir bozukluk sonucu ortaya ¢iktigi bilinmektedir. PCOS’lu
kadinlarin %30-40’mnda LH seviyesi artig gosterir. Artmig LH sekresyonu insilin
rezistansi, artis gosteren blylme faktorleri, ovaryan steroidogenezde blok, overyan ve
adrenal androjen sekresyonunda disregiilasyon gibi nedenlerle androjen seviyesindeki
yiikselis folikiiler arrest ve anoviilasyona sebep olabilmektedir. Diger tibbi klinik
durumlarin disarida tutulmas: ve asagidaki bulgulardan ikisinin varliinda PCOS tanisi

konur:

» Oligoamenore veya amenore belirtileri
» Hiperandrojenemi
» Hiperandrojenizm
» USG ile saptanan polikistik overler
(Jonathen 2011, Baran 2009, Kizilkaya 2009, Beksag ve dig. 2006).

1.2.2.9. Hipertekozis: Over stromasini kaplayan teka hiicrelerinin hiperplazisi
sonucunda olugmaktadir. Overler normal boyutlarda veya biiylimiis olabilir. Kitleler en
fazla 7cm ¢apina ulasabilir. PCOS’un daha hizli ve ciddi seyreden, tedaviye oldukc¢a direng
gosteren bir formudur (Ulusoy 2005, Kizilkaya 2009, Beksag ve dig. 2006).

1.2.2.10. Luteal disfonksiyon: Yetersiz bir luteal faz, korpus luteum tarafindan
progesteron salgilanmasindaki yetersizliklerden kaynaklanir. Serum progesteron
seviyeleriyle luteal faz anormallikleri arasinda baglanti oldugu diisiiniilmektedir. infertil

kadinlarin yalnizca %3- 4’linde luteal faz yetmezligi bulunur (Jonathen 2011, Kizilkaya
2009).
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1.2.2.11. Servikse iliskin faktorler: Servikal faktorler; serviksin yapisal
anomalileri, servisit ve servikal mukus anormalliklerini kapsamaktadir. Servikal stenoz
konizasyon sonrasinda meydana gelen skar dokusu, dort ve iizerinde yapilan mekanik
dilatasyon (abortus, dilatasyon & kiiretaj, uterusun bosalmasi vb.) ya da yogun lazer
kullanilmas: gibi durumlarda infertiliteye sebebiyet verebilmektedir. Stenoz, endoservikal
epitelin yapisal bozukluguna neden olur bu da servikal mukusun bozulmasma sebep
olmaktadir. Enfeksiyon ya da kronik servisit servikal mukusun 6zelligini yitirmesine neden
olarak infertilite sorunlarin1 ortaya ¢ikartabilir. Servikal mukusun pH’indaki, kalitesindeki
veya yogunlugundaki degisimler mukusun fizyolojik islevine engel olabilir (Ugur 2014,

Kizilkaya 2009).

1.2.2.12. Uterusa iliskin faktorler: Infertil ciftlerin neredeyse yarisinda bu faktor
belirlenmektedir. Anatomik uterin faktorler, konjenital anomaliler, adenomlar,
endometriyal yaralanmalar ve submukoz fibroidleri kapsamaktadir. Uterin faktorler
gebelik olusumunu diisiik oranda da olsa etkilemesine ragmen olusmus gebeliklerin %25°1
kaybedilmektedir. Bu durumda unutulmus RIA’lar ve mukoza lezyonlari, ¢ok sik
goriilmese de iireme yetersizligine neden olabilir. Endometriyumun, implantasyondan
luteal faza ve olgun desiduaya ilerlemesinde olusan en kii¢lik defektler bile infertiliteye
sebep olabilmektedir. Biitiin bunlarin diginda uterus agenezisi ve hipoplazisi gibi bazi
uterus anomalilerinde de gebelik sans1 yoktur. YUT ile birlikte fertilizasyon saglanabilir

(Jonathen 2011, Kizilkaya 2009, Beksag ve dig. 2006).

1.2.2.13. Endometriyozis: Endometriyozis, endometriyum stromasinin ektopik
olarak bulunmasi seklinde tanimlanan ve pelvik agri ile infertilitenin birlikte bulundugu bir
hastaliktir. Endometriyozisli olgularda genellikle potansiyel faktorler; bozulmus
folikiilogenez, azalmis fertilizasyon, immunolojik faktorler (Antiendometrial antikorlar,
antiover antikorlari, antiniikleer ve lupus antikoagiilasyon antikorlar), implantasyon
defektleri, mekanik faktorler (over kapsiiliindeki fibrozdan dolay1 oositin atilamamasi,
tubal obstriiksiyon gibi), intraperitonal inflamatuvar yanit ve endokrin anormalliklerdir.
Endometriyozisi olan kadinlarin yaklasik olarak yarisinin ¢ocuk sahibi olabilmeleri i¢in
tedavi edilmeleri gerekir. Infertilite sebebi ile basvuran kadinlarin yaklasik olarak
%25’inde endometriyozis belirlenmektedir (Hassa 2004, Kizilkaya 2009, Speroff ve Fritz
2007, Beksag ve dig. 2006).
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1.2.2.14. Tubal faktorler: infertilite nedenlerinden %25-30’unu tubal faktdrler
olusturmaktadir. Tiiplerin kismen ya da tamamen tikali olmasi sperm ile yumurtanin
bulusmasina engel olarak fertilizasyonu imkansiz hale getirir. Tubal faktorlerin sebep
oldugu infertilite cerrahi olarak tedavi edilebilir. Tubal cerrahinin basaris1 tuba
cevresindeki adhezyon formasyonunun Olgiisiine, fallop tiipliniin fimbria uclarinin
durumuna ve limeninin hangi oranda hasar gordiigiine baglidir. Hasar goéren tiipiin
fizyolojik fonksiyonu geri dondiiriilemez bir sekilde degismis olur. Uterin kavite ile iliskisi
devam eden hidrosalpinks varliginda IVF ile elde edilen gebelik ve canli dogum oranlari
azalmaktadir (Demirol ve dig. 2006, Kizilkaya 2009, Speroff ve Fritz 2007, Beksag ve dig.
2006).

1.2.2.15. Peritoneal faktorler: Bu faktorler, abdominal kavitenin peritoneal
ylizeyindeki bir anomali veya endometriyozis sebebiyle ovulasyon esnasinda oositin
overden tubal ostiuma taginmasini engel olan durumlarda ortaya ¢ikar. Genellikle travma
(ameliyat, pelvik yaralanmalar) ve kronik inflamasyon (enfekte kirtajlar, riptire apandisit,
mezenterik lenfadenit, gonore, PID) sonucu ortaya c¢ikan peritubal ve paratubal
yapisikliklart  kapsar. Peritoneal faktorler infertilitenin yaklagik olarak %20’sini
olusturmaktadir. Peritoneal faktorlerin belirlenmesinde laparaskopi standart uygulamadir

(Jonathen 2011, Kizilkaya 2009, Beksag ve dig. 2006).

1.2.2.16. Vulva ve vajinaya ait faktorler: Vulva ve vajinada olusan bir anatomik
bozukluk koitusa engel olmaktadir. Bunlar imperfore himen, vajinada enine veya boyuna
septum varligi, parsiyel veya total vajina yoklugu gibi durumlardir. Bu durumlarda
koitusun yani dolayisiyla spermlerin vajinaya gegisi Onlenmektedir. Disparoni tam
olmayan veya nadir olan cinsel iligkiye sebep oldugundan infertilite nedeni sayilabilir.
Ayrica vajinismus da bir infertilite nedeni olarak sayilabilmektedir. Bazen normal koitus
olsa ve spermler vajina arka forniksine ulagsa bile vajinanin spermler lizerine negatif etkisi
olabilir. Bazi kisilerde vajina asididitesi yuksek oranda veya bu asidideyi notrolize eden
servikal mukus yetersiz oranda olabilmektedir. Ortaya ¢ikan asit ortamin, arka forniksde

biriken spermlerin tizerine 6ldiiriicii etkisi vardir (Kavlak 2002).

1.2.3. Ovulasyon faktorlii infertilitenin arastirilmasi
Ovulasyon ile ilgili bozukluklar1 disarida birakabilmek i¢in ovulasyonun varligi
dogrulanmalidir. Siklus ortas1 agri, premenstrual semptomlarin goriilmesi ve dismenore ile

birlikte diizenli menstriial siklusu olan kadinlarin bir¢ogunda menstrual siklusun 14.
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giiniinde ovulasyon gerceklesir. Ayrica oositlerin azalmasi ya da tiikkenmesi ve prematiir
overyan yetmezligin ortadan kaldirilmasi amaciyla over rezervi degerlendirilmelidir.
Anormal over fonksiyonu; HPA eksenindeki duzensizlikle ya da primer over
disfonksiyonu ile iligkili olabilmektedir. Bu yiizden bu eksenin degerlendirilmesi gerekir.
Anamnez ve fizik muayene sonrasi endokrinolojik degerlendirme yapilarak FSH, LH,

progesteron, E2 ve TSH’1n serum konsantrasyonlar1 degerlendirilir (Kizilkaya 2009).

Ovulasyonun belirlenmesi/dogrulanmasi; Bu degerlendirmede kullanilan
yontemler ovulasyonun tahmin edilmesine ya da saptanmasina olanak saglar. Ovulasyonun
degerlendirilmesi i¢in kullanilan testler indirekt ve direkt olarak ayrilir. Direkt testler
(USG, Laparoskopi) genellikle pahali ve invaziv teknikler olmalar1 sebebi ile ovulasyonun
dogrulanmasinda oncelikli olarak tercih edilmeyebilirler. Indirekt testlerle (bazal viicut
1s1s1, kan, idrar ya da tiikriikkte LH 6l¢timii, midluteal progesteron tayini vb.) ovulasyonun

varlig1 tespit edilebilmektedir (Kizilkaya 2009).

1.2.3.1. Bazal viicut 1sist (Basal body temparature-BBT):

Bazal viicut 1s1s1, dinlenme halindeki viicut 1s1s1 olarak tanimlanabilir. Ovulasyonun
gerceklesip gergeklesmedigini, ovulasyon zamanini belirten basit, ucuz ve klasik bir 6lgim
yontemidir. Kadinin viicut 1sismnin her giin sabah uyaninca ve herhangi bir aktivitede
bulunmadan énce oral yolla dlguliip kaydedilmesi ile bir grafik meydana getirilir. Olgiime
siklusun ilk giiniinde baslanip, T{i¢ siklus siliresince devam edilip sonrasinda
degerlendirilmelidir. Ovulasyondan sonra olusan korpus luteum tarafindan salgilanan
progesteronun 1s1 lizerinde etkisi vardir. Viicut 1sisinin ylikselmeye baglamasi, progesteron
konsantrasyonu S5ng/ml’nin {izerine ¢iktigim1 gosterir. Progesteronun salgilanmasi
menstriiel sikliisiin folikiiler faz1 esnasinda, bazal viicut 1sisinda yaklasik 1,7 °C artisa
sebep olur. Progesterondaki artis ovulasyondan iki giin 6nce ya da bir giin sonraki herhangi
bir zamanda ortaya ¢ikabileceginden, viicut 1sisindaki yiikselme ovulasyon zamanini kesin
olarak belirlememekte fakat ovulasyonun gerceklestigini dogrulamaktadir. Normal bir
luteal faz en azindan 10 giin viicut 1s1sin1n artisi ile karakterizedir. Ovulasyonun ardindan
viicut 1sisinda 10-11 giinden daha kisa siliren yiikselis luteal faz bozuklugunu
diisiindiirebilir. Ancak hastalik, stres, enfeksiyon, uykusuzluk gibi faktorler de viicut 1s1s1m
arttirabileceginden, bu durumlarin varligi mutlaka degerlendirilmelidir. Ciftlere BBT
sonucuna gore beklenen ovulasyondan 3-4 gun 6nce ve 2 giin sonraki suregte 36- 48 saatte
bir cinsel iligki 6nerilebilir (Speroff ve Fritz 2007, Jonathen 2011, Kizilkaya 2009, Aktas

2007).
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1.2.3.2. Midluteal donemde serum progesteron diizeyinin degerlendirilmesi:

Ovulasyon degerlendirme testlerinin icerisinde en iyisidir. Ovulasyonun ardindan
korpus luteumun belirmesiyle birlikte luteinize olan graniiloza hiicrelerinden progesteron
salgilanmaya baslar. Ovulasyonu takip eden 7. giinde progesteron en yiiksek degerine
ulagir. Progesteronun yiikselisinin saptanmasi ovulasyonun gergeklestigini gosterir.
3ng/mL altindaki progesteron diizeyi folikiiler fazi, 3 ng/mL. nin lizerindeki diizey ise
ovulasyonu gosterir. Midluteal donemde (18-24. giinler arasi ortalama 21. giin) alinan
kandaki progesteron degeri en azindan 6,5 ng/mL olmalidir. Tek O6l¢limde progesteron
diizeyinin >10 ng/mL ya da ovulasyondan sonraki 5 ve 9. giinler arasindaki ii¢ 6lgiimiin
toplam1 >30 ng/mL olmasi yeterli luteal destegin olustugunu belirtir. Luteal fazin
yeterliligini belirlemede iki ya da ii¢ siklus arasi degerlere gore karar verilmesi de bazi
arastirmacilar  tarafindan Onerilmektedir. Ovulasyonun zamanlamasit i¢in serum
progesteron Ol¢iimil yapilacak ise en uygun zaman siklus uzunluguna gore ayarlanmalidir.
Bu, yaklagik olarak beklenen menstruasyondan 1 hafta oncesidir (Speroff ve Fritz 2007,
Jonathen 2011, Kizilkaya 2009, Kiling 2007).

1.2.3.3. Idrarda giinliik LH takibi:

Viicut sivilarinda (kan, idrar, tiikiirik) LH Ol¢iimii ovulasyon hakkinda fikir
verebilmektedir. Kanda LH piki olustuktan sonra idrarda yapilacak LH seviyesi dl¢limii
sonucu yaklasik 24-36 saat icerisinde olusacak ovulasyonu gosterir. Test sonuglart giinliik
aliman s1vi miktarina ve testin yapilis zamanina gore degiskenlik gosterebilir. Hastalara
testin yapilmasindan kisa siire dnce fazla miktarda sivi almamasi gerektigi hakkinda bilgi
verilmelidir. Yapilan testlerde, en iyi LH piki ile korelasyonun 6gleden sonra geg saatlerde
(saat 16.00-22.00) oldugu goriilmiistiir. Idrar LH’1n belirlenmesi cinsel iliski ve intrauterin
inseminasyon (IUI) zamanlamasinda kullanilabilir. Sonug¢ olarak, fertilitenin en yiiksek
oldugu dénem, LH yiikselisinin oldugu giin ve onu izleyen sonraki iki giindiir. Ilk pozitif
testin oldugu giiniin ardindaki giin en uygun iliski ya da inseminasyon giinii olmalidir

(Speroff ve Fritz 2007, Jonathen 2011, Kizilkaya 2009).

1.2.3.4. Over rezervinin degerlendirilmesi:

Azalan over rezervi, kalan oositlerin say1 ve kalitesinin diisiik olmasi sebebiyle
fekondabilite olumsuz etkilenir. Buna yonelik yapilan testler, hem azalan over rezervine
hem de tedavi sirasindaki kontrollii overyan hiperstimiilasyona (KOH) yanit alinmasin
belirlemede yardimci olmaktadir. 30-35 yas iizeri tiim infertil kadinlarda, agiklanamayan

infertilitesi olan ve ovulasyon indiiksiyonuna yetersiz yanit 0ykiisii olan kadinlarda over
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rezervini degerlendirmek i¢in; siklusun ikinci veya figiincii giinii FSH, oOstradiol ve
klomifen sitrat challenge testi (CCCT) yapilmasi onerilebilir (Kizilkaya 2009). Serum
inhibin B ve Anti-Millerian Hormon (AMH) seviyeleri, antral folikiil sayis1 (AFC) ve over
boyutu, ayrica gonadotropin serbestlestirici hormon agonist uyar1 testleri (GAST), eksojen
folikil stimule edici hormon over rezerv testi (EFORT) gibi dinamik testler over rezervinin

belirlenmesinde kullanilabilecek se¢eneklerdir (Durdag ve Berker 2008).

Siklusun 3.gunt FSH duzeyi; Erken folikller fazda yani siklusun 2-4. ortalama 3.
giniinde FSH ve Ostradiol diizeyleri degerlendirilir. FSH ve oOstradiol seviyeleri
gonadotrapinlere karsi olan cevabi verir. FSH degerinin 10-15 mlIU/mL’den diisiik
seviyede olmasi yeterli over rezervini gosterir. Bunun {izerindeki degerler anormal olarak
degerlendirilir. Yiiksek Ostradiol diizeyi de (>80 pg/mL) over rezervinin tilkendigini ya da

azaldigini gosteren bir bulgu olarak kabul goriir (Kizilkaya 2009).

Klomifen sitrat challenge test (CCCT); Klomifensitrat (CC) hipotalamustaki
ostrojen reseptorleri ile etkilesime girerek LH ve FSH sekresyonunu yiikseltir. Test FSH
yanitinin biyolojik olarak degerlendirilmesine olanak saglar. Siklusun ikinci veya Uguncl
gunl bazal FSH ve o6stradiol 6lciminden sonra, 5-9. giinleri arasinda klomifen sitrat (her
bir gun icin 100 mg/gin) oral olarak verilir ve 10. ginde tekrar FSH 6lciimiinin
degerlendirilmesi yapilir. Asirt FSH yanit1 kendiliginden ya da yardimci iireme teknikleri
(YUT) ile gebelik olusumu olasithgmin diisiik seviyede oldugunu gdéstermektedir

(Kizilkaya 2009).

1.2.3.5. Ultrasonografi (USG);

Ovulasyon gergeklesene kadar dominant folikiiliin gelisimi takip edilerek olvulasyonun
varlifi  kanitlanabilir. Abdominal ve transvajinal yollar 1ile pelvik yapilar
degerlendirilebilinirken (overyan kistler vb.) ovulasyon agisindan da antral folikiil sayisi,
folikiil gelisimi, olgunlugu, endometriyum kalinlig1 goriintiilenir (Jonathen 2011, Kizilkaya

2009). Ovulasyonun gerceklestigini gosteren {i¢ ultrasonografik bulgu vardir:

1. Folikiil kollapsi-folikiiliin dairesel yapisinin yok olmasi

2. Douglas boslugunda serbest sivi (ovulasyon sivisi) bulunmasi

3. Folikiil ekojenitesinin artig gdstermesi

Korpus luteum ultrasonografik diizeyde dilizensiz sekilli, internal ekolart olan yildiz
sekline benzeyen bir goriinlimdedir. Ultrasonografik incelemeler sayesinde yetersiz folikiil

gelisimi, prematiir over yetmezligi, rezistan over sendromu (Savage sendromu), hipoplazik
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overler, endometriyoma ve polikistik over sendromu gibi durumlarin incelenmesi saglanir
(Kizilkaya 2009).

1.2.4. Yapisal faktorlerin arastirilmasi
1.2.4.1. Histerosalpingografi (HSG):

HSG tubalarin agik oldugunu tespit etmek i¢in kullanilir. Tuba tikanikliklarini
tespit emekte %85-100 duyarliliga sahiptir. Servikal kanaldan uterusa radyoopak boyali
solisyonun (3-6 ml) yavas bir sekilde enjekte edilmesi yontemi ile uygulanir. Enjekte
edilen madde uterus kavitesinden tubalara ve periton bosluguna dogru devam eder. Islem
sirasinda fluoroskopi altinda ¢ekilen diiz grafiler (x-ray) tubalarin acgik ya da kapali olup
olmadigini, uterin ya da tubal bir yapisal anomalinin var olup olmadigini1 gosterebilir
(Cizim 1.9) HSG esnasinda kramp olusumunu Onlemek amaciyla nonsteroid
antienflamatuvar ilaglar kullanilabilir. Endometriyal poliplerin tespit edilmesinde de
faydali olabilir. Erken folikiiler fazda, menstrual kanamanin sona ermesinden 2-5 gin
sonra uygulanir. Zamanlamanin bu
sekilde ayarlanmasi, olasi bir gebeligin bozulma riskini en aza indirmektedir. Ayrica
endometriumdan menstrual kalintilar tam olarak disar1 atilmis olmaktadir. Bdylece
menstrual kalintilarin islem sirasinda verilen sivi yardimu ile tiiplere, oradan da peritoneal
kaviteye gecerek olusturabilecegi emboli riski en az orana indirilmis olmaktadir. (Speroff

ve Fritz 2007, Jonathen 2011, Kizilkaya 2009).

Cizim 1.9. Histerosalpinografi (HSG) (basaronal.com)’dan alinmistir.

HSG sayesinde proksimal ve distal tubal tikanikliklar, salpenjitler, endometriyal

polipler, fibroidler, miyomlar, septa varligi, uterusun yapisal patolojileri ve uterin
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yapisikliklar (Asherman sendromu) belirlenebilir. Hem tan1 amagli hem de tedavi yontemi

olarak kullanilir (Kizilkaya 2009).

1.2.4.2. Histeroskopi:

Genellikle daha ileri evre bir tetkik yontemidir. Uterin kavitenin histeroskop
yardimi ile endoskopik olarak incelenmesidir. Fertiliteye olumsuz etkisi olan intrauterin
patolojinlerin tan1 ve tedavisinde kesin sonug¢ vermesi avantajidir. Histeroskopide uterin
kavitenin CO2 ya da yiiksek molekiiler agirlikli dextran ile doldurulmasi ile incelenmesi
saglanir (Cizim 1.10). Bu yontem HSG ve histerosonografiyi tamamlar ve 6zellikle cerrahi

girisim diistintiliiyorsa kullanilir (Speroff ve Fritz 2007, Kizilkaya 2009).

Histeroskop

Cizim 1.10. Histeroskopi (basaronal.com)’dan alinmistir.

Histerosonografi; uterin kavitenin degerlendirilmesi i¢in kullanilir. Intrauterin bir
kateter ile uterin kaviteye sivi (genellikle serum fizyolojik tercih edilir) aktarilarak

transvajinal USG ile kavite degerlendirilmektedir.

1.2.4.3. Rubin testi (boyar madde insuflasyonu):

Karbondioksit gazinin basingla 6zel bir kaniil araciligiyla servikal kanaldan
verilmesi islemidir. Basincin 180 mm/Hg’nin altinda olmasi ve gecen gazin sesinin
stetoskop ile duyulmas: fallop tiiplerinin agik oldugu anlamina gelir. Fallop tiipleri acik ise
karbondioksit, hasta dik oturdugunda abdominal kaviteden yiikselir ve subdiyaframatik
alani irrite ederek hastada gecici omuz agrisina sebep olur. Bu da sonug olarak fallop

tiiplerinin agik oldugunu ispat eden subjektif bir bulgudur (Kizilkaya 2009).

1.2.4.4. Endometriyal biyopsi (EMB):
Endometriyal biyopsi endometriyumun progesterona olan cevabini degerlendirir.

Luteal faz yetersizligi veya bozuklugunun tespit edilmesinde temel arastirma yontemidir.
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Test genellikle 28 giin suiren siklusun 24 ve 26. giinleri arasinda veya beklenen mensden 2-
3 gilin Oncesinde yapilmaktadir. Kiigiik bir kaniil araciligi ile uterustan alinan biyopsi
sonucu sekretuvar endometriyal yapinin incelenmesi, ovulasyonun histolojik olarak
kanitidir. Histolojik olarak siklusun hangi giiniinde oldugunun hesaplanmasina olanak
saglar. Ayrica biyopsi endometriumun hormonlara karsi verdigi cevabi yansittigindan
luteal fazin yeterli olup olmadigini da belirtebilir. Biyopsi isleminin riski oldukca az
olmakla birlikte; enfeksiyon, kanama, mevcut gebeligin sonlanmasi ve uterus perforasyonu

gibi riskleri de tasimaktadir (Speroff ve Fritz 2007, Kizilkaya 2009).

1.2.4.5. Tanisal laparoskopi:

Laparoskopi menstrual siklusun ilk yarisinda folikiiler fazda gerceklestirilmektedir.
Islemden 8 saat 6nce kadina oral olarak bir sey verilmez. Cogunlukla genel anestezi altinda
ve kadin litotomi pozisyonunda iken 6n abdominal duvarda acilan kesiden, kiiglik bir
endoskop yardimi ile batina girilir. Batin i¢i organlarla abdominal duvari eleve etmek
amactyla periton i¢ine bir igne araciligi ile CO2 verilir. Laparoskopide uterus, fallop tupleri
ve overlerin incelenebilir. Ayrica laparoskopi sayesinde endometriyozis ve pelvik
adezyonlar gibi peritoneal ve tubal faktorler tespit edilebilir. Laparoskopi sirasinda
transservikal olarak enjekte edilen metilen mavisi ile tiiplerin agik olup olmadig: da tespit
edilir. HSG sonucu anomali siiphesi olmadigi taktirde laparoskopi hastanin
degerlendirilmesinde en son uygulanmasi gereken invaziv bir yontemdir. Bu nedenle
laparoskopi infertilite degerlendirmesinde son basamaktir. Ancak ileri yas hasta
gruplarinda, pelvik adezyon ya da endometriyozis siiphesi olan kadinlarda erken dénemde

laparoskopi diigiiniilebilmektedir (Jonathen 2011, Kizilkaya 2009).

1. 2. 5. Yardime1 Ureme Teknikleri (YUT)

1.2.5.1. Yardimct iireme tekniklerinde tedavi asamalart

Yardimci iireme tekniklerindeki tedavi basamaklarindan birisi olan Kontrolli
Overyan Hiperstimiilasyon (KOH) konsepti IVF pratiginden dogmustur (Akin 2005). Bir
diger basamak ise ovulasyon indiiksiyon protokolleri uygulamalaridir. Kisa protokolde
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) uygulanmasina siklusun ilk giinii baslanip, insan
koryonik gonadotropini (hCG) gliniine kadar devam edilirken 3. glinden itibaren tedaviye
FSH/hMG (insan menopozal gonadotropin) eklenir. Cok kisa protokolde ise siklusun 1.
giinii GnRH ile baglanir ve 3 giiniin ardindan kesilir. Tedavi FSH/hMG ile devam ettirilir.
Amag, uyarici etkiden (flare-up) faydalanmaktir. Uzun protokolde; GnRH uygulamasina

onceki siklusun 21. giiniinde baslanir. Mensin 3. giiniinde hipofizer overyan supresyonun
32



saglanip saglanmadig1 kontrol edilir. Eger serum Ostradiol diizeyi 50 pg/ml’den az ise
yeterli oldugu diisiiniilerek FSH/hMG tedaviye eklenir ve GnRH uygulamasmna hCG
giinline degin devam edilir. Uzun protokoliin baska bir uygulamasi ise siklusun ilk giinii
analog tedavisine baglanmasi ve serum estrodiol diizeyi 50 pg/ml altinda seyrettiginde

FSH/hMG eklenmesidir (Kizilkaya 2009).
1.2.5.2. Yardimci iireme tekniklerinde kullanilan yontemler
Intrauterin inseminasyon (1UI)

Ciddi hipospadias, retrograd ejekulasyon, nérolojik impotans ve seksuel
disfonksiyonu bulunan erkeklerde tercih edilebilecek bir tedavi yontemidir. Infertilite
olgularinin tedavisinde ilk basamak olarak kullanilan bir uygulamadir. Ovulasyon
zamaninda laboratuvarda 6zel ve uygun basamaklardan gegirilerek hazirlanan spermler

katater araciligiyla uterus icine enjekte edilir (Cizim 1.11).
Intraurerin inseminasyonun asamalar:

* Overyan stimiilasyon

Siklusun takibi

* Inseminasyon zamaninin ayarlanmasi

*  Spermlerin hazirlanmasi

* Hazirlanan spermler ile inseminasyonun gerceklestirilmesi (Speroff ve Fritz 2007,

Kizilkaya 2009)

Gizim 1.11. intrauterin Inseminasyon (MattheWs 2019).
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in-Vitro fertilizasyon (IVF) ve Embriyo transferi (ET)

IVF’in temel prensibi; oosit ve spermin laboratuvar ortaminda bir araya getirilerek
fertilizasyonun kendiliginden gerceklesmesini saglamaktir. Fertilizasyonun ardindan

embriyolarin uterusa yerlestirilmesi agamasina ise Embriyo Transferi (ET) ad1 verilir.
IVF’in Asamalar1 (Cizim 1.12):

e Folikiil gelisimi amaciyla over stimiilasyonu

o Folikllerin buytmesinin takibi (vajinal ultrasonla) oosit olgunluguna Kkarar
verilmesi ve hCG enjeksiyonu

e Oositlerin toplanmasi (aspirasyonu)

e Spermlerin elde edilmesi

e Embriyo transferi (Kizilkaya 2019).

IVF Islemi

Yurmurta
Toplarea

Cizim 1.12. In vitro Fertilizasyon (IVF) (Kolday 2019).
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Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Cizim 1.13. Intra Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu ve embriyo gelisimi. (Tiras 2019).

IVF uygulamalarinda siddetli (agir) erkek faktori varliginda veya nedeni
aciklanamayan infertilite olgularinda ICSI-mikroenjeksiyonu araciligi ile fertilizasyon

saglanir.

Baslica ICSI endikasyonlari; siddetli oligoastenoteratozoospermi, tekrarlayan
basarisiz IVF denemeleri, antisperm antikorlar, ejekiilatuvar disfonksiyonlar, bilateral vaz
deferensin konjenital yoklugu, bilateral ejekiilatuvar duktus obstriiksiyonu, basarisiz
vazovazektomi ve vazoepididimostomi, young sendromu ve azospermidir. Intrasitoplazmik
sperm enjeksiyonunda kullanilan spermler ejakiilattan veya testis dokusundan aspirasyon
yoluyla ya da ektraksiyon yontemi ile saglanir. Mikroenjeksiyon uygulanan gametler
enjeksiyondan 16-18 saat sonra degerlendirilerek fertilizasyona karar verilir. Olgun
oositlerin %65-80’1 bu yolla fertilize olur. ICSI sonrasi embriyolar (18. saat), niikleer
evreden blastokist asamasina (5 ya da 6.glin) kadar uygun goriilen bir gelisim asamasinda
uterusa yerlestirilir (Cizim 1.13) (American Society for Reproductive Medicine 2012,
Beksag ve dig. 2006).

1.2.6. Infertilite ve Azalmis Over Rezervi
Ayni1 yas grubunda ki kadinlarin over stimiilasyonuna cevaplart ¢ok farkli olabilir

ve hepsinin farkli iireme potansiyelleri vardir. Over rezervi kavrami, iireme potansiyelini,
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kalan oositlerin sayisinin ve kalitesinin iizerinden degerlendirilmesine dayanir. Azalmis
veya azalan over rezervi (AOR); iireme ¢agindaki kadinlarin over stimiilasyonuna yanitinin
diizenli mens goren benzer yastaki kadinlara kiyasla diislik olan kadinlar1 tanimlamak i¢in

kullanilir.

AOR, menopoz veya prematiir over yetmezliginden farklidir (Cooper ve dig. 2012).
Her ne kadar over rezervi testleri yaygin bir sekilde uygulanmig olsa da, su anda
kullanimda olan testlerin bu durumla ilgili G¢ durumu; oosit kalitesi, oosit miktar1 ve

dogurganligi tahmin edebilme yetenegi tizerinde tartismalar devam etmektedir.

AOR nedeni ya da nedenleri heniiz bilinmemektedir. Normal bir oosit havuzunda ki
anormal hizda bir atrezi ya da anormal derecede kii¢lik bir oosit havuzunda ki normal
atrezi gibi patalojik sebeplerden ya da can seklinde ki niifus dagiliminin en ug¢ noktasinda
yasa bagli azalma gibi sebeplerden otiirii gergeklesip gerceklesmedigi bilinmemektedir.
Oosit kaybi ve lireme potansiyelinde ki azalma; sistemik kemoterapiye, pelvik 1sinlamaya
maruz kalma ve genetik anormallikler ile (6rnegin, 45, X kromozom mozaikligi, FMR1
premutasyonu) iliskilidir. Azalmis over rezervi, sigara igmenin olast olmasi disinda, diger

yasam tarzina bagl davranislar ile iliskilendirilmemistir (Cooper ve dig. 1995).

Oosit sayist ve kalitesi yasla birlikte diismekle birlikte, fertilite, benzer yastaki
kadinlar arasinda 6nemli Olglide degismektedir. Bu nedenle, over rezerv testleri olarak
bilinen bircok biyokimyasal 6lclim ve over gorintiileme yontemleri Greme potansiyelini
ve/veya over rezervini tahmin etmek amaci ile kullanilmaktadir. Duzenli mens olan
kadinlarda, over rezervi testleri, menopoz ya da menopoz baslangicinda olup olmadigini
veya fertilitede ki azalmanin patolojik bir nedenden otiirii yasanip yasanmadigini ayirt
etmemektedir. Infertil gifte yaklasan klinisyenler, hastalarm yas gibi unsurlarin1 géz 6niine
alarak bireysel danigman olur ve tedavi plani sekillendirirler. Over rezerv testinin amaci,
ciftlerin tedavi secenekleri arasindan se¢im yapmalarina yardimci olmak amaciyla
danigmanlik ve planlama siirecine daha fazla prognostik bilgi eklemektir. Bununla birlikte,
over rezerv testlerinin yanilma paylarinin oldugunu ve hastalarin yardimli iireme
teknolojisine (ART) veya diger tedavilere erisimini engellemek igin kullanilan tek kriter
olmamas1 gerektigini vurgulamak Onemlidir. Azalmis over rezervinin kanitlar1 gebe
kalamamak anlamini tasimamaktadir (Practice Committee of the Amerikan Society for

Reproductive Mecisine 2015).
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AOR, yardimc1 tireme teknikleri kullanildiginda bile zayif dogurganlik oranlar ile
karakterizedir. Azalmig over rezervi kavrami iizerinde bir birlik olugsmus olsa da tanimi
belirsiz kalmaktadir.

Azalmig over rezervini, prematiir over yetmezliginden (POF) ve zayif over
yanitindan (POR) ayirt etmek onemlidir. Erken menopoz veya primer over yetmezligi de
denilen POF, 40 yasindan &nce over fonksiyonlarmin bitmesi ile ilgilidir. Ug belirtinin
goriildiigli  durumlarda tanmimlanir: (i) en az 4 ay boyunca amenore, (ii) serum
konsantrasyonlarinda diisiik 6stradiol ve (iii) yiiksek oranda folikiil uyarici hormon (FSH)
(401U/I' den fazla birkag hafta arayla en az iki 6rnek (De Vos ve dig. 2010, Goswami ve
Conway 2005). POF ile iliskili infertilite yardimli tireme teknikleri ile tedavi edilemez.

Ote yandan POR, AOR’a daha yakin gibi gérinmektedir. Bologna Avrupa Ureme
Dernegi (ESHRE) konsensusu, asagidaki ii¢ ozelligin en az ikisinin mevcut oldugu
durumlarda, kadinlar1 “zayif over yanit1” olarak tanimlar: (i) ileri anne yas1 (>40 yas) veya
POR igin risk faktorlerinden herhangi birisi, (ii) dncesinde zayif bir over yaniti (geleneksel
bir stimiilasyon protokoliiyle <3 oosit) ve (iii) anormal bir over rezerv testi (yani, antral
folikiiler sayim (AFC) <5-7 folikiller veya AMH<0.5-1.1 ng /ml) (Ferraretti ve dig. 2011).
Sonug olarak, bu tanimlamaya dahil olabilmek i¢in, bir kadinin 40 yasindan biiyiik olmasi
veya daha Once en az bir kontrollii over hiperstimiilasyonu dongiisii gecirmis olmasi
gerekir. Bu nedenle, yardimli iireme tekniklerini hi¢ geg¢irmemis olan zayif over rezervi
belirteglerine sahip geng bir infertil kadin Bologna kriterlerini kargilamamaktadir.

Bugiine kadar, AOR ile iliskili infertiliteye sahip kadinlar i¢in uygun tedavi
konusunu ele alan higbir ¢alisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla, belirtecler, cutoff
degerleri ve degerlendirme teknikleri dahil olmak lGzere AOR'un tanimina dair uluslararasi
bir fikir birliginin yani sira bu 6zel popiilasyona odaklanan ¢aligmalara da siddetle ihtiyag
vardir. Tamimlamada spesifik test ve standartlar kullanilmali ve iyilestirmeler
gerceklestikce degisiklikler s6z konusu olmalidir.

Sonug¢ olarak AOR tanimi i¢in; (i) POR igin risk faktorlerinden herhangi birini
tasiyor olmasi ve/veya (ii) anormal bir over rezerv testi (yani, antral folikiiler sayim (AFC)
<5-7 folikll veya anti-Mdllerian hormonu (AMH) <0.5-1.1 ng/ml) kullanilabilir. (Cohen
ve dig. 2015).

1.2.7. MikroRNA (miRNA)

MikroRNAs ayni zamanda miRNA’lar olarak adlandirilirlar, ilk kez 20 yil 6nce

tanimlanmistir (Lee ve dig. 1993, Winghtman ve dig. 1993). Ambros (2004),

Caenorhabditis elegans’in lin-4 geninden elde edilen 6zel 22 nukleotidlik (nt)-long
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ribonukleik asit (RNA)’da tanimlanmistir. Baglangigta bu kiigiik RNA varligiin
nematodlarla sinirli oldugu diislinilmiis fakat 7 yi1l sonra insan ve diger omurgalilarda
gelisimin zamanlamasiyla iligskili olan homologu; LET7 geni bulunmustur. Bunun
sonrasinda, ¢ok sayida miRNA tanimlandi ve bunlarin hareket mekanizmalar1 ve
fonksiyonlarma olan ilgi gitgide hizlanarak artmistir (Pasquinelli ve dig. 2000, Bartel
2004).

1.2.7.1. RNA ve miRNA biyogenez tipleri

RNA’lar hiicrenin sentezledigi molekiillerdir. Bilinen temel gorevi; proteinler
icinde ¢evrilen genetik bilgiyi cekirdekten sitoplazma igerisine aktarmaktir. Bununla
birlikte, yeni RNA tipleri yeni rolleriyle, “noncoding RNA (protein kodlamayan RNA)”
olarak adlandirilir, bunlar yeni ortaya c¢ikarilmistir. MikroRNA’lar; RNA polimeraz Il
ve/veya RNA polimeraz III tarafindan transkribe edilen 100-1000 nt primer (pri-
miRNA’lar) uzunlugundadir. Pri-miRNA’lar; 60-70 nt pre-miRNA’lar iiretmek {iizere
strastyla riboniikleaz Drosha ve Pasha (DGCRS) tarafindan islenir. Bu {iriinler daha sonra
Exportin-5 tarafindan sitoplazmaya tasinir ve burada riboniikleaz Dicer ile baglanti kurarak
¢ift zincirli miRNA’nin kazanimi siirecini gergeklestirir. Dicer; miRNA igceren, RNA’nin
kiglk dizenleyici suregleri icin gerekli RNase 111 sitoplazmik enzimidir (Zhang ve dig.
2007).

1.2.7.2. Terminoloji

“miR”; miRNA’nin matur formunu temsil eder, “mir” ise; pre-miRNA’y1 temsil
eder. MikroRNAlar genellikle sirayla kiigiik harf eklenerek belirtilir 6rnegin; miR-30D ile
mMiR-30d hemen hemen aynidir. Pre-miRNA’lar hemen hemen birbirleriyle ayni olan
miRNA’lardan meydana gelir fakat bunlarin tire-say1r sonekiyle gosterilen genomik
orijinleri birbirinden farklidir. Ornegin; mir-194-1 ve mir-194-2 herikiside miR-194’den
orijin alirlar fakat genomda farkli bolgelerde yer alirlar. Tiirler 6ne konulan {i¢ harfle
gosterilir, 6rnegin; hsa-miR-30d insan miRNA’s1 iken (Homo sapiens) mmu-miR-30d fare
miRNA’sidir (Mus musculus). (Moreno-Moya ve dig. 2014).

1.2.7.3. MikroRNA ’nin rolu

MikroRNA’lar biitiin dokularda eksprese edilir ve hiicresel farklilagma,
proliferasyon, apoptozis gibi genis spektrumlu siiregleri diizenler (He ve Hannon 2004).
Gorevleri bilinen miRNA’lar birbirlerinden ¢ok farkli olabilirler 6rnegin; kanserde birgok

miRNA onkogen duzenleyicisi olarak dogrudan karakterize edilmis ve siiflandirilmistir
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(onkomiRler); bunun aksine digerleri tiimor baskilayicilari olarak tanimlanmistir 6rnegin;
let-7 ailesi; RAS, MYC,HMGA?2 onkogenlerini ve hiicre dongiisiiniin kontrol noktasini
hedefler (Zahng ve dig. 2007).

Ureme biyolojisinde tan1 amacgli miRNA’nin incelenmesine dogru bir egilim
olmasina ragmen birgok c¢alisma fonksiyonel rollerini arastirmamistir. Caligmalardaki ana
konu iireme biyolojisiyle ilgili olan endometriozis (Wang ve dig. 2013), endometriyal
kanser (Gilabert-Estelles ve dig. 2012), endometriyal reseptivite (Altmae ve dig. 2013),
dezidualisyon (Estella ve dig. 2012), preeklampsi (Yang ve dig. 2011) ve ektopik
gebeliklerdir (Zhao ve dig. 2012).

Bu molekiiller sadece dokularda bulunmazlar, ayni zamanda bircok biyolojik
ornekte yer alirlar (kanin tamaminda, serum, plazma, iirin ve tuz). Kiigiik miktarlardaki
miRNA’larin 6zel RNA ekstraksiyon metotlartyla geri kazanimlar1 saglanabilir ve sonugta
baz1 sirketler kolon merkezli kitler gelistirerek optimal seviyede geri kazanimi
saglayabilirler. Kiigciik RNA fraksiyonlarinin dogru saflastirilmasi jel-elektroforezi ile

dogrulanabilir. (Moreno-Moya ve dig. 2014).

1.2.7.4. MikroRNA biyogenezi

Sitoplazma
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Cizim 1.14. Hayvan hiicrelerinde miRNA biyogenezinin sematik gosterimi. Donedeu ve dig. (2012)’den
alinmstir.

Primer miRNA (pri-miRNA) transkriptinin sentezi (genellikle RNA Pol 11 ile) ve
ardindan Drosha igeren mikroislemci kompleksi tarafindan sirali niikleer iglemenin
ardindan, miRNA prekdrsorinin (pre-miRNA) Exportin 5 ile sitoplazmaya gegisi ve olgun

bir miRNA/mMiRNA* dubleks olusturmak i¢in Dicer igeren bir endonlikleaz kompleksi
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tarafindan pre-miRNA'daki ilmek bdlgesinin ¢ikarilmasi gosterilmektedir. (Weimin ve dig.
2016).

MikroRNA’lar dogal ve dogal olmayan yollarla sentezlenir (Ha ve Kim 2014).
Dogal miRNAlar, miRNA dizilerini i¢eren bir sa¢ tokasi yapisi ile primer miRNAlarda ki
RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilir. Cekirdek igerisinde mikroprosesor
kompleks RNase III Drosha’dan olugmustur ve bunun kofaktérii DGCRS8 (diGeorge
sendromu igin kritik bolge 8) sa¢ tokasi seklindeki oncii miRNA’lart (pre-miRNA)
tiretmek lizere primer miRNA’larin sap-ilmik (firkete-ilmik) kismimi keser. Exportin-5,
sitoplazmada RNase 11 endoniikleaz, Dicer bulunan bdlgede pre-miRNA’lara gevirilir (Yi
ve dig. 2003). Bu pre-miRNA’lar tizerine RNA-induced silencing complex (RISC)
yiiklenmeden Once kiiclik RNA c¢iftlerine boliintir. RISC hedef mRNA’lara baglanir ve
boliinmeleri ve/veya inhibisyonlar1 kendilerinin translasyonuyla indiiklenir (Bartel 2004).
Dogal olmayan miRNA’larin biyogenezisinde mikroprosessore gerek yoktur. Bu
miRNA’lar diger endoniikleazlarla ya da sitoplazmanin Dicer siireci i¢in transportundan
once cekirdekteki kisa firketelerin direk transkripsiyonuyla uretilirler (Bak. Cizim 1.14).
Ancak su unutulmamalidir ki; endojendz kiigiik interfering RNAlardan (endo-SiRNAS)
MIRNA Uretimi farklidir. Burada uzun ¢ift zincir RNA’dan elde edilir ve multiple siRNA

iiretmek iizere Dicer tarafindan islenir (Suh ve Blelloch 2011).

1.2.7.5. MikroRNA tespit metotlart

Geleneksel in-situ hibridizasyon (ISH), 6zel miRNA problari kullanilarak ve direk
ornekler iizerinde hibridizasyon yapilarak hiicre i¢cindeki miRNA’larin goriintiilenmesi
seklinde uyarlanmistir. Bu teknoloji, formalinle fiksasyon parafin gomme (FFPE),
dondurupkesme (Exiqon teknolojisi kullanilarak), hiicre kiiltiirii (Panomics teknolojisi
kullanilarak) ve en son olarak ayn1 zamanda floresan in sitii hibridizasyon problar1 (FISH)

ile caligilarak gelistirilmistir.

Mikroarray halen en popliler miRNA tespit metodudur. Floresanla isaretli miRNA
orneklerinin cam baskili problar iizerinde hibridizasyonu, bunlarin taranmasi ve datalarin
islenmesi stireclerini igerir. Bu teknik hangi altyapiyr kullanacaginiza gore (6rnegin
Agilent-daha ekonomiktir, Affymetrix-daha genis prob alanina sahiptir, Exiqon- kuglk
miktarda miRNA‘ya kars1 ne duyarli olandir) 30 ng-5ug RNA gerektirir. Clnki bunlar
kisa uzunlukta taninma dizileri igerir, her birinin erime sicakliklar1 farklidir (Tm). En son

olarak bu sorunun Ustesinden, Tm standardizasyonuna sahip birbirine kenetli nikleik asit
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problart (LNA) kullanilarak gelinmistir (Castoldi ve dig. 2006). Bu metot, fazla sayida
miRNA’nin es zamanli olarak tespit edilmesini ve ayni zamanda mikroarray’e de

uyarlanabilmesini saglar.

TagMan-based ve polimeraz zincir reaksiyon dizileri reverse-transkripsiyon
basamagi olan real-time qPCR gerektirir. Bu teknik miRNA’larin sonuna baglanacak 5’ ve
3> RNA ara pargalarina baglanabilecek kiiciik RNA dizilerine ihtiya¢ duyar. 3’ ara
parcalar1 matiir miRNA’ya baglanir ya da diger kiiclik RNA’lar 3’ u¢larinda hidroksik grup
tasirlar (genellikle Dicer tarafindan katalizlenerek enzimatik boliinmeler yoluyla olusur).
Reverse transkripsiyon ardindan PCR amplifikasyonunu takip eder. Bu tarz metodlarin
faydali yan1 yeni miRNA’larin kesfedilmesi, dezavantaji ise; arastirma i¢in 1 ve 5 ng RNA
gerekmesidir.

En son teknoloji olarak, Nanostring nCounter metodu vardir. Burada sentetik RNA
segmentleri 6zel molekiiler barkodlarla olusturulmus farkli florokromlarla isaretlenir
(Geiss ve dig. 2008). Her bir prob miRTag olarak adlandirilir ve her bir miRNA i¢in
0zeldir, bunlarin 3’ ucuna baglanir. Bu teknolojinin avantaji; amplifikasyon ve reverse
transkripsiyona ihtiya¢ duymamasidir ¢linkii miktar dijital olarak Olgiiliir ve tek hiicre

seviyesinde ya da her hiicrenin bir RNA kopyasinin dl¢iilmesi miimkiin olur.

1.2.7.6. Biyobelirte¢ olarak miRNA lar

MikroRNA’nin plazma/serumda bulunmasimnin potansiyel hormonal ve bu
molekiillerin viicudun uzak bolgelerine olan etkisiyle ilgili halen bilinen ¢ok az sey vardir.
Serumda bulunan miRNA seviyesi nispeten stabildir ve yiiksek sicakliga maruz kaldiginda,
yiiksek ya da diisiik pH’da veya dondurma-¢6zdiirme sikluslarinda bozulmaz (Chen ve dig.
2008). Son zamanlarda kesfedilen miRNA tasiyicisi (vasitasi) olarak hareket eden protein-
lipoprotein kompleksi (ayn1 zamanda ekosozom olarak bilinir) belki de bu gorisi
aciklayabilir (Valadi ve dig 2007, Smalheiser 2007). Son c¢alismalar, endositoz yoluyla
alic1 hiicrelere aktarilabilen 20-100nm kadar kigiik miRNA iceren vezikullerin seramid-
bagimli salgt araciligiyla salindiklarmi tanimlamistir (Kosaka ve dig. 2010).
MikroRNA’lar ayn1 zamanda yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDLs) ile tagmabilir ve
alic1 hiicreler tarafindan nSMase2 iceren yolaklar araciligla 6ziimsenir (Vickers ve dig.
2011). Bununla birlikte, baska calismalar, plazmanin %90’dan fazlasinda ve serumda

vezikiiller tarafindan cevrelenmis miRNA’lar olmadigini gostermis fakat bunun yerine
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Ozellikle Agoll-miRNA komplekslerinde, protein kompleksinin kofraksiyonu seklinde
bulunduklarini géstermistir (Arroyo ve dig. 2011).

Serumda bulunan birgok miRNA'’lar, hastaliklarin durumunun tahmininde ya da
kolerasyonunda ve bir¢ok kotli huylu tiimériin prognozunda kullanilabilir. Bunlarinda
Otesinde, proteomik ya da transkriptomic yaklasimlariyla karsilastirilabilirler. Klinik
uygulamaya uyarlanmalar1 daha kolaydir ¢linkii yalnizca yaklasik tespit edilebilen 1500
insan miRNA’s1 vardir (Cortez ve dig. 2011). Buna ragmen, miRNA’nin noninvaziv
marker olarak kullanilmasinin 6niindeki en 6nemli engel yayimlanmis datalarda ayni
patoloji ve sartlarda farkli sonuglarla karsilasilmasidir. Bunun sebebi, bu alanda ortak bir
metodolojinin standardize edilememis olmasi olabilir. Eski bilgilere nazaran, Etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) kullanirken olabildigince hemolizizden kagimmak ya da bunu
kontrol altina almak ¢ok dnemlidir ¢iinkii bu PCR siiresince polimeraz reaksiyonunu bloke
eder. Yine eski bilgilere dayanarak, sonuglarin tutarliligi kantitatif PCR mixine farkli
organizmalardan elde edilen sentetik miRNA’lar eklenerek gelistirilebilir, C. elegans’dan
elde edilen “cel-miR-39” gibi (Mitchell ve dig. 2008).

1.2.7.7. Farmakolojik ajan olarak miRNA ’lar

Su an miRNA’nin farmakolojik ajan olarak kullanilmasinin dniinde iki biiyiik engel
vardir. Birincisi; bir miRNA g¢esitli genleri hemen hedef alabilir. Neyse ki, arastirmalar in
vivo olarak miRNA’nin stabilitesinin saglanmasima odaklanmis ve miRNA’larin hedef
olarak 6zel hiicre ya da organlara yonelimlerini saglamislardir. Ornegin; konjuge miRNA;
lipidler (de Antonellis ve dig. 2013), polimerler (Klimenko ve Shtilman 2013), ya da
peptidler (Jarver ve dig. 2012) gibi molekiilleri tasirlar. ikinci olarak ise degistirilmemis

miRNA, doku kiiltiiriinde ve in vivo olarak, 6zel olmayan interferon yanit1 tetikleyebilir.

Bircok ilag¢ sirketi insan hastaliklarinda miRNA’’nin tedavi amacli kullanmak tizere

gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar baglatmiglardir.

Sonugta, insan {iremesinde, doku gelisiminde ve hiicre farklilasmasit ve
¢ogalmasinda miRNA’nin 6nemli oldugu bilinmektedir. Bu molekiillerin saptanabilmesi
icin; RT-PCR, microarray, in sttu hibridizasyon ve Nanostring nCounter gibi birgok ortak
yontem tanimlanmistir. MikroRNA ¢esitli yolaklar iizerindeki parakrin sinyallere aracilik

eder ve potansiyel bir biyobelirte¢ olarak gdsterilebilir (Moreno-Moya ve dig. 2014).
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1.2.7.8. Ureme hastaliklarina biyobelirte¢ olarak miRNA isaretlenmesi

MikroRNA molekiillerinin viicut sivilarinda sabit olarak tanimlanmasi (tespit
edilmesi) bunlarin makul birer klinik tan1 biyobelirte¢i olarak kullanilmasinin yolunu acar
(Chen ve dig. 2008, Weber ve dig. 2010). MikroRNA’ nin essiz 6zelligi, klinik 6rneklerde
biiylik ol¢iide bozulmamis sekilde kalmasi, lireme hastaliklarinin molekiiler fenotipini
belirlemesi ve viicudun fizyopatolojik durumunu monitérize edip ve degerlendirmesidir.
miRNA’nin serum/plazmada kalmasi1 minimal diizeyde invaziv tan1 biyobelirte¢i olmasi
acisindan umut vaat edicidir boylece daha hassas ve 0zel testlere ulasimi saglayabilir.
Biyosivilarda tespit edilen miRNA’lar hiicresel ya da ekstraseliiler kaynakli olabilir.
Dolasan ya da ekstraseliler miRNA’lar stabilite gosterirler ve eksozom ya da
mikrovezikiiller gibi g¢esitli protein kompleksi veya membrandz partikiiller iceren
inkliizyonlar tarafindan gerceklestirilen RNase degradasyonundan korunurlar (Chen ve dig.
2008, Weber ve dig. 2010). Bu sonuclar, ekstraseliler miRNA’nin biyolojik

fonksiyonlarmin sinyal molekiilleri ve hormonlara benzerlik gosterdigini ifade eder.

Ekstraseliiler miRNA serum ve folikiiler sivilar1 da igeren ¢esitli biyosivilarda tespit
edildiginden beri (Sang ve dig. 2013, Gilad ve dig. 2008) bu kiiciik diizenleyici RNA’larin
ovulasyon siirecinde bilgi verici biyobelirtegler olarak kullanilabilmesinin 6nii agilmustir.

Klinik kullanim olarak plazma/serum miRNA’larina odaklaniimalidir.

Birkag yi1l icinde yayimlanan ilk kan-temelli biyobelirteg miRNA ¢aligmasi kanser
i¢in yapilmistir (Resnick ve dig. 2009, Valadi ve dig. 2007). Bundan sonra, fizyolojik ya
da patolojik sartlardaki degisikliklerde ornegin; gebelik, kalp yetmezligi ve sepsis (Chim
ve dig. 2008, Wang ve dig. 2010) plazma/serum’daki miRNA ekspresyon profillerinde
onemli Olciide degisiklikler bulunmustur. Ovaryumda yapilan son c¢aligmada, over
kanserinde noninvaziv belirte¢ olarak plazma/serumda miRNA kullanilmistir (Zheng ve
dig. 2013).

Over-6zel miRNA’larin serumda tespit edilmesi erken tani ve prognozdan daha
fazla verim elde edilmesini saglayabilir ve tedavinin bireysellestirilmesi agisindan da iyi
bir potansiyel olusturur. Bu yeni yaklasim, over rezervinin tespit edilmesini, overin
endokrin  fonksiyonunun  belirlenmesini  ve embriyonun implantasyon siirecini
degerlendiren, gelecek klinik yonetim agisindan potansiyel bir devrimdir (Imbar ve

Eisenberg 2014).
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1.2.7.9. MikroRNA ve ovaryum

Ovaryumda; folikiil gelisimi ve se¢ilimi, atrezi, ovulasyon ve luteolizis endokrin ve
parakrin faktorlerle yakindan iliskili, ekspresyonu ve iliskilileri sikica diizenlenmis oldukca
fazla gen tarafindan kontrol edilir (Ro ve dig. 2007, Huang ve dig. 2011). Ovaryumdaki
genlerin dlzenlenmesinde major gen diizenleyici smiflardan biri olarak bu miRNA
molekiillerinin de dahil edilmeleri 6nerilmistir. Ovaryumlardaki miRNA populasyonunun
insan ve diger tirlerde gosterilmesi amaciyla microarray, yiiksek verimli Kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (qQPCR) teknikleri kullanilabilir (Mishima ve dig. 2008, Li ve
dig. 2011). Bu c¢alismalar, farkli tiirlerin ovaryumunda overyan fonksiyonlarda onemli
olabilicekleri diiglinlilen ¢esitli miRNA’larin ekspresyonunu gostermistir. Tiirler dikkate
alinmadan; let-7 ailesi, miR-21, miR-99a, miR-125b, miR-126, miR-143, miR-145 ve
MiR-199b bir¢ok tiirlin ovaryumunda ortak bulunan miRNA popiilasyonlaridir (Hossain ve
dig. 2012). Biyoinformatik tahminleri, taramalar1 ve gen ontoloji analizleri; agirlikli olarak
memeli ovaryumlarinda hedef genleri eksprese edilen miRNA’lar1 ¢esitli biyolojik siire¢ ve
yolaklarda ya da molekiiler baglantilarda, hiicre siklusunun diizenlenmesi, hiicre Sliimii,
hiicreden hiicreye sinyal iletimi, hiicresel biiylime, gelisim ve ¢ogalma, endokrin sistem
hastaliklari, overyan fonksiyonlarin altinda yatan c¢esitli yolaklarda da tespit etmistir

(Hossain ve dig. 2009).

1.2.7.10. Qositte Dicer’in rolii

Overyan fonksiyonlarda miRNA’nin roliiniin, 6ncelikle Dicer yoluyla alti
cizilmistir (Luense ve dig. 2009). Dicer ve {liriinlerinin (miRNA’lar ve siRNA’lar) disi
tireme sistemi ve disi fertilitesinde bazi posttranskripsiyonel genlerin diizenlenmesinde
rolleri oldugu gosterilmistir (Carletti ve Christenson 2009). Oosit ya da fertilize yumurtalar
diger hiicre ya da dokularin 10-15 misli fazla seviyede Dicer transkriptler icerir (Su ve dig.
2002) ve birkag memeli hiicre ya da dokusunda Dicer ekspresyonunun diizenlenisi
belirlenmigtir (Nicholson ve Nicholson 2012). Dicer transkriptinin ekspresyonu,
folikiilogenezis siresince fare oositi blylrken ve germinal vezikiil, metafaz II basamaklari
boyunca da (Cui ve dig. 2007, Murchison ve dig. 2007) sabit kalir (Watanabe ve dig.
2008). Fertilizasyondan sonra, Dicer mRNA seviyesi yaklasik yarisina diiser ve 2-hucreli
embriyodan blastosist basamagina kadar disiik seviyede kalir (Cui ve dig. 2007,
Murchison ve dig. 2007). Total miRNA ekspresyonu ayni periyod boyunca 2- hiicreli
basamakta yarisina diigmeden once, olgun oosit ve tek hiicreli embriyoda en yiiksek

haldedir (Tang ve dig. 2007). Farelerde, Dicer’in etkisi ortadan kaldirilmasi implantasyon
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sonrasit embriyonik Oliimle sonu¢lanmistir (Bernstein ve dig. 2003). Site-spesific
recombinase teknolojisi kullanilarak Dicer’in  kosullu etkisizlestirilmesi  (cKO)
saglandiginda ve ovaryan agirlikta ve ovulasyon oraninda azalma gosterilmistir (Hong ve
dig. 2008). Dicerl cKO farelerin, overyan fonksiyonlarinda multiple defekt sebebiyle
infertil olduklari, anormal Gstrus sikluslari, kisa 6strus ve daha uzun metedstrus, paratubal

Kist ve (st dlizey ovulasyon sorunlari gosterilmistir (Nagaraja ve dig. 2008).

Kemirici oositlerinde overyan spesifik Dicer KOs (knockout) kullanilarak yapilan
caligmalarla; erken folikiilogenez ve oosit gelisimine etkisinin olmadig1 gosterilmistir. KO
oositler incelendiginde ¢iftlesmeden sonra polar cisimcigin atilma kabiliyetinin
bozuldugunu gdstermistir. Immiin boyamalarda, ¢oklu igcik ve kromatin kondensasyon
defektleri gosterilmistir (Murchison ve dig. 2007, Tang ve dig. 2007, Mattiske ve dig.
2009). Bu veriler; mayotik defektlerin germinal vezikiilde degilde oositte ooplazmada
ortaya c¢iktigini diisiindiirmektedir. Dicer ekspresyonunun azaldigini gosteren deneyler;
Dicer’in preovulator folikiillerin sayisin1 etkileyerek gelisimlerini tamamlayip ovule
olabilecek seviyeye gelebilme yeteneklerine etki ederek ovulasyon orani iizerinde etkili

oldugunu gostermistir (Imbar ve Eisenberg 2014).

1.2.7.11. Kiimiiliis hiicrelerinde Dicer’in rolii

Ovaryumdaki diger somatik dokularda (teka hiicreleri, intersitisyum, KL) Dicer
expresyonu direkt incelenemez. Grantloza hiicrelerindeki Dicer seviyesi LH artisindan
once ve sonra incelendiginde degisiklik gostermez (Fiedler ve dig. 2008). Fonksiyonel
delesyon calismalart miRNA’nin overyan fonksiyon ve disi fertilitesinde 6nemli roliiniin
olduguna isaret etmektedir (Otsuka ve dig. 2008, Hong ve dig. 2008, Nagaraja ve dig.
2008, Gonzales ve Behringer 2009, Pastorelli ve dig. 2009). Yapilan ¢alismalar; gelisimin
fizyolojik streci ve overyan KL fonksiyonunun; Dicerl fonksiyonuna ve 6zellikle miRNA
araciligiyla diizenlenme mekanizmasina gerek duydugunu gostermistir. Graniiloza
hiicrelerinde Dicer ekspresyonunun azalmasi, wild-type farelere kiyasla, hCG ile stimule
edilen ovulasyon oranini diisiirlirken, atretik folikiil ve luteinize folikiil i¢inde kalan oosit

sayisininda azaldig1 gozlenmistir (Hong ve dig. 2008, Nagaraja ve dig. 2008).

1.2.7.12. MikroRNA ve overyan disfonksiyon

Bilinen normal fizyolojik rollerinden baska, miRNA’nin ¢esitli hastaliklarin
olusumunda rol oynamasi sasirtict degildir. MikroRNA’larin kansere (Ma ve dig. 2007, Lu
ve dig 2005), kalp hastaliklarina (vam Rooij ve dig. 2007, Ono ve dig. 2011), bulasici
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hastaliklara (Pfeffer ve dig. 2005, Singh ve dig. 2013) neden olan rolleri gosterilmistir.
Polikistik over sendromu (PCOS) {iireme ¢agindaki kadinlarda en sik rastlanan endokrin-
metabolik bir hastaliktir (Norman ve dig. 2007). PCOS; anormal diizeyde steroidogenez
sonucunda olusur ve 6zellikle ovaryumdaki asir1 androjen sekresyonu sebep olur (Gilling-
Smith ve dig. 1994). Graniiloza hiicrelerindeki miRNA ekspresyonu; folikiilogenez ve
overyan steroidogenezi iceren ¢6zel genlerin ekpresyonunu direkt olarak duzenleyebilir.
MikroRNA’nin ana overyan streoidlerden P ve E2’nin salimiminin kontroliine katilmasi
onemlidir. Bir¢ok biyolojik mekanizma miRNA tarafindan diizenlenir fakat PCOS’da
miRNA’nin roliiyle ilgili pek az aragtirma bulunmaktadir (Sang ve dig. 2013, Roth ve dig.
2014). Son olarak yapilan iki ¢alismada, PCOS hastalarindan elde edilen folikiiler sivinin
siipernatantinda ve mikrovezikiillerde ilk kez miRNA’lar tespit edilmistir (Sang ve dig.
2013, Roth ve dig. 2014). Her iki ¢caligmada da, PCOS hasta grubundaki kadinlar kontrol
grubuna kiyasla farkli miRNA’lar ekprese etmislerdir (Sang ve dig. 2013, Roth ve dig.
2014). Ik grupta 7 altkiimedeki miRNA’lar (miR-132, -320, -24, 520c, -3p, -193b, -483, -
5p, ve -222) PCOS hastalarinin folikiil sivisinda arastirilmis (Sang ve dig. 2013). miR-132,
ve -320 ekspresyonu dikkat ¢ekici bir bigimde PCOS hasta grubunda yiiksek bulunmustur.
miR-132, -320, 520c, -3p ve -222; E2 konsantrasyonunu ve 193b, -483, 24 ise P
konsantrasyonunu diizenler. MikroRNA’nin E2 ve P ekspresyonu ve KL sekresyonunu
diizenleme mekanizmasi hala bilinmemektedir. Ikinci grupta, 5 tip miRNA tespit edilmis
(hsa-miR-9, -18b, -32, -34c, ve -135a) ve kontrol grubuna kiyasla PCOS grubunda yiiksek
oranda ekprese edildikleri gosterilmistir. PCOS grubu kadinlarda, 3 potansiyel miRNA
hedef geninin ekpresyonunun dikkat ¢ekici bicimde azaldig1 goriilmiistiir; insiilin reseptor
substrat 2, sinaptogamin 1, ve interlokin 8. Farelerde insulin reseptor substrat 2
olmadiginda; Gstrus sikluslarinda diizensizlikler oldugu, anovulasyon, infertilite ve insulin
direnci gosterdikleri kanitlanmistir. PCOS hastalarina benzer olarak; interlokin 8 sigir ve
insan ovaryumlarimin her ikisinde de ge¢ folikiiler ve ovulator folikiillerde steroid
sentezinde gorev alir (Schmidt ve dig. 2014). Her tcunin de fonksiyonlar1 PCOS
fenotipiyle iligkilidir; karbonhidrat metabolizmasi, beta-huicre fonksiyonu, hucre-htcre

iletisimi ve steroid sentezi.

1.2.7.13. MikroRNA ’nin pre-implante embriyo gelisimindeki etkisi
Pre-implante embriyolar dinamik olarak ve evrelerine 6zel sekilde miRNA
sentezlerler (Tang ve dig. 2007, Yang ve dig. 2008, Viswanathan ve dig. 2009). Zigotlara,

mMIiRNA ya da inhibitorlerinin enjeksiyonu; hedef genlerinin ekspresyonunu ve embriyo
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gelisimlerini etkiler (Li ve dig. 2012, Pang ve dig. 2011). Bu veriler, miRNAlarin
preimplante embriyo gelisiminde rol aldiklarini gostermektedir. Knockout farelerde
yapilan calismalar farkli sonuglar ortaya cikartmistir. Dgcr8 eksik olan fare oositleri
normal olgunlukta olup, fenotipik olarak normal embriyolar olusturmalarina ragmen (Suh
ve dig. 2010) gelisimlerinin embriyonik 6.5 gline gelmeden arrest kaldiklar1 goriilmiistiir
(Wang ve dig. 2007). Ote yandan, Dicer bulunmayan oositlerin igcik olusumu organize
olamaz ve bu da zigot ve bdliinen embriyo olusmasini engeller (Tang ve dig. 2007). Dicer’1
olmayan zigotlar embriyonik 7.5 giinde arrest kalirlar (Wang ve dig. 2007). Dgrcr8
ozellikle dogal miRNA biyogenezisinde gerekliyken, Dicer hem miRNA hem de endo-
SIRNA Uretiminde gereklidir. Bu veriler, erken pre-implantasyon asamasindaki
embriyolarin gelisiminde dogal miRNA’larin daha az roliiniin oldugunu gostermektedir.
Ago2 (Argonaute RISC catalytic component 2) bulunmadiginda embriyolarin
gelisimlerinin - 2-hiicreli basamakta arrest kaldigi gozlenmistir. Ayrica calismalar
gostermektedir ki; farelerde oosit gelisimi siiresince miRNA aktivitesi baskilanmaktadir

(Ma ve dig. 2010).

Yukarida bahsedilen gozlemler preimplante embriyo gelisiminde dogal olmayan
miRNA’larin  roliinii géz ardi etmemektedir. Bu miRNA’lar Dgcr8’i  olmayan
oositler/embriyolarda korunurlar ancak preimplante embriyo gelisimindeki etkileri
bilinmemektedir. Yapilan calismalar, miRNA’larin ge¢ preimplante embriyo gelisim
basamagina ve/veya implantasyon basamagina dogru ilerlemeyi arttirdigini gostermistir
(Suh ve dig. 2010, Ohnishi ve dig. 2010). Buna ek olarak, seks farklilagmasinda rolii olan
miRNA’lara dahil olan miR-518d-5p insan erkek blastosistlerinde disi blastosistlerine
oranla 5.6 kat daha fazla eksprese edilir (Rosenbluth ve dig. 2013).

1.2.7.14. Blastosist aktivasyonunda MiRNAlar

Blastosist aktivasyonunun c¢alisilmasi i¢in farelerde geciktirilmis implantasyon
6nemli bir modeldir. Cunku implantasyonu geciktirilmis farelere tek dstradiol enjeksiyonu
yapildiktan sonra, uyku durumunda ki blastosist progesteron etkisinde ki utersuta aktive
olabilir (Paria ve dig. 1993). Uyku durumunda ki ve aktive olmus blastosistlerde ki
miRNA ekspresyon profilleri Kkarsilastirildiginda 238 miRNA’dan 45 tanesinin farkli
eksprese edildigi goriilmiistiir. Bu miRNA’lar arasindan 9’nun 5°i let-7 (lethal-7) ailesi
liyesidir ve aktivasyonun ardindan down-regiile olurlar. /n vitro ve in vivo deneyler
gostermistir ki; let-7a, integrin-p3 tlizerinden direk aktive olarak aktive olmus blastosistin

implantasyon potansiyelini yénetir (Liu ve dig. 2012). Ostradiol-indiiklenen aktivasyonda
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let-7a ekspresyonu down-regtile olur ve uyku halindeki blastosisteki Dicer, let-7 hedefi up
regule olur (Cheong ve dig. 2014).

1.2.7.15. Endometriyumdaki miRNA’lar

Endomtriyumun implante embriyolara duyarlilig1 genellikle; alicilik 6ncesi, alic1 ve
inatc1 (dayanikli) fazlar olarak {i¢ kategoriye ayrilabilir (Dey ve dig. 2004). Kemirgenlerin
ve insanlarin (Chakrabarty ve dig. 2007, Li ve dig. 2010). hem alicilik dncesi ve alici
endometriyumlart arasnda hem de uyku ve implantasyonu ertelenmis fare modellerindeki
uterus arasinda miRNA’larin farkli ekspresyonlar1 bulunmustur (Su ve dig. 2010). Iki
calisma gebe uterusundaki miRNA profillerini implantasyon ve implantasyon alanlari
arasinda karsilagtirmistir (Geng ve dig. 2014, Hu ve dig. 2008). Bu calismalarda, ii¢
miRNA ailesinin; let-7, miR-30 ve miR-200 ve miR-17-92’nin farkli ekspresyonlari
gozlenmistir. miRNA'larin gesitli hayvan modellerinin endometriyumdaki farkli aliciliklara
sahip olan farkli ekspresyonlari, implantasyona dahil olmalarinin bir gostergesidir (Weimin
ve dig. 2016).

1.2.7.16. Korpus luteumdaki miRNA lar

Bugine kadar, KL’daki miRNA’lar {izerinde birkag fonksiyonel g¢alisma
yapilmistir, ancak KL'deki miRNA ekspresyonu hakkinda profil olusturma ¢alismalarindan
daha fazla sey bilinmektedir. Koyun KL’sinde en ¢ok eksprese edilen miRNA’lar; Let-7a,
Let-7b, miR-16b, miR-21 ve mir-125b'dir (McBride ve dig. 2012). Let-7 ailesi ve miR-21,
aynm1 zamanda sigir KL’sinde miR-140, miR-199a-3p ve miR-320 ile birlikte en fazla
eksprese edilen miRNA’lar arasindadir (Maalouf ve dig. 2014). Koyunlarda folikuler luteal
gecis sirasinda sekiz miRNA’nin arttigi ve dokuz miRNA'nin azaldigi gosterilmistir
(McBride ve dig. 2012). Yukarida belirtilen miRNA'lardan biri, olgun KL'da bol miktarda
eksprese edilen miR-21'dir (Maalouf ve dig. 2014). Ostrusun 4. guni ile
karsilastirildiginda 10. giinde toplanan korpus lutemlarda daha yiksek miktarlarda miR-21
bulunmustur. (Maalouf ve dig.). Bu verilere dayanarak miR-21'in luteinizasyon ile iliskili
oldugu one siiriilmektedir. Murin granuloza hucrelerinde miR-21 ekspresyonu, graniloza
hlicre apoptozisini inhibe eder (Fiedler ve dig. 2008, Carletti ve dig. 2010), bu durum
hayatta kalma roluni gosterirken, ge¢c KL ve korpus albikanslarindaki ekspresyonu
apoptoz ve regresyonda rol aldigini isaret eder (McBride ve dig. 2012). Cinki miRNA
fonksiyonu zaman, doku ve tlrlere 6zgl olabilir. miR-21'in gerileyen KL'deki rolinin,
murin graniiloza hiicrelerindeki roltinin aksine olup olmadiginin belirlenmesi ilgi gekici

bir durumdur (Montazerian ve dig. 2018).
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1.2.7.17. Folikul sivisindaki ekstraseliiler miRNA’lar

Oosit gelisimi i¢in bir mikrogevre olan folikiiler sivi, hem kan plazmasi
bilesenlerinden hem de graniiloza ve teka hiicre salgilarindan kaynaklanir ve oosit
gelisimini etkiler (Fortune 1994). Her ne kadar folikiiler sivi, IVF dongullerinde oosit
kalitesinin non-invazif tahminleri icin bol miktarda ve kolayca bulunabilen materyaller
saglasa da, simdiye kadar genel olarak onaylanmis hi¢gbir molekiiler 6ngdriiciisii yoktur
(Revelli ve dig. 2009). Son yillarda, miRNA'larin folikiil s1visinda tespit edilebildigi ve
ongoriilen bazi genlerin metabolik ve tireme sinyal yollarin1 hedef alarak fertilite
belirleyicisi oldugu gosterilmistir (Sang ve dig. 2013). Folikiiler sividaki ekstraseluler
miRNA o6rnekleri, teka hiicreleri, kimilus hicreleri, grantloza hucreleri, over korteksi ve
oositler gibi farkli overyan bilesenlerin fonksiyolarinin degerlendirilmesinin yolunu
acabilir (Santonocito ve dig. 2014). Hiicre dis1 vezikiillerin, graniloza ve kumilus
hiicrelerinde bulunan kapsiillenmis miRNA'larla ayn1 oldugu gosterilmistir (Montazerian
ve dig. 2018). Hem in vitro hem de in vivo ¢alismalar, bu vezikiillerin hiicreler arasi
iletisimde rolleri oldugu One sirulen graniiloza hiicreleri tarafindan alinabilecegini ortaya
koymustur (Silveiara ve dig. 2012). Giiglii kanitlar, diisiik over rezervi veya ileri anne yas1
olan kadinlarda, protein bilesimi gibi folikiiler sivi metabolitlerinin kontrol kadinlarina
kiyasla degistigini gostermektedir (Pacella ve dig. 2012). Bu farkliliklar, c¢evreleyen
hiicrelerin gen ve protein seviyelerindeki molekiiler 6zelliklerin farkli olmas1 nedeniyle
olabilir (McReynold ve dig. 2012). insanda hsa-miR-21-5p, hsa-miR-134, hsa-miR-190b
ve hsa-miR-99b-3p iceren folikiiler sivilardaki dort miRNA'nin da geng ve yash kadinlarda
farkli olarak eksprese edildigi gosterilmistir (Diez-Fraile ve dig. 2014). Bulgular, ileri anne
yasinin folikiiler sivi mikrogevresinin oosit kalitesini degerlendirmek icin potansiyel
biyobelirtecler olarak folikiiler sividaki hiicre dist miRNA'larin kullanilabilecegini
dogrulamaktadir. In vitro fertilizasyon (IVF) prosediirii oldukca popiiler olmakla birlikte,
yardimli lireme teknikleri kullanilarak elde edilen gebelik oranlari arzu edilenden daha
azdir (Sullivan ve dig. 2013). Bu nedenle, biylik problemlerden birisi olan oosit ve
embriyo kalitesinin dogru sekilde tahmin edilmesi, yardimli {ireme teknikleri sonuglarini
lyilestirmek i¢in oldukg¢a gereklidir. Hem sigir folikiiler sivisi hem de kan plazmasindaki
kontrollli over hiperstimilasyonu (KOH) ile degisen miRNA profilinin, dolasimdaki
miRNA’lar ile iliskisi oldugu gosterilmistir (Montazerian ve dig. 2018). Bu sonugclar, sigir
folikiiler sivisindaki folikiiler sivi miRNA'larinin, over fonksiyonu ile iligkili genlerin
dizenlenmesinde ve g¢esitli fizyolojik yollarda yer alan genlerin diizenlenmesinde

potansiyel bir role sahip oldugunu gostermektedir (Noferesti ve dig. 2015).
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1.2.8. MikroRNA 21 (miR21)

miR21'in, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar da dahil olmak (zere birgok
patolojik durumda yiikselis gosterdigi bulunmustur (Jazbutyte ve Thum 2010). mir21’in
upregiile olmasi igin gerekli olan non-transkripsiyonel mekanizma, promotor
hiperaktivasyonundan ziyade gen amplifikasyonunu isaret eder (Haverty ve dig. 2008).
Bununla birlikte, mevcut verilerin ¢ogu, miR21 ekspresyonunun transkripsiyonel ve
transkripsiyon sonrasi diizenleme ile siirdiiriildiiglinii géstermektedir (Cai ve dig. 2004,
Davis ve dig. 2008). Pri-Mir-21’in potansiyel promotor bélgeleri iyi ¢alisilmistir. Pri-miR-
21’in gercek boyutu, transkripsiyonel baslangic bolgesi (TSS) ve pri-miR-21'in minimum
promotor bolgesi hala tartisma konusudur (Ribas ve Lupold 2010).

Cesitli biyolojik iglemlerde sik yer almasi nedeniyle, miR21'e olan ilgi son yillarda
ozellikle kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarda ¢arpici bir sekilde artmistir. MiR21'in
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemini vurgulayan ¢ok sayida derleme mevcuttur

(Jazbutyte ve Thum 2010, Ribas ve Lupold 2010, Selcuklu ve dig. 2009).

1.2.8.1. miR21 ekspresyonunun dizenlenmesi

Cullen ve dig. (2004) ilk kez miR21 dizenleyici bolgeyi, pri-miR-21’in
yukarisindaki -3,403 ila -2,395 arasinda bir haritalama yaparak tanimladi (Cai ve dig.
2004). Ug¢ yil sonra Loffler ve dig. (2007) ¢ok benzer bir sekilde, IL6 / Stat3 ile
indUklenebilen -3,565 ila -2,415 arasindaki bolge haritalamasini tarif etmislerdir (Loffler
ve dig. 2007). Daha siki kriterler kullanan daha sonraki bir ¢alismada, Fujita ve (2008);
miR21 firketesinin yukar1 yoniinde -3,770 ila -3,337 bolgelerinde haritalanan aktivasyon
proteini 1(AP-1), Ets/PU.1, C/EBPa, NFI, SRF, p53 ve STAT3’i igeren baglanma
bélgeleri olan, cesitli artirict elementleri de iceren yeni bir promotor tanmimlad:. Ilging bir
sekilde, Fujita ve dig. (2008) tarifi, 2004'te ilk tarif edilen (Cai ve dig. 2004) promotorla
minimal Ortiismeye sahiptir ve bu nedenle, bu iki promotor bdélgenin birbirlerinden

bagimsiz iglev gordiikleri diistintilebilir (Bak. Cizim 1.15).
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Cizim 1.15. pri-miR-21"in genomik lokasyonu (Kumarswamy ve dig. 2011).

Ozsolak ve dig. (2008) miR21’in farkli promotor bdlgelerinin transkripsiyonel
aktivitelerini karsilastirmiglar ve Fujita ve dig. (2008) nin tarif ettikleri promotor bélgenin
digerleriyle kiyaslandiginda daha gii¢lii oldugunu ve ilk tanimlanan promotorun (Cai ve
dig. 2004) ozel hiicre hattiyla uyarilabildigini bulmuslardir (Ozsolak ve dig. 2008). Daha
yakin zamanda, Mudduluru ve dig. (2011) miR-21 geninde bir baska diizenleyici bolge ve
iki transkripsiyonel baglangic bolgesi tanimladilar (Mudduluru ve dig. 2011). miR21
transkripsiyonunun pozitif regilatorlerine ek olarak, birkag transkripsiyon baskilayicisi da
tamimlanmustir. Ornegin, miR21 transkripsiyonu; NFI, C/ EBPa tarafindan baskilanmugtir
(Fujita ve dig. 2008). Bu faktorlerin, forbol miristik asit (PMA) ile muameleden sonra
promotor bolgesinden ayrilmasi, promotor aktivitesinin artmasina neden olur. EK olarak,
Gfil (Velu ve dig. 2009) ve Ostrojen reseptorunun (Wickramasinghe ve dig. 2009), miR21
promotor aktivitesini negatif olarak diizenledigi gosterilmistir. Standart terminolojiye gore,
daha az miktarda bulunan miRNA bir yildiz (*) isaretiyle belirtilmistir. Bu asimetri, Dicer
islemesinin ardindan karsit sarmalin asimetrik bozulmasinin sonucudur. Daha az kararli ug

olan 5”niin bozulmamis kalmasi i¢in daha iyi bir sansa sahiptir (Khvorova ve dig. 2003,
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Schwarz ve dig. 2003). MiR21 i¢in en yakin komsu yontemiyle 5'-ug firkete stabilitesinin
analizi, miR21'in 5'-ucunun miR-21*' den biraz daha az stabil oldugunu ortaya koymustur
(Coutinho ve dig. 2007). Ancak, 72-nt-long pre- miR-21 stemloop'un Dicer aracili
bolunmesinin, 22 nt miIRNA-miRNA dupleksine bdlinmesinden sonra, miR-21* bozulur

ve miR-21 olgun bir miRNA olur.

Transkripsiyonel diizenlemeye ek olarak, miR-21 ekspresyonu post-transkripsiyon
seviyede de dizenlenir. Davis ve dig. TGFp ve BMP4'tin (TGFp stper ailesinin bir Gyesi),
pre-miR-21ekspresyonunu upregiile ettigini, islemden 30 dakika sonra 4 kat arttirdigim
gosterirken, pri-miR-21 ifadesi degismez. Ayrica, miR21 regiilasyonunun, RNA polimeraz
[I'nin a-amanitin ve bir lusiferaz tarafindan inhibe edilmesinden etkilenmedigini
gosterdiler. Daha sonraki deneylerde, yiuksek miR21 seviyelerinin, pri-miR-21'in Smad
proteinlerinin aracilik ettigi Drosha islemindeki artistan kaynaklandigini gosterdiler.
llgingtir ki, ayn1 zamanda TGFP stiper ailesinin bir Uyesi olan BMP6’nin miR21
ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Meme kanseri dokularinda BMP6 ve miR21
arasinda ters bir korelasyon gozlenmistir (Du ve dig. 2009). Liisiferaz raportor
analizlerinde, BMP6'nin E2-box ve API baglama bolgeleri yoluyla miR21 promotor
aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. BMPR1a sinyali astrositlerde miR21 ekspresyonunu
negatif olarak diizenlenmistir, ¢Unki miR-21 seviyelerindeki azalmaya pri-miR21
seviyelerindeki degisiklikler eslik etmistir (Sanhi ve dig. 2010). Bu ¢alismalarin sonuglari
BMP'lerin miR21'i karmasik mekanizmalar yoluyla hem pozitif hem de negatif olarak

diizenledigini gostermektedir.

1.2.8.2. miR-21"in gelisimdeki rolU

Dollenmeden sonra, embriyolar, transkripsiyon ihtiyaglari icin kendi transkripsiyon
mekanizmalar1 iglevsel olana kadar maternal olarak tiiretilmis mRNA'lara ihtiya¢ duyar.
Embriyonik genom aktivasyonu baslatildiginda, maternal mRNA bozulur ve erken gelisim
evrelerinde ifade edilen miRNA'larin bu bozulmada 6nemli bir rol oynadig: diistiniiliir
(Schier 2007). Zebra balig1 gibi omurgali gelisim modellerini kullanan ¢alismalarda, miR-
21 ekspresyonu, gelisimin ¢ok erken asamalarinda tespit edildi. Chen ve dig. (Chen ve dig.
2005) miR-21"in erken gelisim evrelerinde (12 saat) tespit edilebildigini ve zebra baligi
embriyosunun gelismesinde doku orijininden bagimsiz olarak, tim miRNA'larin% 40'ina
kadar fibroblastlarda olustugunu gostermistir. Gokkusag1 alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)
(Ramanchandra ve dig. 2008) iceren baska bir ¢alismada, miR-21'i duzenleyen

transkripsiyon faktorlerinden biri olan miR-21 (Loffler ve dig. 2007) ve Stat3'in
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ekspresyon seviyelerinin embriyonik gen aktivasyonu sirasinda Onemli Olglide arttigi
gosterilmistir.  MiR-21'in, heniiz tanimlanamayan bir mekanizma tarafindan anne
tarafindan kalitilan mMIiRNA'larin par¢alanmasinda Onemli bir rol oynadigmmi 0One

siirmiislerdir.

Noronal baskilayict REST (REI sessiz transkripsiyon faktori), fare embriyonik kdk
(ES) hucrelerinde yiksek seviyelerde eksprese edildigi gosterilmistir (Ballas ve dig. 2005).
MIiRNA ekspresyonu, Rest'in, Oct4, Nanog ve Sox2 gibi kritik kendini yenileme
duzenleyicilerinin ifadesine mudahale eden miR-21'i igeren bu miRNA'lar1 bastirdigini
ortaya koydu. Daha sonraki analizlerde, miR-21'in pre-miR-21 tarafindan asir
ekspresyonunun, fare ES hicrelerinin kendi kendini yenileme kapasitesini %60 oraninda
belirgin bir sekilde azalttigi bulunmustur. Kendi kendini yenileyici belirtecler olan Oct4,
Nanog, Sox2 ve c-myc’nin ekspresyon seviyelerinin dnceden miR-21 ile tedavi edilen
hiicrelerde azaldigi bulunmustur. Bu sonuglar, Rest tarafindan bastirilan miR-21'in, en

azindan kismen fare ES hiicrelerinin yenilenmesini diizenledigini gdstermistir (Regalla ve

dig. 2011).

1.2.9. MikroRNA 27 (miR-27)

MikroRNA-27; miR-27a ve miR-27b'den olusan, tiimér gelisiminde hayati rol
oynayan bir miRNA ailesidir. Farkli kromozomlardan kopyalanirlar ve 3' ucundaki
niikleotitleri ~ farklidir.  Giderek artan ¢alismalar  dogrultusunda, miR-27a'nin
polimorfizmler, proliferasyon, apoptoz, go¢ ve anjiyogenez dahil timor biyolojisinde
hayati bir rol oynadigin1 dogrulanmistir. Son ¢alismalarda, miR-27a’nin karaciger kanseri
ve prostat kanseri gibi ¢esitli kanserlerde 6nemli 6l¢iide diizenlenmesinin bozuldugu ve bir
onkogen olarak rol oynadigi gosterilmistir. Bununla birlikte, mide kanseri, mesane kanseri,
0zofagus skuamdz hiicrelerinde timor baskilayici olarakta islev gorebildigi bilinmektedir

(Xingwang ve dig. 2019).

“miR-27a, POI olan kadinlarin plazmasinda anlamli sekilde up regile olur ve buda
miR-27a’nin POI gelisimindeki diizenleyici roliinii gosterir (Yang ve dig. 2012, Dang ve
dig. 2015). miR-23a-27a-24-2 kimesinin; hiicre dongiisti, proliferasyon, farklilagma,
apoptoz, hematopoez ve kardiyak hipertrofi gibi normal ve patolojik sureclerde kritik rol
oynadig1 bilinmektedir (Chhanra ve dig. 2010, Huang ve dig. 2008). Hem miR-23a hem de
miR-27a, (FasL)-Fas yolu ile dogrudan Fas ligandi in vitro olarak aktive eder ve SMAD5S'i

hedefleyerek granuloza hicrelerinin apoptozisine aracilik eder (Nie ve dig. 2015). Bu
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bilgilere ek olarak Kim ve dig. (2013) miR-27a mimik dizisinin graniloza hicrelerine
transfekte edilmesinin fare folikulerinde oosit olgunlagsma oranini azalttig1 gdstermistirler
(Kim ve dig. 2013). Graniloza hiicreleri tarafindan iretilen insiilin biiyiime faktorii
baglayict protein 2 (IGFBP-2), folikiler gelisim sirasinda intra folikiiler over insiilin
biiylime faktoriiniin (IGF) biyoyararlanimini diizenler (Armstrong ve dig. 2001). IGFBP-2
ekspesyonundaki degisim miRNA-27a transfeksiyonunun bir sonucudur ancak, bu yolagin
nasil diizenlendigi heniiz bilinmemektedir. Onceki c¢alismalar, IGFBP-2 ekspresyonunun,
gonadotropinle uyarilan sigan graniiloza hlcrelerinde (Spicer 2004). arttigini, dolayisiyla
aday hedef olarak IGF'nin baglanmamis fraksiyonunun olabilecegini gostermektedir.
Sonug olarak, miR-23a ve miR-27a folikilogenez igin kritiktir. Grantloza hucrelerinin
apoptozuna ve oosit olgunlagsmasina aracilik etmek, folikiiler gelisim sirasinda blyime
faktorlerini dizenlemek gibi gorevleriyle POI gelisiminde rol oynarlar (Ying ve dig.
2017)”.

1.2.10. MikroRNA 144 (miR-144)

MiR-144, birgok hastalik ile iligkili oldugu ve metastaz tizerinde etkisi oldugu tespit
edilen onemli bir mirRNA'dir (Keller ve dig. 2014). Ornegin, MiR-144, hepatoselliler
karsinomada (HCC) bir tiimor baskilayict olarak taninmig ve ZFX'i (Zinc finger X-
kromozomal protein geni) hedef alarak HCC hiicre proliferasyonunu, istilasini ve gogiinii
Onleyebilir (Bao ve dig. 2017). Son yapilan ¢alismalar, miR-144'tin asir1 ekspresyonunun
epitelyal mezenkimal gegisi baskilayabilecegini gostermistir (Pan ve dig. 2015). Sun ve
dig. miR-144"in papiller tiroid kanserinde (PTC) tiimor baskilayici olarak islev gordiigiinii
ortaya koymustur (Sun ve dig. 2017). Bununla birlikte, meme kanserinde miR-144'(in
ayrintili molekiiler mekanizmasi1 heniiz tam olarak a¢iklanamamistir (Yuanqin ve dig.

2018).

Onceki galismalar, miRNA'larin POF hastalar1 ve normal bireylerin plazmasinda
farkl1 sekilde eksprese edildigini ve POF'un patogenezinde, erken tani ve terapotik
etkinliginin degerlendirilmesinde 6nemli rol oynadiklarini gostermistir (Guo ve dig. 2017).
MiRNA'lar arasinda, miRNA-144" {in POF hastalarinin plazmasinda down regiile oldugu
bilinmektedir (Yang ve dig. 2012, Yujie 2015). MikroRNA’larin, POF’un altinda yatan
mekanizmasindaki rolii agikliga kavusturulmaya devam etse de, mMiIRNA-144-5p’nin POF
hayvan modellerinin dokularinda, normal over dokularindakine kiyasla down regule
oldugu bilinmektedir (Yang ve dig. 2019).
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1.2.11. MikroRNA 146 (miR-146)

MikroRNA  polimorfizmleri, hiicresel fonksiyonlarin miRNA-aracili
duzenlenmesine, miRNA hedef genine ve miRNA sentezine potansiyel olarak midahale
edebilen polimorfizmler olarak tanimlanabilir (Mishra ve Humeniuk 2013). MiR-146a,
kromozom 5 (5g34) uzerinde bulunur ve immin cevabin ve inflamasyonun kuvvetle
duzenlenmesi icin bilinen iyi korunmus miRNA'lardan biridir (Nelson ve dig. 2008). miR-
146a’nin; kanser, diyabet ve bazi otoimmiin hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklara etkisi olan
ana degiskenlere sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, mevcut bulgularda etnik
farkliliklarin etkileri ile iligkili olabilecek galismalar vardir. G/C polimorfizmi (rs2910164),
pre-miR-146a sekansi iginde yer almaktadir ve tekrarlayan implantasyon basarisizligi,
birka¢ kanser, hipertansiyon, koroner arter hastaligi ve over disfonksiyonlar1 gibi gesitli

bozukluklarla iligkisi aragtirilmistir (Cho ve dig. 2016, Imbar ve Eisenberg 2014).

POI'li kadinlarda yapilan bir ¢caligmada, miR-146aC alelinin miR-196a2C aleli ile
ve miR-146aG alelinin miR-196a2T aleli ile birlestiginde POF riskinin azaldigini
gosterilmistir (Rah ve dig. 2013). Bununla birlikte, miR-146aC alel ile miR-196a2T alel
kombinasyonu ve miR-146aG alel ile miR-196a2C alel kombinasyonunun POF riskini
arttirdi@1 gosterilmistir (Rah ve dig. 2013). MiR-146a ekspresyonunun, POI'li idiyopatik
hastalardan elde edilen plazma ve granlloza hicrelerinde up regiule diizenlendigi
bulunmustur (Yang ve dig. 2012, Chen ve dig. 2015) MiR-146a, sigir oositlerinde oosit
olgunlasmasi siirecinde ve preimplante embriyo gelisimi sirasinda eksprese edilir ve miR-
146a'nin varsayilan hedef genlerinden biri, kaspaz8 yolu ile folikiilogenez sirasinda oosit
apoptozunu diizenleyen Fas'tir (de los Santos ve dig. 2000, Suzuki ve dig. 2010). Ek
olarak, miR-146a folikulogenez ve atrezinin timor nekroz faktorii (TNF) 'ye bagli olarak
diizenlenmesinde de rol oynar (Hussein 2005). Ayrica, miR-146a graniiloza hucrelerinde
interlokin-1 reseptor ile iligkili kinaz (IRAK1) ve tiimor nekroz faktorii reseptori ile iliskili
faktor 6 (TRAF6) ile apoptozu indikler (Hussein 2005). Graniiloza hiicrelerinin apoptozisi
POl'de cok dnemlidir. Apoptozda miRNA'larin diizenleyici mekanizmalarinin anlagilmas,
POI'nin patogenezini gostermenin 6nunid agmaktadir. MiR-196a, embriyogenez sirasinda
yenidogan over homeobox geninin (NOBOX) ekspresyonunu inhibe eder (Tripurani ve
dig. 2011). NOBOX genindeki mutasyonlar POF ile iliskilendirilmistir (Qin ve dig. 2007),
miR-196a'nin NOBOX'" diizenleyerek POF riskini artirabilecegini diistinilmektedir.
Bununla birlikte, NOBOX'in overde miR-196a tarafindan diizenlenip diizenlenmedigi

henuz bilinmemektedir. Hedef genler muhtemelen miR-146a ve miR-196a'dan etkilenir;
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daha sonra, anormal bir folikiilogenez meydana gelir. Ancak, gelecek ¢alismalar altta yatan
mekanizmalar: daha iyi agiklayacaktir (Ying ve dig. 2017).

1.2.12. MikroRNA 190 (miR-190)

miR-190, 15¢g22.2 kromozomu Uzerinde talin2 (TLNZ2) geninin intron bolgesinde
bulunur. Yapilan arastirmalar, miR-190 ekspresyonunun agresif ndroblastomlarda
azaldigimi ve asirt ekspresyonunun, tiimor biiyiimesini baskiladigi ve hizli biiyiiyen
timorlerde uyku hali siiresinin uzamasina yol agtigint gostermistir (Almog ve dig. 2013).
miR-190, hepatoseliler karsinoma hiicrelerinin goc, invazyon ve anjiyogenez yeteneklerini
epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) fenotipinin inhibisyonu ile baskilar (Hao ve dig. 2014).
Aksine, mide kanseri dokularinda miR-190 ekspresyonu yikselir ve mide kanserinin
ilerlemesine katkida bulunur (Jia ve dig. 2016), bu durum miR-190"mn, timér gelisiminin
farkli asamalarinda ve farkli tiimor ortamlarinda farkli bir rol oynayabilecegini

diisiindiirmektedir (Yue ve dig. 2019).

Bitdn bunlarla birlikte, yiksek miR-190'in PHLPP down regulasyonundan sorumiu
oldugunu ve bunun sonucunda uzun siireli veya gucli Akt aktivasyonuna neden oldugunu
belirtti (Beezhold ve dig. 2011). PI3K/Akt sinyali, primordiyal folikil aktivasyonuna
(Scharer ve dig. 2009) etki edebilir ve primordiyal folikul yenilenemezse, tikenen
primordiyal folikil havuzu erken menopoza yol agar (Arnold ve dig. 2005). Yapilan bazi
aragtirmalarda MiR-190"1n, POF dokularinda yiiksek oranda eksprese edildigi ve miR-190
ile CCL2'nin ekspresyonu arasinda ki ters iliskinin over adenokarsinomunda rol oynadigi
gosterilmistir (Arnold ve dig. 2005, Kuang ve dig. 2014). Bitiin bu veriler birlikte ele
alindiginda, overde hormon uyarimindaki islev bozuklugu ile iliskili olan miR-27b ve miR-
190'in anormal ekspresyonunun POF baslangicina katkida bulunabilecegini belirtmek

mimkunddr (Kuang ve dig. 2014).
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2. AMAC

Bu caligmanin amaci; azalmis over rezervi bulunan erkek dis1 faktére bagl infertil
kadinlarin overyan folikiil sivilarinda miRNA degiskenliklerini gostererek ekspresyonu
gbzlenen miRNA’larin kadin infertilitesinde noninvaziv belirte¢ olarak kullanilmasinin

Oniinii agmaktir.

Ovaryumda; folikiil gelisimi ve sec¢ilimi, atrezi, ovulasyon ve luteolizis endokrin ve
parakrin faktorlerle yakindan iliskili, ekspresyonu ve iligkileri sikica diizenlenmis oldukca
fazla gen tarafindan kontrol edilir. Ovaryumdaki genlerin diizenlenmesinde major gen
diizenleyici siniflardan biri olarak bu miRNA molekiillerinin de dahil edilmeleri
Onerilmistir. Caligmalar farkli tlirlerin ovaryumunda overyan fonksiyonlarda onemli
olabilecekleri diisiiniilen c¢esitli miRNA’larin ekspresyonunu gostermistir. Tiirler dikkate
alinmadan; let-7 ailesi, miR-21, miR-99a, miR-125b, miR-126, miR-143, miR-145 ve

miR-199b bircok turiin ovaryumunda ortak bulunan miRNA popiilasyonlaridir.

Biyoinformatik taramalar ve gen ontoloji analizleri; agirlikli olarak memeli
ovaryumlarinda hedef genleri eksprese edilen miRNA’lar1 ¢esitli biyolojik siire¢ ve
yolaklarda ya da molekiiler baglantilarda tespit etmistir. Hlcre siklusunun diizenlenmesi,
hiicre 6liimii, hiicreden hiicreye sinyal iletimi, hiicresel biiylime, gelisim ve c¢ogalma,
endokrin sistem hastaliklar1 ve overyan fonksiyonlarin altinda yatan c¢esitli yolaklarda da

miRNA’lar tespit edilmistir.

MikroRNA’larin kansere, kalp hastaliklarina ve bulasic1 hastaliklara neden olan
rolleri gesitli ¢alismalarda gosterilmistir. Graniiloza hiicrelerindeki miRNA ekspresyonu;
folikiilogenez ve overyan steroidogenezi iceren dzel genlerin ekpresyonunu direkt olarak
diizenleyebilir.  miRNA’nin ana ovaryan streoidlerden progesteron ve Ostradioliin
salmmminin kontroliine katilmasi kritik noktadir. Bir¢ok biyolojik mekanizma miRNA
tarafindan diizenlenir fakat infertilite nedenlerinden birisi olan azalmis over rezervinde
miRNA’nin roliiyle ilgili arastirma bulunmamaktadir. Ureme metabolizmasi ile miRNA
arasindaki iliskinin kurulmas: ve hangi miRNA tiplerinin bu siiregte rol oynadiginin
gosterilmesi bu tarz lireme hastaliklarinin tedavisinde miRNA’larin yardimci belirteg

olarak kullanilabilmelerini saglayacaktir.

miRNA molekiillerinin viicut sivilarinda sabit olarak tespit edilmesi bunlarin makul

birer klinik tani belirteci olarak kullanilmasinin yolunu acar. miRNA’nin essiz 6zelligi,
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klinik orneklerde biiyiik Olglide bozulmamis sekilde kalmasi, ilireme hastaliklarinin
molekiiler fenotipini vurgulamasi ve viicudun fizyopatolojik durumunu monitdrize ederek
degerlendirmesidir. MikroRNA’nin folikiil sivisinda bulunmasi, minimal diizeyde invaziv
belirte¢ olmas1 agisindan umut vaat edicidir. Boylece daha hassas ve 6zel testlere ulagimi

saglayabilir.

Overyan-6zel miRNA’larin serumda tespit edilmesi erken tani ve prognozdan daha
fazla verim elde edilmesini saglayabilir ve tedavinin bireysellestirilmesi agisindan da iyi
bir potansiyel olusturur. Bu yeni yaklasim, over rezervinin tespit edilmesini, overyan
endokrin fonksiyonun belirlenmesini ve embriyo implantasyon siirecini degerlendiren
gelecek klinik yonetim agisindan ¢ok 6nemli bir nitelik tasimaktadir. Ozgiin miRNAlarmn
tespit edilmesi disi tireme dokusunda tanimlanmasi basarili iiremeye olanak saglayacak

olan gen regiilasyonu mekanizmasinin daha 1yi anlagilmasina olanak saglar.

mMIiRNA ekspresyonuna genis agidan bakildiginda, steroidogenez, ovulasyon,
korpus luteum gelisimi ve fonksiyonu gibi temel overyan oOzellikler iizerindeki etkileri
yapilan calismalarla ortaya c¢ikartilmistir. RNA’nin ovulasyondaki roliiyle ilgili yapilacak
daha ileri ¢aligmalar, ovulasyon indiiksiyonu ve tireme teknolojileri (ART) i¢in potansiyel

bir kullanima yol acabilir.

Bu ¢alisma ile ulasilmak istenen hedef; azalmis over rezervi ile iligkili olabilecegini
diistindiigiimiiz bes miRNA (hsa-mir-21, hsa-mir-190, mir-146, mir-27 ve mir-144)’nin
AOR olan ve olmayan kontrol grubu kadin hastalardan alian folikiil sivilarindan izole
ettikten sonra bu miRNA’larin AOR ile ne kadar iliskili olduklarini saptamaktir. Diinyada
cevresel faktorler, yasam sartlar1 ve bebek sahibi olmanin ertelenmesi ile iligkili olarak
yasa bagli ve yastan bagimsiz olarak ortaya c¢ikan azalmis over rezervi pek cok kadim
etkilemektedir ve infertilite nedeni olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu konuyla ilgili elde edilen
verilerin azalmis over rezervi bulunan hastalara gen terapisi veya benzeri yontemlerle

tedavinin Oniinii agabilecegini diisiiniiyoruz.
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3. YONTEM

Bu calisma igin Kocaeli Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan

14.07.2015 tarihli KOU KAEK 2015/216 kod numarasi ile etik kurul onay1 alinmastir.

Tez ¢alismamiza, 2016-2017 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Yardimla Ureme Teknikleri Merkezine basvuran, azalmis over rezervi
bulunan 64 primer infertil kadin ve kontrol grubu olarak da normal over rezervine sahip 10

hasta dahil edilmistir. Hastalar IVF tedavisine alinarak ICSI islemine tabi tutulmustur.

3.1 Situmulasyon Protokolu

Hastalara Antagonist protokol uygulandi. Gonadotropinlerle tedaviye E2 seviyesi
<50 pg/ml oldugunda ve transvajinal muayenede ovaryan kist saptanmadig1 durumlarda
baslandi. Antagonist tedavide, gonadotropinlerin uygulanmasina siklusun 3. ya da 4. giinii
serum progesteron seviyesinin <1 ng/ml, endometriyum kalinliginin <Smm ince oldugu ve
transvajinal ultrasonda ovaryan kist yoklugundan emin olundugu takdirde baslandi.
Antagonist tedaviye gonadotropin uygulanmasindan 5giin sonra baslandi. Azalmis over

rezervi olan hastalara her giin 225-375 tnite (1U) gonadotropin tedavisi uygulandi.

Hastalar en az bir folikuli >18mm ulastiginda gerekli E2 yanit1 alinarak hCG (250
ug; Ovitrelle, Merck Serono) uygulamasia gegildi. hCG enjeksiyonundan 36 saat sonra
oositler toplandi.

Folikiiler sivi transvajinal ultrason esliginde aspirasyonla elde edildi ve o0osit
kiimulis kompleksi sivi Ornek iginde tespit edildi. Oositlerin folikiil sivisindan
toplanmasinin hemen ardindan folikiiler sivi goriiniir veya minimal kan kontaminasyonu
olmaksizin aseptik olarak toplandi ve isleme tabi tutuldu. Folikiiler sivi 6rnekleri, folikiiler
hiicre artiklar1 ve kandan arindirmak igin 2800 rpm'de 20 dakika santrifiij edilerek,
stipernatant hemen temiz polipropilen tipu icine transfer edildi ve daha ileri analizler igin -
80°C*‘de saklandi. Yogun kan kontaminasyonlu numuneler daha ileri analizlerde ¢alisma

disinda birakildi.
3.2 Folikiil Sivisindan miRNA Izolasyonu:

Elde edilmis olan folikiil sivilarindan miRNA izolasyonu icin Roche High Pure
miRNA Isolation Kit ( ROCHE, Mannheim, Germany) kullanildi. miRNA izolasyon
detaylar1 asagidaki gibidir:
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Hazirlik asamasinda yikama tamponuna 40 ml saf etanol eklenmistir. Baglayici

tampon 4’e 1 oraninda niikleaz icermeyen su ile seyreltilmistir.
1. Pipetaj yaparak 150 pl folikiil sivist alindi.

2. Uzerine 312 ul baglayici tampon + 200 pl baglayici gen arttiric: eklendi.

3. Toplam vollim pipetaj yapilarak, 700 pl yiksek oranda saf filtreli tipe eklendi.
13.000xg’de 60sn. santrifiij edildi.

Toplanan sivi atilarak filtreli tiipe 500 pl yikama tamponu eklendi.

13.000g’de 30sn santrifiij edildi.

Toplanan sivi atilarak 300 pl yikama tamponu eklendi.

13.000g’de 30sn santrifiij edildi.

Toplanan sivi atilarak filtreli tip bos 13.000g’de 1 dk santrifuj edildi.

© © N oo a &

Filtre 1,5 pl’lik tiipe aktarildi.

10. Filtrenin Gzerine 15 pl elution tampon eklendi.

11. 1 dk inkiibe edildikten sonra 13.000g’de 1 dk santrifuj edildi.

12. Toplanan RNA filtreye tekrar aktarildi, 1dk beklenildikten sonra 13.000g’de 1dk

santriftj edildi.

3.3. MikroRNA’larin Miktar ve Saflik Analizleri

RNA’nin miktart NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)
cihazinda RNA-40 opsiyonu kullanilarak yapildi. Bu islemde oncelikle cihazin pedalina
2uL niikleaz igermeyen su konulup ve cihaza ait yazilim programindaki “Blank” butonuna
basilarak kor 6lgtimii yapildi. Ardindan pedal bir kagit havlu ile temizlenerek pedal tzerine
2uL. RNA pipetlenerek cihazin yazilim programinda “Measure” butonuna basilarak
RNA’nin kantitesi 6l¢iildii. Saf bir RNA i¢in 260/280 oraninin 2,0; 260/230 oraninin ise
2,0-2,2 olmasina dikkat edildi.

3.4. cDNA Sentezi:

Izole edilen drneklerin nanodropta kantite degerlerine bakildiktan sonra ¢alismaya
uygun olan miRNA orneklerinden cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi igin Thermo
Fisher Scientific Tagman MikroRNA Reverse Transcription Kit (AppliedBiosystems)
(North America) kullanildi. cDNA sentezi detaylar1 asagidaki gibidir:

1. MikroRNA o6rnekleri 5 ul’sinde 2ng olacak sekilde diliie edildi.
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2. Reaksiyon basina 0,15 pl dNTP mix (100 Mm), 1pul Multi Scribe Reverse
Transcriptase, 1,5 pl 10x RT Buffer, 0,19 pl RNase Inhibitor ve 4,16 p nikleaz
icermeyen su olacak sekilde master mix hazirlandi.

3. 7 ul hazirlanan master mix’ ten 0,2 ml hacimli PCR tiiplerine dagitildu.

4. 3 pl istenilen gen bolgesine ait primer dagitildi. Housekeeping gen icin RT
primerHsa-miR-16-5p, hedef genler igin ise primerHsa-miR-21, primerHsa-miR-
190, primerHsa-miR-146, primerHsa-miR-27 ve primerHsa-miR-144 kullanildi.
Primerler Applied Biosystems Tagman MikroRNA Assays (USA) Kit'inden temin
edildi.

5. Sul’sinde 2 ng olacak sekilde diliie edilen miRNAdiliisyon 6rneklerinden Sul’ ser
tiiplere dagitildi.

6. Total volim 15 pl olan 6rnekler Termal Cycler’da inkiibe edildi. Termal Cycler

protokolii asagidaki gibidir (Bak. Cizelge 3.1);

Cizelge 3.1. Termal Dongiler

16 °C 30 dk
42°C 30 dk
85°C 5 dk
4°C sonsuz

3.5. Real Time PCR:

Bu agamada elde edilen cDNA &rneklerinin Tagman Assay prob ile isaretlemeleri
yapildi. Real time PCR icin Roche Light Cycler 480 Il kantitatif Ger¢ek Zamanli PCR
cihazi kullanildi. Kullanilan 20x problar (Applied Biosystems Tagman MikroRNA Assays
(USA) Kit) TM Hsa-miR-16, TM Hsa-miR-21 TM Hsa-miR-190, TM Hsa-miR-146, TM
Hsa-miR-27 ve TM Hsa-miR-144. RT-PCR asamalari asagidaki gibidir:

1. 96 reaksiyonluk Roche Light Cycler 480 II cihazina uygun plate kuyucuklarinda,

e Applied Biosystems Tagman Universal Master Mix II, with UNG (USA)
master mix’ten 6rnek basma 10 pl,

e Tagman Assay20x probdan ornek basmna 1 ulTM Hsa-miR-16, TM Hsa-miR-
21, TM Hsa-miR-190, TM Hsa-miR-146, TM Hsa-miR-27 ve TM Hsa-miR-
144)

e CcDNA’lardan 6rnek basina 1,33 pl
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e niikleaz icermeyen sudan 6rnek basina 7,67 pl

olacak sekilde uygun plate diizenine gore total voliim 20 pl olarak hazirlandi.

2. Omneklerin Roche Light Cycler 480 II cihazinda Second PCR ¢alismalar1 yapilds.
Deney dongiileri asagidaki gibidir (Cizelge 3.2);

Cizelge 3.2. Deney Dongiileri

o Sicaklik )
Sicaklik Edinim | Tutma Analiz
] Artis Dongu
(°C) Modu Sdresi Modu
Orani(°C)
UNG (Urasil-DNA
o 50°C Yok 2 dk 4.4 1 Yok
Glikozilaz)
BAGLANMA 95°C Yok 10 dk 4.4 1 Yok
5 95°C Yok 15sn 4.4
COGALMA 40 Miktar
60°C Tek 1dk 2.2
SOGUMA 40°C Yok 30 sn 2.2 1 Yok
3.6 Analiz

3. 6.1. Sonuc¢larin Okunmasi

Calismada, crossing point (CP) degerleri elde edilerek hesaplamalar yapildi.

3.6.2.Sonug¢larin REST ile degerlendirilmesi

Sonuglar, elde edilen CP degerlerinin REST (Relative Expression Software Tool,
v.2. 2002) programina girilmesiyle elde edildi. Hsa-miR-16 housekeeping (referans) gen
olarak, Hsa-miR-21 geninin RT-PCR ile ekspresyonunun gézlenmesi nedeniyle, hedef gen
olarak programa girildi. Programda saglikli kontrol gruplarina ait CP degerleri “control”
kismina yazilirken, hasta gruplarina ait CP degerleri de ‘“samples” kismina yazildi.
Program 2(dela delaCh formyjliine gére hesaplama yaparak miR-21'in hasta gruplarinda kag
kat azaldig1 /arttig: belirtildi.

3.7 istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme i¢in IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA)
paket programi kullanildi. Normal dagilima uygunluk testi i¢in Kolmogorov-Smirnov Testi

uygulandi. Normal dagilim gosteren niimerik deg§iskenler ortalama + standart sapma,
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normal dagilim gdstermeyen niimerik degiskenler medyan (25. - 75. persentil), kategorik
degiskenler frekans (%) olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip
olmayan niimerik degiskenler i¢in Mann Whitney U testi, kategorik degiskenler i¢in Yates
kikare testi kullanilarak test edildi. Iki yonlu hipotezlerin testinde p<0.05 istatistiksel
onemlilik igin yeterli kabul edildi. Yapilan analizlere gore hastalarin klinik ve laboratuvar
ozellikleri (Cizelge 3.3) ve biyokimyasal gebelik oranlari (Bak. Cizelge 3.4) elde

edilmistir.

Cizelge 3.3. Hastalarin klinik ve laboratuvar 6zellikleri

Medyan (25.-75
Grup petrsentil) P
Hasta 37.00 (32.00 -39.25
Yas (yi) ( ) <0.001
Kontrol 29.00 (27.00-30.25)
) Hasta 3.00 (1.00-5.00)
Toplanan Oosit <0.001
Sayisi Kontrol 9 (6.25-11.25)
Déllenme Oram | H2St8 66.00 (0.00-100.00) 0.658
Kontrol 60.50 (37.00-92.50)
Hasta 12.30 (8.76-16.85) 61005
FSH (1U/L) Kontrol 7.18 (5.95-9.32) '
Hasta 5.07 (3.95-6.87) 0,500
LH(IUL) Kontrol 3.09 (2.18-2.18) |
Hasta 0.70 (0.48-1.14)
hCG gunu 0.489
Progesteron(ng/ml) Kontrol 0.61 (043-067)
Hasta 37.00 (31.00-56.50) 0339
E2 (pg/ml) Kontrol 39.00 (39.00-46.25) |
Hasta 0.48 (0.08-1.01) 0,001
AMH (ng/ml) P ontrol 4.69 (2.50-6.89) '
o Hasta 460.00 (214.50-792.75)
hCG gunu E2 1236.00 (912.00- <0.001
(pg/ml) Kontrol 1660.00)
ET giing Hasta 9.45 (0.00-11.00) o0
Endometriyum '
Kalinh@ (mm) Kontrol 11.20 (6.82-11.85)
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Cizelge 3.4. Kontrol ve Hasta gruplari arasinda biyokimyasal gebelik oranlarnin karsilagtirilmasi

Grup Oran p*
Gebelik Hasta %11.3
0.137
Kontrol %30.0

* Gruplar arasi istatistik Chi-Square Testine gore yapildi. p<0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

3.8 Kullanmilan Kimyasal Malzemeler ve Cihazlar

3.8.1.Kimyasal Malzemeler
TagMan MICRO RNA Reverse Trancription Kit 200 RXN (THERMO FISHER

SCIENTIFIC)

TagMan MikroRNA Assay, S hsa-miR-21-5p, 000397 (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)

TagMan MikroRNA Assay, S hsa-miR-190b, 002263 (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)

TagMan MikroRNA Assay, S hsa-miR-146a-3p, 002163 (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)

TagMan MikroRNA Assay, S hsa-miR-27a-5p, 002445 (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)

TagMan MikroRNA Assay, S hsa-miR-144-5p, 002148 (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)

TagMan MikroRNA Assay, S RNU6B, 001093 (THERMO FISHER SCIENTIFIC)
TagMAN Universal Master Mix Il, with UNG, 5 ml (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)

Ultrapure™ DNAse/RNAse-free Distile Su, 500 ml (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)

High Pure miRNA Izolasyon Kit, 50 rxn (ROCHE)
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High Pure RNA izolasyon Kit, 50 rxn (ROCHE)

3.8.2. Cihazlar
Laminar Flow (ScanLaf)

Ultrason(Medison 3D Volume)

Santrijij(Kubota, 2420)

Sogutmali mikrosantrifiij (Sigma 1-15 PK)

NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)
Thermal Cycler (Bio Rad T100)

LightCycler 480 (Roche Life Science)
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4. BULGULAR

4.1. RT-PCR Bulgulan

Yapilan RT-PCR c¢aligsmalar1 sonucunda saglikli kontrol grubu ve AOR hasta grubu
arasinda Hsa-miR-21 ve housekeeping gen olan Hsa-miR-16-5p’nin CP degerleri saptandi.
Bu gruplara ait CP degerleri cizelgelerde (Bak. Cizelge 4.1) ve (Bak. Cizelge 4.2)

gosterildi.

Elde edilen CP degerleri REST (RelativeExpression Software Tool, v.2. 2002)
programina girilmistir. Hsa-miR-16 housekeeping (referans) gen olarak, Hsa-miR-21 geni
ise hedef gen olarak programa girildi.

Buna gore; Hsa-miR-21 geninin ekspresyonunun AOR hasta grubunda (n=62),

saglikli kontrol grubu (n=10) hastalarina gore 3.96 kat azaldig1 saptandi.

Hsa-miR-27, Hsa-miR-144, Hsa-miR-146 ve Hsa-miR-190 genlerinin
ekspresyonlarina saglikli kontrol grubu ve AOR hasta grubunda rastlanmadi. Bu
miRNA’larin folikiil sivisina ya hi¢ gegmedigi ya da gegcen miktarin RT-PCR ile

saptanamayacak kadar az oldugu diisiiniilebilir.

4.2. Klinik ve Laboratuvar Bulgular:

AOR ve kontrol grubu hastalarin klinik ve laboratuvar 0Ozellikleri
karsilagtirildiginda; yas ve FSH degerleri AOR hasta grubunda kontrol grubuna oranla
daha yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). hCG giinii E2 degeri, AMH
ve toplanan oosit sayist degerleri ise kontrol grubunda AOR hasta grubuna oranla daha

yuksek ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Dollenme oranlari, LH ve hCG giinii progesteron degerleri AOR hasta grubunda
kontrol grubu hastalarina oranla daha yiiksek bulunup istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi (p<0.05). E2 ve embriyo transferi giinii endometriyum kalinliklar1 kontrol grubu
hastalarinda AOR hasta grubuna gore daha yiiksek bulunup istatistiksel olarak anlamli bir

fark goriilmedi (p<0.05).

AOR hasta grubu ve kontrol grubu hastalar1 arasinda gebelik oranlari
karsilastirildiginda kontrol grubu hastalarda gebelik oranlar1 daha yiiksek bulunup
istatstiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p<0.05).
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Cizelge 4.1. Yapilan RT-PCR sonucu elde edilen AOR grubu (n=62) CP degerleri saptandi ve REST
(RelativeExpression Software Tool, v.2. 2002) programina girildi.

AOR Grubu miR-16-5p miR-21
(n=62) (Referans Geni CP
Degerleri) (Hedef Geni CP
Degerleri)
1 30,120 28,720
2 28,070 29,960
3 26,710 27,900
4 30,770 32,010
5 29,070 35,000
6 32,100 35,000
7 31,310 35,000
8 29,590 35,000
9 31,200 35,000
10 30,000 31,030
11 29,570 31,730
12 29,590 29,140
13 30,930 31,160
14 27,290 29,390
15 35,000 35,000
16 32,780 32,720
17 28,210 31,600
18 30,770 30,300
19 30,080 31,940
20 30,460 30,760
21 31,740 32,390
22 31,960 31,200
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23 30,800 29,910
24 30,990 30,670
25 31,680 32,240
26 32,600 32,290
27 29,520 30,080
28 32,960 33,890
29 31,240 30,950
30 32,660 32,380
31 33,220 32,700
32 31,850 31,280
33 32,470 31,990
34 31,300 31,010
35 30,150 30,890
36 34,340 35,000
37 32,200 31,810
38 32,420 30,930
39 31,980 31,110
40 28,760 29,690
41 33,470 31,950
42 32,810 32,760
43 30,780 30,180
44 31,440 31,090
45 35,000 32,780
46 32,490 31,310
47 30,830 30,960
48 31,090 30,580
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49 32,020 31,940
50 31,450 31,100
51 33,350 32,270
52 32,200 31,140
53 31,800 32,120
54 31,470 31,080
55 32,290 32,300
56 32,190 31,560
57 31,860 31,720
58 31,610 32,610
59 27,740 28,370
60 35,000 35,000
61 31,540 32,140
62 30,520 29,620
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Cizelge 4.2. Yapilan RT-PCR sonucu elde edilen kontrol grubu (n=10) CP degerleri saptandi ve REST
(RelativeExpression Software Tool, v.2. 2002) programina girildi.

Kontrol Grubu miR-16-5p miR-21
(Referans Geni CP
(n=10) Degerleri) (Hedef Geni CP
Degerleri)
1 33,440 32,280
2 34,730 33,360
3 32,570 31,020
4 32,610 31,080
5 33,080 32,090
6 31,610 30,560
7 37,470 34,220
8 33,670 30,400
g 35,060 33,550
10 32,500 31,820
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5. TARTISMA

Oosit matiirasyonu ve oviilasyon; gelisen folikiil i¢inde bir¢cok hiicre tipinin
fenotipik doniistimiiniin gergeklestigi, yiiksek oranda sirali ve siki diizenlenmis bir siiregtir.
Bu siirecin dogru bir sekilde anlagilmast KOH ve IVF ile infertilite tedavisinin basarisi igin
oldukca 6nemlidir. KOH’un amaci; iyi kalitede dollenebilecek yetenekte ¢ok sayida oosit
elde ederek, optimal erken embriyo gelisimini ve embriyo transferini saglamaktir (Arslan
ve dig. 2005).

KOH’a verilen over yanitt her hasta grubuna 6zel ve zayiftan giiclii yanita kadar
degisen genis bir araliktadir (Gerasimova ve dig. 2010). Zayif overyan yanitlarda tipik
olarak diisiik sayida oosit elde edilir (Ferraretti ve dig. 2011). KOH’a zayif cevap diye
adlandirilan molekiiler mekanizmalarin biiyiik bir boliimii hala bilinmemektedir. Oositin
olgunlagsma siirecinde ¢esitli germline-6zel transkripsiyonel degisikliklerin oldugu tespit
edilmistir (Elley ve Richards 2002, Pangas ve Rajkovic 2006) ve gen ekspresyonundaki
transkripsiyon sonrasi degisikliklerin oosit gelisimini kolaylastirdigi mekanizmalar daha
yeni anlasilmaya baglanmistir. Bdyle bir sureg, mikro ribonikleik asit (MiRNA)
ekspresyonundaki degisiklikler yoluyladir ve gonadal secici miRNA'lar, overyan gelisim
ve dogurganlikta Onemli roller oynayabilir. MikroRNA’lar, granuloza hicrelerinde
apoptozis, farklilasma ve ¢ogalma olaylarinda Onemli aracilar olarak goriilmektedir.
(Karakaya ve dig. 2015).

Calismalarda genel olarak, gPCR tabanli ydntemler ve mikroarray dahil
miRNA'larin dlgtilmesi i¢in iki ana miRNA profilleme yontemi kullanilmistir. Biyobelirteg
olarak kullanilan miRNA'larin klinik uygulamalarinin baz1 temel sorunlardan muzdarip
oldugunu belirtmek gerekir. qPCR tabanli ¢alismalarda tasarlanan primerlerin uygun
spesifikliginin olmamasi, sonuglarin dogrulugunu etkileyebilir. Diger taraftan, mikroarray
tekniklerinde, birgok baslangic malzemesine ihtiya¢ vardir ve bir¢cok farkli miRNA'y1
tespit etmek igin hibridizasyon kosullarmin optimizasyonu zor olabilir. Bu nedenle, s6z
konusu sinirlamalarin stesinden gelebilmek icin yeni teknolojilerin kullanilmasi
gerekmektedir. Ancak, calismalar arasindaki farkliliklar; tasarimlar, kohort boyutlari,
ornekleme teknikleri, analiz yontemlerigibi baz1 temel sinirlamalar, ¢alismalar arasinda az
bir fikir birligine yol agabilir. Klinikte miRNA'larin modern teknolojiler kullanilarak
kullanilmast amaciyla standart bir protokol olusturmak i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag

vardir (Montazerian ve dig. 2018).
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miR-21, apoptozisi kontrol mekanizmasiyla, hiicre proliferasyonunu etkileyerek
posttranskripsiyonel gen regiilasyonu ile onkojenik hiicre hattina etki eder. miR21, bu
Ozelligi ile tanimlanan iyi karakterize edilmis bir miRNA’dir (Bueno ve dig. 2018, Chan ve
dig. 2005, Dilhoff ve dig. 2008, Yang ve dig. 2009). miR-21 geni RNA polimeraz Il
yoluyla transkipt edilir ve transmembran 49 geninin intronik bolgesinde yer alir
(TMEMA49; ayn1 zamanda VMP21 ile refere edilir) (Cai ve dig. 2004, Fujita ve dig. 2008,
Lagos-Quintana ve dig. 2002). Olgun miR-21 dizilimi ilk olarak insan HeLa hucrelerinde
tespit edilmistir (Nagaraja ve dig. 2008) ve o zamandan beri domuz da dahil olmak Uzere
diger bir¢ok tiiriin transkriptinde mevcut oldugu diisiiniilmiis ve dogrulanmistir. miR-21’in
kanser hticrelerindeki anti-apoptotik Ozelliklerinin programlanmis hiicre 6liimii 4 genini
(PDCD4, daha oOnceden neoplastik transformasyon inhibitorii olarak refere edilmistir)
baskilama yeteneginin oldugu gosterilmistir (Assangani ve dig. 2007, Frankel ve dig., Lu
ve dig. 2008, Qi ve dig. 2009). Buna gore; miR-21 ve PDCD4 her ikisi birden oositte
bulunuyorsa; miR-21, germinal vezikiil kirict ve MII fazma ilerleyici miRNA
fonksiyonlart i¢in gerekli protein olarak PDCD4 protein artisina neden olur (Wright ve dig.
2016).

Karakaya ve dig. (2015), ¢alismalarinda zayif over yaniti olan infertil kadinlarin
kiimiiliis hiicrelerinde degisen miRNA ekspesyonlarinin seviyelerini tespit etmek istemis
ve 88 miRNA'nin downregiile oldugu ve 16 miRNA'nin upregiile oldugunu bildirmislerdir.
Ozellikle yiiksek oranda LH dalgalanmas: tarafindan diizenlenen miR-21 ekspresyonunun
zay1f cevap veren hastalarda yiikseldigini bulmuslardir. miR-21'in aktif formunun (miR-
21- 5p), ozellikle zayif yanit veren kadmnlarin kiimiiliis hiicrelerinde yiikseldigini ve bu
artigin zayif yanit verenlerde gozlenen diisiik serum E2 seviyeleri ile ger¢eklesmesinin
olast olmadigini bildirmislerdir. Biz ise ¢alismamizda bu ¢alismanin aksine, azalmis over
rezervi olan hastalarin folikiil sivilarinda, kontrol grubu hastalarina oranla miR-21
ekspresyonun 3,96 kat daha az eksprese edildigini tespit ettik. Calismalar arasindaki
farkliliklarin ~ kullanilan  hiicre tiplerinin  farkliliklarindan  kaynakli  olabilecegini

diisiiniiyoruz.

MikroRNA-21, bu ¢alismalarin 0zellikle ilging bir hedefidir, ¢linki yuksek oranda
hCG ve LH dalgalanmasi tarafindan diizenlenir ve germ hticrelerde bir antiapoptotik faktor
olarak islev gorebilir (Carletti ve dig. 2010). Mir-21, Mir21 geni tarafindan kodlanir;
tanimlanan ilk memeli miRNA'larindan birisidir ve olgun sekans: evrim boyunca kuvvetli

bir sekilde korunmustur. Insan MiRNA-21 geni, TMEM 49 kodlama geninin (ayrica
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vakuol membran proteini olarak da bilinir) igcinde 17923.2 kromozomu dizisi Uzerinde
bulunur (Karakaya ve dig. 2015).

Karakaya ve dig. (2015) ¢alismalarinda, miR-21-5p’nin zayif yanit veren hastalarin
kiimulds hucrelerinde yikselirken, miR-21-3p’nin aslinda 6nemli 6l¢iide azaldigini tespit
etmiglerdir. Bu ylizden miR-21-5p ekspresyonundaki artigin, zayif yanit veren bu
hastalarda, pre-mir-21 seviyesiyle diizenlenmedigini diisiinmiislerdir. Ek olarak, hem miR-
21-5p hem miR-21-3p'nin, daha yiiksek E2 dozlarina cevap olarak bir graniiloza hiicre
hattinda arttigin1 tespit etmislerdir (ekspresyon diisiik E2 konsantrasyonlarindan
etkilenmediyse). Bizim c¢alismamizdan farkli olarak zayif cevap veren bu kadinlarda
degisen miR-21 ekspresyonunun, serum E2 seviyelerinin azalmasinin bir sonucu
olmadigini diistinmiislerdir. miR-21 ekspresyonuna E2’nin etkisi ile ilgili bulgular1 olan;
MCF-7  hiicrelerinin ~ Ostrojen  reseptorleriyle aktivasyonunu saglayan miR-21
ekspresyonunu E2’nin baskiladigin1 gosteren Wickramasinghe ve dig. verileri ile farklidir
ancak bizim c¢aligmamiz Wickramasinghe ve dig. calismasi ile uyumludur (Mickoleit ve
dig. 2011). ). Bu farklhiliklar E2’nin hiicre tipine 6zel etkileri ile agiklanabilir. Yapilan
calismalarda kullanilan yoOntemler ayni fakat hiicre tipleri (graniiloza, gogiis kanser
hiicreleri ve folikil sivist) farklidir. Belki de E2’nin miR-21 (izerinde hem agonist hem de
antagonist etkileri olabilir ve bu etkiler dstrojen bagimli ve bagimsiz mekanizmalar yoluyla
da gergeklesebilir. (Wright ve dig. 2016).

Najil ve dig. (2017), calismalarinda, hiperandrojenik ve normoandrojenik polikistik
over sendromu (PCOS) hastalarinda kontrol grubu hastalarina oranla graniiloza
hucrelerinde miR-93 ve miR-21 seviyelerinde yiikselme gozlemislerdir. Bunun aksine,
folikiil sivilarinda yaptiklar1 ¢alismalarinda, hiperandrojenik PCOS hastalarinda kontrol
grubu hastalarina gore miR-93 ve miR-21 seviyelerinde azalma tespit etmiglerdir. Buna
gore, farkli PCOS alt guplarinin molekiiler sinyallerinin farkli olabileceginin yani sira aynm
hasta gruplarinda dahi ¢alismalarda kullanilan farkli materyallerinde miRNA seviyelerinde
degiskenlik gosterebilecegini dogrulamislardir.

MikroRNA microarray analizleri ve derin sekanslama yontemleri kullanilarak
domuz oositlerinin invitro matirasyonu suresince miRNA-21’in miRNA’lar arasinda
upregiile oldugu daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Yang ve dig. 2012). Farelerde
luteinlestirici hormonun graniiloza hiicrelerinde miR-21 ekspresyonunu arttirabilecegi ve
invivo miR-21 inhibisyonunun ovulasyon oranlarin1 negatif etkiledigi gosterilmistir

(Carletti ve dig. 2010). Bu verilerle uyumlu olarak bizde ¢alismamizda E2 seviyesinin
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diisiik oldugu AOR hasta grubumuzda miR-21’in downregiile olmasi sonucunda az sayida
oosit elde edilmesini etkiledigini diisiinmekteyiz. (Wright ve dig. 2016).

Wright ve dig. (2016) calismalarinda, domuzlarin olgunlasan kiimiiliis oosit
kompeksinde miR-21 artisinin, oositteki PDCD4 ekspresyonunun posttranskripsiyonel
diizenlenmesi ile iliskili oldugunu ve miR-21 fonksiyonlarinin baskilanmasinin oosit
maturasyonunu ve sonrasinda embriyonik gelisimi tehlikeye atacagini belirtmislerdir.
Oosit biiyiimesi ve gelisimi, antral folikil gelisiminden Once baslar ve miR-21
ekspresyonunun aktivasyonunun ne zaman gerceklestigi veya bu gozlem i¢in hangi
mekanizmanin oncelikle sorumlu oldugu henuiz belirsizdir (Wright ve dig. 2016). Bizde
calismamizda, diisiikk E2 seviyesi sonucunda miR-21 ekspresyonunun AOR hasta grubunda
azalmasi ile az sayida oosit gelisiminin iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizda
AOR hasta grubu ve kontrol grubu arasinda yas, toplanan oosit sayilart ve AMH seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak da anlamli fark bulunmustur (p<0.05).

Zhang ve dig. (2017) insan folikiil sivisinda miRNA dizilimi yoluyla birka¢ farkl
eksprese edilen miRNA bulmuslardir. Folikiiler sivida yiksek miR-15a-5p seviyesinin,
oositler, graniiloza hicreleri proliferasyonu ve apoptoz ile iliskili oldugunu
savunmuglardir. Zayif over yaniti (POR) olan hastalari; zayif over yanit1 olan geng, yash
hastalar ve kontrol grubu hastalar1 olarak tic gruba ayirmis ve topladiklari folikiil
stvilarinda yaklasik 1258 miRNA tespit etmislerdir. Bu hasta grubu da, AOR hasta
grubuna benzer olarak IVF sirasinda over stimiilasyonuna diigiik yanit verir, diisiik kaliteli
embriyolar Uretir ve yuksek oranda iptal ile sonuglanabilirler. Calismalarinda hem POR-
genc hem de POR-yash gruplarina, POR olmayan gruba goére anlamli sekilde daha fazla,
yaklagik olarak 3-4 IVF siklusu uygulamislardir. AMH dizeyleri bizim ¢alismamizla da
uyumlu olarak her iki POR grubunda da anlamli derecede diisiiktiir. AMH, over yanitini
tahmin etmek igin en iyi duyarliliga ve 6zgilliige sahiptir (Ferraretti ve dig. 2011). POR
hastalarinda bu anlamli derecede diisiik AMH seviyeleri, bizim hasta grubumuzda oldugu
gibi azalmis over rezervini gostermektedir. Ayrica, toplanan oositlerin sayis1 POR
gruplarinda bizim g¢alismamizda ki AOR hasta grubuyla uyumlu olarak anlamli derecede
diisiik seyretmistir. CUnkii POR hastalar1 maksimum stimiilasyona maruz kalsalar bile
folikiil sayilarinin az olmasi beklenen bir grup hastadir. Bu sonucu iyilestirmek igin;
yuksek dozlarda gonadotropinler (Karande ve dig 1990), klomifensitrat ve insan
menopozal gonadotropin (Saadat ve dig. 2003), insan gonadotropin hormon antagonisti ve
blylme hormonunun ortak uygulanisi (Akman ve dig. 2001); minimal stimulasyon

(Weghofer ve dig. 2004), vb. birgok strateji denenmistir. Bununla birlikte, uygulamalarin
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sonuclar tartigmalidir ve gebelik oranlarindaki iyilesme, POR'un altinda yatan molekiiler

mekanizmalar hakkinda ¢ok az sey bildigimiz i¢in sinirli olmustur (Zhang ve dig. 2017).

Folikiiler siv1, oositler ve ¢evresindeki graniiloza hiicreleri i¢in yagamu siirdiiren bir
mikrocevre saglar. Oositlerin olgunlagmasi ve kalitesi i¢in hayati olan miRNA'lar,
proteinler, lipitler ve vitaminler dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli molekiiller igerir (Hanrieder
ve dig. 2008, Revelli ve dig. 2009). MikroRNA'larin varliginin, hiicreden yoksun insan
folikiiler sivisindan gelen siipernatant, mikrovezikiiller veya eksozomlarda bulundugu
bildirilmistir (Sang ve dig. 2013). Mikrovezikiller ve eksozomlar, proteinleri, RNA ve
/veya miIRNA molekiillerini hedef hiicrelere transfer ederek hiicre iletisiminde 6nemli bir
rol oynamaktadir (Valadi ve dig. 2007, Yuan ve dig. 2009). MikroRNA'lar1 ve proteinleri
iceren bu vezikiiller, etraftaki graniiloza hiicreleri tarafindan alinirlar (da Silveira ve dig.
2012).

MikroRNA ekspresyonundaki degisikliklerin tiimor olusumunda ve gelisiminde rol
oynadig1 bulunmustur (Ganepola ve dig. 2014, Guo ve dig. 2014, Song ve dig. 2015, Huan
ve dig. 2016, Long ve dig. 2016). Bizimde calismamizda AOR hasta grubunda anlamli
olarak daha az eksprese edildigini gordiigiimiiz miR-21’in, MFC-7 gogiis kanser
hiicrelerinde ekspresyonunun varligi tespit edilmistir (Zhang ve dig. 2017).

MikroRNA aracili gen regiilasyonu, tlireme somatik dokularmin ve kadin
fertilitesinin normal gelisimi ve fonksiyonu igin kritiktir (Hong ve dig. 2008).
MikroRNA'larin oosit olgunlasmasi sirasinda transkripsiyonu hizlandirdigi, oositin
mayotik olgunlasmasi1 ve daha sonra ovulasyon igin gerekli olduklar1 gosterilmistir
(Murchison ve dig. 2007). Yapilan ¢alismalarda miRNA biyogenezi icin temel bir faktor
olan Dicer'in ¢ikarildig: disi fareler kisir hale gelmistir (Murchison ve dig. 2007). Bitin bu
verilere gore; POR hastalarinin kiimilus hdcrelerinde degisen miRNA ekspresyonu,
Ozellikle de bir anti-apoptotik faktor olan miR-21-5p ekspresyonunun yikselmesi ile
iligkilidir (Ma ve dig. 2011, Karakaya ve dig. 2015). Bu literatiirler ile farkli olarak biz
calismamizda AOR hastalarindan toplanan folikiil sivilarinda miR-21 ekspresyonunun
azaldigin1 tespit ettik. Bu caligmalar arasindaki farkliliklarin hem kullanilan hiicre
tiplerinin farkliliklarindan hem de kullanilan IVF protokollerin deki farkliliklardan
kaynakl1 olmas1 miimkiin olabilir (Zhang ve dig. 2017).

Dang ve dig. (2015) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, prematir over yetmezligi
(POF) olan 140 kadin yas ve viicut kitle indeksi (BKI) bilgileri olan 140 kontrol grubu

kadinla eslestirilmis ve c¢alismaya dahil edilmistir. Bu deney boyunca, farkli sekilde
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eksprese edilen 51 miRNA tanimlanmistir. Ozellikle miR-22-3p ekspresyonunun, POF
grubu hastalarda serum FSH orani ile negatif iliskili olarak onemli 6lgiide downregule
edildigini gostermislerdir (Montazerian ve dig. 2018). Biz ise ¢alismamizda AOR grubu
hastalardan toplanan folikiil sivilarinda Hsa-miR-27, Hsa-miR-144, Hsa-miR-146, Hsa-
miR-190 ve Hsa-miR-21 ekspresyonlarini tespit etmeyi hedefleyip sadece miR-21
ekspresyonunu saptadik. MiR-21disinda kalan miRNA ekspresyonlarini kontrol ve AOR
hasta gruplarinin her ikisinde de tespit edemedik. Bu durum bize, bu miRNA’larin folikul
stvisina ya hi¢ ge¢medigini ya da gecen miktarin RT-PCR ile saptanamayacak kadar az
oldugu diistindiirmiistiir.

Kuang ve dig. (2014) galismalarinda ovotoksik bir kimyasal olan 4-vinilsikloheksen
difoksit (VCD) ile bir grup sigani prematiir over yetmezligine sokup kontrol grubu normal
over dokusuna sahip siganlardan elde ettikleri dokularla karsilastirdiklarinda alti adet
MIRNA varligin1 tespit etmislerdir. miR-29 ve miR-144'ln downregiile edildigini, miR-27,
miR-190, miR-151 ve miR-672'min normal over ile karsilastirildiginda POF sigan over
dokularinda upregiile edildigini tespit etmislerdir. Ayrica, upregiile edilmis miR-27 ve
miR-190 ekspresyonunun her ikisi de hormon uyaranina cevap ile iliskili olan sirasiyla
PAPPA ve CCL2'nin ekspresyonunu negatif yonde kontrol edebildiklerini belirtmislerdir.
Biz ise ¢alismamizda, miR-27 ve miR-190 ekspresyonunu her iki ¢aligma grubunun folikiil
stvilarinda da tespit etmedik. Spesifik olarak, miR-29 ve miR-144'0n downregle
ekspresyonunun, prostaglandin biyosentezinde yer alan PLA2G4A ekspreyonunu

diizenleyebildigi ongoriilmektedir.

Iwaya ve dig. (2012) miR-144"in diisiik ekspresyonunun, folikdler tiroid karsinom
dokularindaki mTOR sinyal yolunu aktive ettigini (Iwaya ve dig. 2012), mTOR sinyal
yolunun upregilasyonunun, VCD tedavisinden sonra over yaslanmasi ile iligkili oldugunu
gostermiglerdir (Sobinoff ve dig. 2010). Bu veriler ile miR-29 ve miR-144 ekspresyonunun
her ikisinin de downregiile olmasinin prematiir over yetmezligine neden olabilecegini
gosterdiklerini  belirtmiglerdir. Ayrica, yine c¢alismalarinda, PAPPA ve CCL2
ekspresyonunun downregiile edildigini ve bu durumun over hormon uyaranlarina verilen
yanitt bozabilecegini gosterdigini belirtmislerdir. Calismalarinin  sonuglari, yiiksek
seviyelerde  miR-27ekspresyonunun  PAPPA  ekspresyonunu  baskilayabilecegini
gostermistir. Daha onceki ¢aligmalarda, meme kanseri dokularinda miR-27'nin asir1
ekspresyonu gosterilmistir (Tsuchiya ve dig. 2006). Ayrica, miR-27’nin asir1 ekspresyonu,
kardiyak hipertrofi ve disfonksiyonu indiiklemek igin yeterlidir (Wang ve dig. 2012). Ek
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olarak, birka¢ yayin yiiksek miR-190'in PHLPP downregiile olmasindan sorumlu oldugunu
ve bunun sonucunda uzun siireli veya kuvvetlendirilmis bir Akt aktivasyonuna neden
oldugunu belirtmistir (Beezhold ve dig. 2011). PI3K / Akt sinyali, primordiyal folikul
aktivasyonunu (Scharer ve dig. 2009) tesvik edebilir ve primordiyal folikiller
yenilenemezse, tiikenen primordiyal folikil havuzu erken menopoza yol agabilir (McGee
ve Hsueh 2000). Calismalarinda, miR-190'm POF olan over dokularinda agik¢a eksprese
edildigi ve miR-190 ile CCL2 ekspresyonu arasinda Ki ters iliskinin over adenokarsinom
riskinde rol oynadigini gostermislerdir (Arnold ve dig. 2005). Bu veriler ele alindiginda,
overlerde hormon uyaricisinin iglev bozuklugu ile iliskili miR-27 ve miR-190'in anormal
ekspresyonunun POF baglangicina katkida bulunabilecegini gdstermektedir (Kuang ve
dig. 2014). Bizim calismamizla arasinda ki farkliliklar daha once de bahsedildigi gibi

kullanilan materyallerin (over dokusu, folikiil s1vis1 gibi) farkliliklarindan kaynakli olabilir.

POR hastalardan elde edilen plazma ve graniiloza hucrelerinde MiR-146'nin
ekspresyonunun upregiile oldugu bulunmustur (Yang ve dig. 2012, Chen ve dig. 2015).
MiR-146, sigir oosit olgunlagsmasi ve preimplante embriyo gelisimi sirasinda oositte
eksprese edilir ve miR-146'nin varsayilan hedef genlerinden birisi, kaspaz8 yolu ile
folikiilogenez sirasinda oosit apoptozunu diizenleyen Fas'tir (de los Santos ve dig. 2000,
Suzuki ve dig. 2010). Ek olarak, miR-146; folikiilogenez ve atrezinin timor nekroz faktori
(TNF) 'ye bagli olarak dizenlenmesinde de rol oynar (Hussein 2005). Graniloza
hiicrelerinin apoptozisi POR hastalarinda ¢ok ©Onemlidir. Apoptozda miRNA'larin
diizenleyici mekanizmalarinin anlasilmasi, POR'un patogenezini gdstermenin 6nind
acmaktadir. MiR-196, embriyogenez sirasinda yenidogan over homeobox geninin
(NOBOX) ekspresyonunu inhibe eder (Tripurani ve dig. 2011). NOBOX genindeki
mutasyonlar POF ile iligkilendirilmistir (Qin ve dig. 2007), miR-196a'nin NOBOX"
diizenleyerek POF riskini artirabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, NOBOX'in
overlerde miR-196 tarafindan diizenlenip diizenlenmedigi agiklayan bir galigma yoktur.
Hedef genler muhtemelen miR-146 ve miR-196'dan etkilenir ve sonrasinda anormal
folikiilogenez meydana gelir. Biz ¢alismamizda her iki grubun folikiil sivilarinda da miR-

146 ekspresyonunu tespit edemedik.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

» Calismamizda, azalmis over rezervi olan hastalarin folikiil sivilarinda kontrol
grubuna gore miR-21 ekspresyonunun belirgin olarak azaldigini belirledik.

» Calismamizda; miR-27, miR-144, miR-146 ve miR-190’1 folikiil sivisinda tespit
edemedik.

» Farkli fizyolojik olaylar ve hastaliklarin patagonezi, epigenetik mekanizmalarin
molekiiler diizeyde anlasilmasi ve alternatif uygulamalar i¢cin miRNA biyogenez
yolag1 potansiyel hedef olarak goziikmektedir. Biitiin bu bahsedilen veriler ve
yogun caligmalar, bilimsel bilginin pratik uygulamaya ge¢me potansiyelinin
oldugunu ve bunun miRNA-temelli diyagnostik ve terapotik arac¢ olarak klinikte
gelistirilmesine olanak saglayabilecegini gostermistir. Teknolojinin gelismeye
devam etmesiyle, miRNA profilinin elde edilmesi daha kolay, hizli ve ucuz
olacaktir.

» Biyoinformatik analizler timdér olusumunda, endositoz ve apoptozisde
miRNA’larin yer aldigim1 gostermistir. Buradan yola c¢ikarak POF ya da AOR
hastalarinda tespit edilebilecek miRNA’lar bu hastaliklarin tespit edilmesinde ayirt
edici bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Ancak bu tip hastaliklarin patolojisindeki
yerlerinin tam olarak anlasilmasi i¢in daha fazla sayida ileri arastirmalara ihtiyac
vardir.

> Implantasyon bozukluklarinda erken tam icin marker olarak kullanilabilmesi
acisindan miRNA’nin tespit edilmesinin biiyiik 6nemi vardir. MikroRNA'larin
giinliik klinik pratikte embriyonik ve endometriyal saglik i¢cin degerlendirilip ve
dolayistyla IVF sonrasi transfer basina gebelik oranlarindaki artis1 saglayacak
gercek bir yaklasima doniismeden once biiyiik klinik ¢alismalarda teyit edilmesi
gerekir.

» Disi iireme sisteminin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi, tireme verimliligini
arttirmak i¢in yontemler gelistirilmesine yardimcit olarak memeli iireme

mekanizmasinin daha kapsamli bir sekilde anlagilmasini saglayacaktir.
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. Tez Denetleme Listesi

2

Tez, asagidaki denctimler yapilarak tamamlanmugtir.

Q

Kapak ve ig kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina damgman ad1 yazilmamalidir).

Kapak sayfasmna mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dahnin degil) adi yazildu.
Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen sekilde (yazinmn yoniine dikkat!) ad,
program, yil yazildw.

Onay sayfast uygun sekilde hazirland (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya da
DOKTORA olmalidir) imzalatild: (Enstitii Miidiirii’niin imzas1 da gereklidir,
imzalarin ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siraland1.

On sayfalara i, ii, iii seklinde Romen rakamlar1 konuldu.

Sayfa numaralan kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
-Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

Ana metin yazi boyutu 12 olacak bicimde yazildi.

Dipnot yazt boyutu 10 olacak sekilde yazildi.

Ana metin satir aralig1 1,5 olacak sekilde yazild

Kaynaklar alfabetik siralamaya gore yazildr.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

_Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

Lisansiistii egitim sirasinda yapmis oldugu yaymlar ve bildiriler eklendi.

Teze ait intihal raporu eklendi.
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