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OZET

Deniz Ekin DOGAN, insan Graniiloza Hiicresi Mitokondriyon Fonksiyonu ile AMH ve
Ostrojen iliskisi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji
Uzmanlhk Tezi, Ankara, 2021. Anti-Mullerian Hormon (AMH) ve 0&strojen, insan
ovaryan folikiilogenezinde esansiyel hormonlardir (1). AMH ve Ostrojeni, graniiloza
hiicreleri iretmektedir. insan graniiloza hiicrelerindeki mitokondriyonlarin oosit
kalitesi icin 6nemli oldugu bilinmektedir (2). Calismamizin amaci graniloza hiicresi
mitokondriyon fonksiyonunun AMH ve 6strojen Gretimi ile iliskisini ortaya koymaktir.
Cahsmaya dahil edilen infertilite tedavisi goren yirmi kadinin folikul sivilarindan
graniloza hiicreleriizole edilmistir. Calismada insan grantiloza hiicre hatti HGL5, AMH
ve Ostrojen dilizeyleri normal olan hastalara ait graniloza hicreleri ve AMH ve
Ostrojen dizeyleri distk olan hastalara ait grantiloza hicreleri kullaniimistir.
Immunfloresan isaretleme (JC-1 katyonik boyasi) ile graniiloza hiicresi
mitokondriyonlarinin  membran potansiyeli Olglilmustiir ve mitokondriyonlarin
morfolojik dzellikleri elektron mikroskobu ile gésterilmistir. istatistiksel analiz igin
Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi kullanilmistir. istatistiksel anlamlilik icin
toplam tip-1 hata diizeyi %5 olarak belirlenmistir. Immiinfloresan isaretlemelerinde
AMH ve ostrojen degerleri normal olan kadinlarin graniiloza hicrelerinin
mitokondriyonlarinin JC-1 degeri, AMH ve 0Ostrojen degerleri disik olan kadinlarin
granilloza hicrelerinin mitokondriyonlarinin JC-1 degerinden istatistiksel olarak
anlamh sekilde ylksek bulunmustur (p<0.016). AMH ve 0Ostrojen diizeyi diisiik olan
grubun sitoplazmasinda C seklinde, vylzik seklinde, sapkali ve sismis
mitokondriyonlar izlenmistir. Calismamizda mitokondriyon aktivitesi ile serum AMH
ve Ostrojen diizeyi arasinda korelasyon bulunmustur. AMH ve 6strojen diizeyi diisik
olan grupta mitokondriyal membran potansiyeli disiik ve mitokondriyon morfolojisi

bozuk olarak goézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mitokondriyon, Graniiloza, AMH, Ostrojen, Fertilite



ABSTRACT

Deniz Ekin DOGAN, Relationship between Human Granulosa Cell Mitochondrial
Function and AMH - Estrogen, Hacettepe University School of Medicine, Histology
and Embryology Specialty Thesis, Ankara, 2021. Anti-Mdllerian Hormone (AMH) and
estrogen are essential hormones in human ovarian folliculogenesis (1). AMH and
estrogen are produced by granulosa cells. It is known that mitochondria in human
granulosa cells are important for oocyte quality (2). The aim of our study is to reveal
the relationship between granulosa cell mitochondrial function and AMH and
estrogen production. Granulosa cells were isolated from the follicular fluids of twenty
women undergoing infertility treatment included in the study. Human granulosa cell
line HGLS5, granulosa cells of patients with normal AMH and estrogen levels and
granulosa cells of patients with low AMH and estrogen levels were studied in the
study. The membrane potential of granulosa cell mitochondria was measured by
immunofluorescence labeling (JC-1 cationic dye) and the morphological properties of
mitochondria were demonstrated by electron microscopy. Kruskal Wallis and Mann-
Whitney U tests were used for statistical analysis. For statistical significance, the total
type-1 error level was determined as 5%. In the immunofluorescence labeling, the JC-
1 value of the mitochondria of the granulosa cells of women with normal AMH and
estrogen values was found to be statistically significantly higher than the JC-1 value
of the granulosa cells of the women with low AMH and estrogen levels (p <0.016). C-
shaped, ring-shaped, hooded and swollen mitochondria were observed in the
cytoplasm of the group with low AMH and estrogen levels. In our study, a correlation
was found between mitochondrial activity and serum AMH and E2. In the group with
low AMH and E2 levels, it was observed that mitochondrial membrane potential was

low and mitochondrial morphology was impaired.

Keywords: Mitochondrion, Granulosa, AMH, Estrogen, Fertility
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1. GIRIS

Anti-Miillerian Hormon (AMH), dimerik bir glikoproteindir ve “Transforming
Growth Factor B (TGF-B)” ailesinin Gyesidir (5). AMHIn Miller kanallarinin
regresyonundan sorumlu oldugu gosterilmistir ve cinsiyet farklilasmasinda etkili
oldugu tanimlanmistir. AMH erkeklerde testiste yer alan Sertoli hiicreleri tarafindan
Uretilmektedir. AMH’in kadinlarda ovaryum fonksiyonunda etkili oldugu ve 6zellikle
folikil buylimesinde gorev aldigr kanitlanmistir (6). AMH, gestasyonel dénemin
sonundan itibaren graniloza hicreleri tarafindan Uretilmeye baglanmaktadir ve
menstrual siklusun folikuler fazinda, dominant folikiil seciminde potansiyel roli vardir
(7). Antral folikiliin graniiloza hicrelerinden salinan AMH, serumda
Olgllebilmektedir ve AMH diizeyi ovaryumdaki gelismekte olan folikillerin sayisi ile
orantilidir (8). AMH, folikillerin ovulasyon igin se¢iminde gorev almaktadir. Ayrica
AMH’In folikiler gelisimin erken evrelerinde negatif diizenleyici olarak roli vardir,
blylime faktorlerinin ve gonadotropinlerin etkilerini sinirlandirarak foliklllerin
gelisimini engeller. AMH, graniloza hiicrelerinde bulunan aromataz enzimini inhibe
eder ve &strojen biyosentezini azaltir (9), in Vitro Fertilizasyon (iVF) uygulanan
kadinlarda ovaryan hormonal uyariya cevap, gebelik ve canl dogum orani gibi klinik
sonuglari predikte etmek ve tani koymak icin kullanilmaktadir (10).

Ostrojen, iireme cagindaki kadinlarda ovaryumdaki graniiloza hiicrelerinden
salgilanmaktadir ve cesitli endokrin fonksiyonlara sahiptir. Graniloza hiicrelerinde
bulunan aromataz enzimi, hiicrenin endoplazma retikulumunda bulunmaktadir ve
androjenlerden 6strojen Gretmektedir. Aromatazin esas ekspresyonu, premenapozal
kadinlarda ovaryan graniloza hicrelerinden olmaktadir ve serumda o6lgllebilir
miktarda Ostrojen olmasina yol agmaktadir. Graniloza hiicreleri prekiirsor steroidi
komsulugundaki teka hiicrelerinden almaktadir (11). implantasyon penceresi
déneminde hormonal diizenleme gebeligin olusabilmesi icin dnemlidir. Ostrojen,
menstrual siklusun proliferatif fazinda endometriyal kalinhg saglamak icin epitel

hiicre proliferasyonunu indikler (12).



Hlcreler, yasamlarini devam ettirebilmek igin enerji iretmek zorundadirlar ve
bu enerji kaynagl Adenozin Trifosfat (ATP)'tir. ATP Uretimi igin cesitli metabolik
yolaklar olmasina ragmen, enerji %88 oraninda mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonla (OXPHOS) elde edilmektedir (13). Ovulasyon ve fertilizasyon siiregleri
icin enerji gereklidir. Mitokondriyon, maternal kalitilan bir organeldir ve eneriji
sentezi, reaktif oksijen radikallerinin (ROS) Uretimi ve apoptoz kontroll gibi dnemli
hiicresel fonksiyonlari vardir. Olgun insan oositi, diger bitin hiicre cesitlerinden daha
fazla mitokondriyon icermektedir. Mitokondriyonun lGreme yetenegini dizenleme
konusunda anahtar rol oynadigi distiintilmektedir (14). Erken donem embriyo gelisimi
ve implantasyon potansiyeli; mitokondriyal fonksiyon ve aktivite ile korelasyon
gdstermektedir (14). infertil hastalarda oosit ve embriyolardaki yiiksek ATP iceriginin,
daha iyi Greme sonuglari ile birliktelik gésterdigi bildirilmigtir (15).

Ovaryumdaki folikiller, graniloza hiicreleri ve oositten meydana gelmektedir.
Granlloza hicreleri aromataz enzimine sahiptir ve bu enzim sayesinde
androjenlerden Ostrojen Uretmektedir (11). AMH sentezi de graniiloza hicreleri
tarafindan vyapilmaktadir (8). Graniloza hicreleri oosit gelisimi igin gerekli
mikrogevreyi olusturur. Graniloza hiicrelerindeki mitokondriyonlar, oosit gelisimi ve
kompetansi icin kritiktir ve oositin ATP tretmesi i¢in gerekli olan piruvati liretip oosite
vermektedir (16).

AMH ve 6strojen, insan ovaryan folikiilogenezinde esansiyel hormonlardir (1).
AMH ve 8strojeni, graniiloza hiicreleri tiretmektedir. insan graniiloza hiicrelerindeki
mitokondriyonlarin oosit kalitesi icin énemli oldugu bilinmektedir (2). Graniloza
hicre mitokondriyon fonksiyonunun, AMH ve 0Ostrojen Uretimi ile iliskilisi ileride
infertilite ile ilgili calismalara 151k tutabilmesi acisidan énemlidir. Calismamizin amaci
graniloza hicresi mitokondriyon fonksiyonunun AMH ve Ostrojen Uretimi ile iliskisini
ortaya koymaktir. Graniloza hiicresi mitokondriyon aktivitesinin AMH ve 6strojen
Uretimini etkiledigi hipotezini test etmek icin, iVF tedavisine basvuran kadinlardan
serum AMH ve 6strojen degerleri normal olanlar ile serum AMH ve Ostrojen degerleri

dislik olanlarin folikll sivilarindan primer grantiloza hticre kiltlri olusturulmustur.



Bu iki grubun ve HGL5 graniiloza hiicrelerinin mitokondriyon aktiviteleri

karsilastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. infertilite

On iki ay boyunca diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen klinik gebelik
olusturma basarisizligl infertilite olarak tanimlanmaktadir. Subfertilite ve infertilite
kavramlari birbirleri ile karisabilmektedir (17). Subfertilite, azalmis dogurganhk
kapasitesinin cesitli formlari ya da derecelerini belirtmektedir (18). Sterilite ise kalici
infertilite hali olarak tanimlanmaktadir (17).

infertilite, primer ve sekonder olarak kategorize edilmektedir. Primer infertil
kadinlar, daha 6nce gebe kalmamis olanlari; sekonder infertil kadinlar ise daha 6nce
gebe kaldigl halde tekrar gebe kalamayanlari tanimlamaktadir. Ayni kategorizasyon

erkekler icin de gecerlidir (17).

2.2. infertilite Epidemiyolojisi

Ureme c¢agindaki kadinlarda infertilite siklig1 bati tilkelerinde her 7 ciftten 1’i;
gelismekte olan Ulkelerde ise her 4 ciftten 1’i olarak bildirilmistir (19). Erkeklerin ise
infertilite vakalarinin %20-30’undan sorumlu oldugu tespit edilmistir (20). Sonug
olarak infertilitenin, dinya genelinde lreme c¢agindaki ciftleri %8-12 oraninda

etkiledigi distindlmektedir (21).

2.3. Folikiilogenez

Her bir folikll, ovaryumun temel fonksiyonel tnitesini temsil eder. Gelisimin
ilk asamasinda folikil, oosit ve onu ¢evreleyen stromal hiicrelerden olusur. Oosit
dollenebilmek igin biylr ve olgunlasir. Stromal hiicreler gcogalir, farklilagir ve steroid
seks hormonlari ile lokal regilatorleri Uretirler. Folikillerin sekillendigi, bircok
bliyime asamasindan gectigi, sonunda olgun oositin serbest kaldigi ve korpus
luteuma (KL) doniistigi bu sirece folikiilogenez adi verilmektedir (22).

Folikiilogenez fetal hayatta baslar. ilk olarak primordiyal germ hiicreleri (PGH)
genital kabartiya go¢ ederler, bipotansiyel gonadi olustururlar, sonra da ovaryum ya

da testise farkhlasirlar. Gonaddaki stromal hiicrelerin gelisimi, PGH farklilasmasinda



kritik rol oynar. Hiicre gogi ve farklilagsmasi ile gonad sekillenmesi meydana gelir (21,

22).
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Sekil 2.1. Folikilogenezin sematik gosterimi. Primordiyal foliklilden olgun folikile
kadar gelisim asamalari ve ovulasyon sonrasi korpus luteum yapisi

gorulmektedir (3).

2.3.1. Primordiyal Folikiil Olusumu

Disi primordiyal germ hiicreleri, prolifere olduktan sonra oogonyuma
farklilasirlar. Ancak sitokinez heniiz tamamlanmadigl icin oogonyumlar kiimeler
(sinsitya) halinde bulunurlar, birbirleriyle interseliler koprilerle bagh olup
senkronizedirler. Her bir oogonyum, mayoza baslar. Oosit popilasyonu profaz |-
diploten evresinde duraklar. Oogonyum kimelerinden, primordiyal folikiller
olusmaya baslar. Her bir primordiyal folikll, oosit ve onu ¢evreleyen tek kath yassi
epitelden (pre-graniloza hiicreleri) olusur. Primordiyal folikillerin cogu sessiz kalir ve
bu uyku durumunda oliir. Hayatta kalanlar ovaryan folikiil rezervi ve blyilyen folik{l
havuzunu olustururlar. Bu buylyen foliklllerin blyuk bir kismi dejenerasyona ugrar.

Sadece kiicik bir kismi primer folikiile donlismek lizere aktive edilir (24).



2.3.2. Primer ve Pre-antral (Sekonder) Folikiil Olusumu

Primer folikile dénisiim, graniloza hiicrelerinin (GH) morfolojik degisimi ile
karakterizedir. GH, yassI pre-graniloza hiicrelerinin kibik hiicrelere déniismesi ile
olusur (24).

Her bir blylyen oosit, iki ya da (¢ tabaka GH ile cevrilir. GH etrafinda bazal
membran olusur. Foliklli ¢evreleyen stromal hiicreler teka adinda yeni bir tabaka
olustururlar. Teka hiicreleri, teka interna ve teka eksterna olmak lizere iki tabakadan
meydana gelmektedir. Teka tabakasi folikilleri cevreler ve androjen (Uretir.
Androjenler, GH tarafindan Ostrojen tGretmek igin kullanilir (25).

Pre-antral (sekonder) folikillerde sivi dolu kaviteler olusmaya baslar (26). Bu
bliyime gonadotropinlerden bagimsizdir, oosit ve stromal hiicrelerden kaynaklanan
lokal sinyallerin gift yonli iletisimi ile kontrol edilir. Stromal hiicreler oosit blylimesi
ve gelisimini desteklerken, oosit ise graniiloza hiicreleri (GH) ve teka hiicrelerinin (TH)

¢ogalma ve farklilagmasinda kritik rol oynar (21, 27).

2.3.3. Antral Folikiil ve Graaf Folikiilii Olusumu

Pre-antral folikillerdeki sivi dolu kaviteler, birlesip antrumu olusturur. Antral
foliklller, oositi cevreleyen kiimilis grantiloza hiicreleri ve folikll duvarini déseyen
mural graniiloza hiicreleri olmak Uzere iki GH alt poptlasyonu ile karakterizedir (27).
Antral foliklllerin cogu atretik dejenerasyona ugrar (28). Sadece bir kismi pitiiter
gonadotropinlerden Folikiil Uyarici Hormon (FSH) ve Liiteinize Edici Hormon (LH)’a
yanit verir (26).

Antral folikili ilk etkileyen hormon olan FSH; GH’nin hayatta kalmasindan ve
proliferasyonundan, o6strodiol Uretiminden ve LH reseptor ekpresyonundan
sorumludur (29). Yiksek konsantrasyonda LH reseptori eksprese eden antral
folikiiller, Graaf folikiline donlismek icin gonadotropinlere yanit verirler (23).
Preovulatuvar LH piki; Graaf folikillerini aktive eder. Ovaryumun LH’ya cevabi; oositte
mayozun devam etmesi, kiimilisiin misifikasyonu ve genislemesi, folikil riptird,

kiimilis-oosit kompleksi (KOK) salinimi seklinde olmaktadir. Bu olaylar zincirine ise



ovulasyon adi verilmektedir. KOK salininca, kalan GH ve TH liteinizasyonla korpus

luteuma farkhlasir (30).

2.4. Folikiilogenez’in Hormonal Diizenlenmesi

Folikiilogenez pre-antral folikil biylmesi ve antral folikil blylimesi olmak
lizere iki asamadan olusmaktadir. Androjenler, FSH, AMH ve Ostrodiol (E2); insan
ovaryan foliklilogenezinde esansiyel hormonlardir (22).

Pre-antral folikil blylimesi gonadotropin-bagimsizdir ve bu sirecte FSH
aktiftir ama esansiyel degildir. FSH, folikil blylmesini teka hicreleri kaynakh
androjenler ile destekler. AMH ise FSH’a zit olarak inhibitor gorev yapar (31).

Antral foliklil blylimesi ise gonadotropin-bagimli bir slirectir ve bu sirecte E2
Uretimi, aromatazin FSH-bagiml aktivasyonu sonucu olur. AMH bu sirecte de
inhibitor rol oynar. AMH ekspresyonunun azalmasi ile aromatazin ekspresyonu artar

(31).

2.4.1. Androjenler

Androjenler ovaryumdaki grantloza hiicre proliferasyonunu ve preantral
folikil gelisimini uyarirlar, folikiiler gelisimin sonraki asamasinda ise graniloza
hiicresi apoptozu indliksiyonu vyoluyla folikil gelisimini baskilarlar. Androjen
reseptori (AR), ovaryan folikiiler gelisimde 6nemli rol oynar. Androjenlerin hiicresel
etkileri AR araciligi ile olmaktadir. AR aktivasyonu ile androjen bagimh hiicre
blylimesi ve proliferasyonu gen transkripsiyonu vyoluyla dizenlenir. AR
sinyalizasyonu ubikitinasyon, fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon gibi

posttranslasyonal modifikasyonlarla diizenlenmektedir (32).

2.4.2. Folikiil Uyarici Hormon (FSH)

Pre-antral folikil asamasinda graniloza hicreleri, FSH reseptér (FSHR)
eksprese etmektedir (33). Folikiiler gelisimin pre-antral (sekonder) ve antral folikiil
asamalarinda FSHR, insan ovaryumunun histolojik kesitlerinde graniloza hiicre

ylzeyinde tespit edilmistir (34).



FSH folikil gelisimini androjenler, kit-ligand (stem cell factor), “leukemia
inhibiting factor (LIF)” ve “growth differentiation factor-9 (GDF9)” gibi diger
faktorlerle desteklemektedir (22). FSH yoklugunda ise, bazal folikiil blytmesi slirecek

ama bu faktorler daha az etkin olacaktir (35).

2.4.3. Anti-Miillerian Hormon (AMH)

Anti-Miillerian Hormon (AMH) dimerik bir glikoproteindir ve “Transforming
Growth Factor B (TGF-B)” ailesinin Uyesidir (5). AMH, 1940 yilinda Alfred Jost
tarafindan kesfedilmistir. Alfred Josh, AMH’Iin Miiller kanallarinin regresyonundan
sorumlu oldugunu gostermistir ve cinsiyet farklilasmasinda etkili oldugunu
tanimlamistir. AMH’In testiste yer alan sertoli hicreleri tarafindan uretildigi
gosterilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda ise AMH’nin ovaryum fonksiyonunda etkili
oldugu ve 6zellikle folikiil biiyiimesinde gérev aldigi kanitlanmistir (6). insanda AMH,
gestasyonel donemin sonundan itibaren grantloza hiicreleri tarafindan Uretilmeye
baslanir ve menstrual siklusun folikiiler fazinda dominant folikiil segiminde potansiyel
rol oynar (7). Antral folikiilin granilloza hucrelerinden salinan AMH, serumda
Olculebilmektedir. Serum AMH diizeyi ovaryumda gelismekte olan folikillerin sayisi
ile orantilidir (8). AMH diizeyi, ovaryumdaki antral ve pre-antral folikil sayisi ile
korelasyon gdsterir. in Vitro Fertilizasyon (iVF)’da ovaryumlarin hiperstimiilasyona
cevabini 6ngérmek icin AMH 6lciimi yapilmaktadir (36).

AMH hem iVF’te, hem ovaryum hastaliklarinin tanisinda hem de kanser basta

olmak lizere bircok durumda kullanilabilmektedir (4) (Sekil 2.2.).



AMH Kullanimi
IVF Tedavisi Tani

Ovaryan rezerv  Bireysellestirme  Basari orani PCOS Menapoz Kanser

Oosit Uygunsuz Ozellikle infertilite Kalan Hizh
sayisl hormon >36 yas nedeni zamanin tanive
kullanimin kadinlarda hesap- uygun
onlenmesi daha iyi lanmasi tedavi

tahmin

Sekil 2.2. Serum AMH duzeyinin hastalardaki kullanim alanlari (4).

AMH’In hedefi olan bircok yapi AMH reseptorii eksprese etmektedir. Bu
yapilara 6rnek olarak Miiller kanallari, gonadlar, prostat ve endometriyum verilebilir.
Ayrica sertoli hiicreleri, leydig hiicreleri, teka ve grantiloza hiicreleri, meme bezinin
duktal epiteli de AMH reseptori eksprese etmektedir (37).

insanda serum AMH diizeyi 24,5 yasina kadar artmakta iken daha sonra
menapoza kadar diizeyi dismektedir. Menapozdan sonra ise AMH ekspresyonu
belirgin olarak diismekte ve AMH serumda saptanamamaktadir (38).

AMH, gelisen folikillerin sayisini belirlemede ve folikillerin ovulasyon igin
seciminde gorev almaktadir. AMH'nin folikiiler gelisimin erken evrelerinde negatif
dizenleyici olarak da roli vardir. AMH, blylme faktorlerinin ve gonadotropinlerin
etkilerini sinirlandirarak foliklllerin gelisimini inhibe eder, graniloza hiicrelerinde
bulunan aromataz enzimini inhibe eder ve Ostrojen biyosentezini azaltir (9). AMH,
testislerde oncul hicrelerin olgun leydig hucrelerine farklilasmasini engeller ve
steroidojenik enzimlerin ekpsresyonunu inhibe eder (38).

Ovaryan grantiloza hiicrelerindeki AMH ekspresyonuna cesitli hormonlar ve

proteinler etki etmektedir (4) (Sekil 2.3.).



10

ANDROJENLER

(teka hiicreleri)

BMPler

(teka hucreleri)

+- ?
FSH - AMH

(hipofiz bezi gonadotropik hicreleri) (grantiloza hucreler)\

(hipofiz bezi gonadotrop\k hicreleri)

OSTRODIOL

(graniiloza hicreleri)

Sekil 2.3. AMH ekspresyonuna etki eden hormonlar ve proteinler (4).

AMH, IVF uygulanan kadinlarda klinik sonuglari tahmin etmek ve tani koymak
icin kullanilmaktadir. Ovaryan hormonal uyariya cevapta, gebelik ve canli dogum
orani tahmininde AMH 6nemlidir. Serum AMH diizeyi disuk olanlarda (<1ng/ml),
daha yiiksek olanlara gore (1-4ng/ml) canli dogum oraninin daha dusiuk oldugu
gozlenmistir (39).

AMH, gonadotropin-bagimsiz folikil gelisiminde rol almaktadir. AMH
sekresyonu insanda antral evrede maksimumdur. Folikil, FSH-bagimh siklik secilim
sirecine (FSH-dependent cyclic recruitment process) basladiginda AMH salgilanmasi
azalr (40). AMH’in folikiilogenezde primordiyal folikiilden primer foliklle gegisin
inhibisyonu ve FSH-bagimli siklik segilimin inhibisyonu olmak Uzere iki 6nemli gorevi
oldugu disuntlmektedir. Yapilan in vivo ¢alismada, AMH geni susturulmus (AMH -/-)
farelerde, her asamadaki folikillerde sayisal olarak belirgin artis gozlenmistir. (AMH -
/-) fare folikilleri iceren hicre kiltirinde folikil biyimesi FSH varliginda bile
yavaslamistir. Bu, FSH bagimli-GH proliferasyonunda, AMH’in inhibe edici etkisini
gostermektedir (41).

Yapilan calismalarda, folikiillerde Liiteinize Edici Hormon Reseptdr (LHR)
ekspresyonu ile folikiiler sivi AMH dizeyleri arasinda ters iliski gézlenmistir. Bu da

AMH’In siklusu inhibe ettigi sonucunu desteklemektedir (42).
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2.4.4. Ostrojen

Ostrojen, kadinlarda ve erkeklerde hem {ireme fonksiyonlari icin hem de
noroendokrin sistem, vaskiler sistem, iskelet sistemi ve imm{in sistem icin 6nemli bir
hormondur (43). Ug cesit 8strojen formu bulunmaktadir. Bunlar éstron (E1), dstrodiol
(E2) ve ostriol (E3)’dir. Fizyolojik olarak en etkin olani dstrodioldiir (E2) ve Ostrojen
reseptdrleriolan ERa ve Erp’ya en yiiksek afinitesi olan formdur. Ostron (E1) ve 8striol
(E3), ostradiolden (E2) sentezlenmektedir (44).

Ostrodiol (E2), ireme cagindaki kadinlarda ovaryumdaki graniiloza
hicrelerinden (GH) salgilanmaktadir ve endokrin olarak ¢esitli fonksiyonlara sahiptir.
Ostrojenin fizyolojik fonksiyonlari sekonder seksiiel karakteristik 6zelliklerin gelisimi,
ovulasyon i¢in gonadotropinlerin sekresyonunun dlzenlenmesi, dokularin
progesteron cevabina hazirlanmasi, kemik kitlesinin korunmasi, lipoproteinlerin
sentezinin dizenlenmesi, (rogenital atrofinin 6nlenmesi, insitlin cevabinin
diizenlenmesi ve kognitif fonksiyonlarin korunmasidir (11).

Aromataz enzimi, graniloza hicresinin endoplazma retikulumunda
bulunmaktadir ve androjenlerden 0Ostrojen Uretmektedir. Graniloza hiicreleri,
androjeni komsulugundaki teka hicrelerinden almaktadir. Aromatazin esas
ekspresyonu, premenapozal kadinlarda ovaryan graniiloza hiicrelerinden olmaktadir
ve serumda Olculebilir miktarda 6strojen olmasina yol agmaktadir (11).

Aromataz, buylyen foliklllerde fetal GH tarafindan eksprese edilir. Aromataz
ekspresyonu neonatal doneme kadar artar. Cocukluk cagina gelindiginde sadece
blylk antral folikllerde bulunmaktadir (45). Post-natal donemdeki artmis aromataz
ekspresyonu, gonadotropin ve kismi olarak FSH bagimlidir (46) ancak steroidogenez
sadece post-pubertal periyodda gergeklestigiicin plazma E2 diizeyi artmaz. Aromataz
ekspresyonu post-pubertal donemden itibaren blyik antral folikiillerde ve pre-
ovulatuvar folikullerde artar (45).

Basarili bir gebelik ve implantasyonda blastokist invazyonu icin reseptif ve
desidualizasyona hazir bir endometriyuma ihtiyac¢ vardir. Endometriyum embriyoyu
kabul etmek, implantasyon ve desidualizasyon icin kritik ©6neme sahiptir.

Implantasyon penceresi ddneminde hormonal diizenleme, gebeligin olusabilmesi icin
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onemlidir. Ostrodiol (E2), menstrual siklusun proliferatif fazinda endometriyumun
kalinlasmasini  saglamak icin epitel hiicre proliferasyonunu indikler (12).
Premenapozal donemdeki kadinlarda E2 normal degeri “15-350 pg/ml” araliginda
olmahdir (47). Serum E2 diizeyi yasla azalmaktadir (48).

Daha oOnceki in vivo calismalara goére E2, AMHIn ekspresyonunu
baskilamaktadir. Pubertal geciste, gonadotropin artisi E2 artisi ile birliktelik
gostermektedir. Bu E2 artisi sonucu AMH diizeyinde azalma meydana gelmektedir
(49). IVF calismalarinda; hCG (human chorionic gonadotropin) tarafindan tetiklenme
gininde, AMH ve E2 arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir. AMH diizeyinde
belirgin disus gozlenmistir (50).

Pre-antral folikil asamasina kadar, E2 yoklugunda AMH ekspresyonu
maksimum diizeydedir. Grantiloza hiicrelerinde, FSH’nin ve Kemik Morfojenik Protein
(BMP)” gibi bliyime faktorlerinin etkisi ile stire¢ androjenlerin etkisi altindadir (4).
Folikiiler biiyime boyunca androjenlerin etkisi azalir ve E2 Uretimi artar. Bunun
sonucunda AMH supresyonu baslar, E2 kontroll devralir ve FSH reseptori (FSHR)
ekspresyonunu arttirpp LH reseptori (LHR) olusumunu saglayarak folikilleri

secilmeye uygun hale getirir (42).

2.5. Graniiloza Hiicresi

Oogenezin erken donemlerinde, primer oositler graniloza hiicrelerinden
olusan bir tabaka ile cevrilidir. Foliklilogenez sirasida oosit blylimesine, graniiloza
hlcresi ¢ogalmasi ve farklilasmasi eslik eder. Antral folikiil asamasinda, granilosa
hicreleri farkh fenotiplere sahip “Kimulis graniloza hicreleri (KGH)” ve “Mural
graniloza hiicreleri (MGH)” olmak (izere iki ayri gruba farklilasir. Kimdills graniiloza
hiicreleri oosite yakin seyreder ve oosit blylmesi ile olgunlasmasindan sorumludur.
Mural grantiiloza hiicreleri ise steroidojenik aktivede 6nemlidir (51).

Graniloza hicreleri aromataz enzimine sahiptir. Bu enzim sayesinde
androjenlerden 6strojen tiretmektedir (11). Anti-Mdllerian Hormon (AMH) sentezi de

graniloza hiicreleri tarafindan yapilmaktadir (8).
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Graniiloza hiicreleri ve oosit arasinda Zona Pellusida (ZP)'da sitoplazmik
projeksiyonlar aracili oluklu baglantilar (gap-junctionlar) bulunmaktadir. Bu oluklu
baglantilar LH pikine kadar goézlemlenmektedir. Ovaryumda folikillerde oosit
kompetansi, oosit ve graniilosa hiicreleri arasindaki bu iki yonli iletisime baglhidir (52).
Oosit-kiimilas kompleksi baglantilari karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasini
yonetir. Mayoza devam edip fertilizasyona giden oosit icin ve erken embriyogenez
donemini desteklemek icin gerekli olan enerji bu sekilde elde edilir (53).

Graniiloza hiicreleri oosit gelisimi icin gerekli mikrogevreyi olustururlar (54).
GH, kan dolasimindan aldiklari glikozu piruvata metabolize ederler ve bu piruvati
oosite verirler. Oosit aldig1 piruvattan, oksidatif fosforilasyon ile ATP elde eder (55).
Oosit, GH’deki glikolitik anahtar genlerin ekspresyonunu indikleyerek glikolizi
diizenler (56). Oosit-kiimulis kompleksinde lipidlerin B-oksidayonu yoluyla mayozun
devami (57) ve aminoasit donisiimu icin gerekli olan ATP Uretimi gergeklesir (56).
Grandloza hiicreleri ve oosit mitokondriyonu, bu metabolik yolaklarin esas ajanlaridir

ve oogenez sliresince oosit kompetansi ile direk iliskilidir (56).

2.6. Mitokondriyon

Mitokondriyonlar; oksidatif fosforilasyon yoluyla hiicresel enerji Greten ve
kalsiyum homeostazi (58), hiicre haberlesmesi, apoptoz (59) gibi dnemli hiicresel
olaylarda rol alan multifonksiyonel sitoplazmik organellerdir (62, 63).

Hiicreler, yasamlarini devam ettirebilmek icin enerji tiretmek zorundadir ve
bu enerji kaynagi Adenozin Trifosfat (ATP)tir. ATP Uretimi icin cesitli metabolik
yolaklar olmasina ragmen %88 oraninda mitokondriyal oksidatif fosforilasyonla
(OXPHOS) olmaktadir (13). Hiicresel ATP miktarinin azaldigi cesitli durumlarda ise
hicre genellikle apoptoza gitmektedir (61).

Mitokondriyonlar, fazla miktarda enerji Greten ve tiiketen hiicrelerde bol
miktarda bulunurlar. Mitokondriyonlar, interfaz evresinde boélinerek sayilarini
arttirmaktadir ve boélinmeleri hiicre donglisi ile senkronize degildir.
Mitokondriyonlar hem lokalizasyonlarini hem de sekillerini degistirebilirler ve

spermin orta parcasinda oldugu gibi enerji ihtiyaci olan bélgelerde lokalize olurlar (3).
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Mitokondriyonlar, eritrositler ve terminal keratinositler disinda tim
hiicrelerde bulunurlae. Mitokondriyonun sayisi, sekli ve i¢ yapisi genellikle hicre
tipleri icin karakteristiktir. Mitokondriyon sayisi fazla oldugunda hicreler daha
asidofilik olmaktadir. Mitokondriyonlar, histokimyasal yontemlerle boyanabilirler.
Mitokondriyonlar; kiire, gubuk, uzun lif ve sarmal yapi gibi sekillere sahip olabilirler
(3).

Mitokondriyonlar, cift zar yapisina sahiptir. ic mitokondriyal membran,
matriks adi verilen alani gevreler. Dis mitokondriyal membran ise sitoplazma ile yakin
temas halindedir. iki zar arasinda intermembran aralik bulunur (3).

Dis mitokondriyal membran, 6-7 nm kalinligindadir ve voltaj-bagimh anyon
kanallarini igerir. Bu kanallara mitokondriyal porinler adi verilmektedir. Bu blyuk
kanallar yaklasik 3 nm g¢apindadir ve 5.000 Da biyuklugindeki yliksiz molekillere
gecirgendir. Kliciik molekdller, iyonlar ve metabolitler zarlar arasi bosluga girebilir
ancak ic kisma gecemez. Ayrica fosfolipaz A2, monoamin oksidaz ve asetil koenzim A
(CoA) sentaz dahil olmak lizere gesitli enzimler igerir (3).

ic mitokondriyal membran, dis mitokondriyal membrandan daha incedir. ic
membran ylizey alanini belirgin sekilde arttiran ¢ok sayida krista yapisina sahiptir.
Steroid metabolizmasinda gorev alan bazi hiicrelerde i¢c membran, matriks icine
dogru tibiiler veya vezikiler ¢ikintilar olusturabilir. ic membran, membrani iyonlara
gecirimsiz kilan fosfolipid olan kardiyolipinden zengindir (3).

Solunum zincirinin enzimleri i¢ membranda yer alirlar ve ATP lireten oksidatif
fosforilasyon enzimleriniigerirler. ic membrani olusturan proteinlerin elektron tasima
zincirinin  oksidasyon reaksiyonlarini gergeklestirmek, ATP'yi sentezlemek ve
metabolitlerin matriksten iceri ve disari tasinmasinin diizenlenmesi olmak Uzere (g
ana gorevi vardir (3).

intermembran aralik i¢ ve dis zar arasinda yer alir ve kreatin kinaz, adenilat
kinaz ve sitokrom c gibi enzimler icerir. Sitokrom c, apoptozun baslatilmasinda 6nemli
bir faktordir (3).

Mitokondriyal matriks, ic mitokondriyal membran ile gevrilidir ve sitrik asit

donglsiiniin (Krebs donglisil) enzimlerini ve yag asidi oksidasyonunda rol oynayan
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enzimleriicermektedir. Karbondioksit ve elektron tasinmasii¢in elektron kaynagi olan
indirgenmis Nikotinamid adenin dintkleotit (NADH) icerir. Bu sitrik asit donglsu ve
yag asidi oksidasyonu reaksiyonlardan Uretilen enerji, mitokondriyal matrikste yer
alan indirgenmis NADH'den elde edilen hidrojen iyonlari (H*) ile temsil edilir. ig
mitokondriyal membranda bulunan bir dizi proton pompasi araciligiyla hidrojen
iyonlari matriksten zarlar arasi bosluga aktarilir. Bu pompalar solunum enzimlerinin
elektron tasima zincirini olusturur. i¢ mitokondriyal membran boyunca hidrojen iyonu
transferi, bir elektrokimyasal proton gradiyenti olusturur. Bu gradiyent, blyuk bir
proton hareket glicli yaratir. ATP sentaz ise, H iyonlarinin gegisi icin i¢ mitokondriyal
membran boyunca bir yol saglar. Bu protonlarin mitokondriyal matrikse geri hareketi,
kemiozmotik eslesme olarak adlandirilir. Yeni Uretilen ATP, i¢ mitokondriyal
membranda bulunan protein olan ATP/ADP degisim proteini ile matriksten
intermembran araliga tasinir. ATP, mitokondriyonu voltaj bagimli kanallarla terk
ederek sitoplazmaya girer. Ayni zamanda, sitoplazmada Uretilen ADP,
mitokondriyona giris yapar (3).

Mitokondriyon, Ca2* ve diger iki degerlikli ve ti¢c degerlikli katyonlari depolayan
yogun matriks grandllerini icerir. Matriks ayrica DNA, ribozom ve tRNA igerir (3).

Mitokondriyonlar, fonksiyonel durumlarina bagh olarak morfolojik
degisiklikler gosterir. Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) goérintilerine gére
mitokondriyonlar iki farkli konfiglirasyon gosterirler. Ortodoks konfiglirasyonda
kristalar yogundur, matriks hacmi total mitokondriyon hacminin blylk kismini
olusturur ve bu durum disik dizeyde oksidatif fosforilasyona karsilik gelir. Kondense
konfiglirasyonda ise kristalar organize degildir ve intermembran aralik hacmi total
hacmin yarisindan daha fazladir. Bu konfiglirasyon ise yliksek diizeyde oksidatif
fosforilasyon anlamina gelmektedir (3).

Mitokondriyon hiicresel stresi algilayip hiicrenin yasayip yasamayacagina
karar verebilir. Mitokondriyon, sitokrom c'nin intermembrandz bosluktan hiicre
sitoplazmasina salinmasini saglayarak apoptozu baslatabilir. Bu olay ise Bcl-2 protein

ailesi tarafindan dizenlenir (3).
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Sekil 2.4. Mitokondriyonun yapisi. a. Bu elektron mikrografta “C” ile gosterilen
yapilar kristalardir ve ok ile gosterilen bolgede oldugu gibi ic
mitokondriyal membranin katlanmasi ile meydana gelmektedir. b.

Mitokondriyonun komponentlerini gosteren sematik diyagram (3).

Mitokondriyonlar semi-otonomik organellerdir (62). Kendilerine ait
mitokondriyal DNA (mtDNA) formunda genomlari bulunmaktadir ve her hiicre farkh
sayida mtDNA molekili icermektedir (63). Mitokondriyonlarin genomlari, niikleer
genom ile iliski icerisindedir (64). Mitokondriyonlar maternal kalitim géstermektedir

(65).

Mitokondriyonlar, oosit ve erken embriyoda en ¢cok bulunan organellerdir (69,
70). Mitokondriyonlar, oosit olgunlasmasi, fertilizasyon ve embriyonik gelisim icin
gereklidirler. Mitokondriyon ve ooplazma kalitesi, yaslanma siirecinden etkilenir (67).
Mayotik ve embriyonik anoploidilerin de mitokondriyal aktivite ve ovaryan yaslanma
ile iliskili oldugu gosterilmistir (68). Anoploidiler, kadin infertilitesinin 6nemli
sebeplerindendir ve spontane disuk, tekrarlayan implantasyon basarisizligi ile

sonuglanabilmektedir (69).
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Somatik hiicre ¢alismalarindaki mitokondriyon vyapi ve molekiler
anormallikleri mitokondriyon disfonksiyonu olarak adlandirilir ve ndrolojik
hastaliklar, kalp hastaliklari, diyabet hastaligi ve kanser ile iliskili bulunmustur (62,
63).

Mitokondriyal aktivite; mitokondriyal dinamiklere ve mitokondriyal 6zelliklere
baghdir. Mitokondriyal gegis poru (mitochondrial permeability transition pore - mPT),
mitokondriyon membran potansiyeli (MMP), mitokondriyonlarin lokalizasyonu,
dagihm paternleri ve mtDNA miktari mitokondriyal aktivitede belirleyicidir (70).
Mitokondriyon disfonksiyonunda reaktif oksijen radikaleri (ROS) artisi ve kalsiyum
birikimi meydana gelir (75-77).

Mitokondriyal gecis poru (mPT), ic membranda lokalizedir. iyonlarin ve
¢O6ziinmis maddelerin gecisinde rol alir (72). mPT gecirgenliginin degisimi,
mitokondriyon maturasyonunda énemlidir (73).

Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) oosit kalitesi i¢in 6énemlidir.
Oositteki hipopolarize mitokondriyon, anormal embriyo olusumuna sebep olur (74).
Membran potansiyelini belirlemek igin kullanilan problardan biri olan JC-1 (81, 82)
(5,5',6,6'-tetrachloro-1,1'3,3'-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanineiodide)
katyonik boyasinin mitokondriyal alimi, membran potansiyeli ile direk iliskilidir.
Yiksek miktarda JC-1 konsantrasyonu, fazla miktarda mitokondriyal alimi gosterir ve
kirmizi floresan emisyon sinyali ile sonuglanir. Yesil floresan ise JC-1 monomeri
varligini gosterir ve hipopolarizasyonu isaret eder. Kirmizi 1sima fazlalig ise
hiperpolarize ic membrani gésterir. MMP, mitokondriyon maturasyonunu 6lgmek icin

kullanilmaktadir (74).

2.6.1. Mitokondriyon ve Oosit

Mitokondriyonlar, oosit fonksiyonlarinda hayati Gneme sahiptir. Fertilizasyon
ve oosit kalitesi icin kritiktik organellerdir (76). Mitokondriyonlar maternal kalitim
gosterir. Metafaz Il asamasindaki oosit, blastokist asamasinda gelisim icin gerekli tim
mitokondriyonu icerir (77). Sperm mitokondriyonu ise ubikitinasyon, modifikasyon,

proteozomal yikim ya da mitofaji yoluyla yikilir (78).
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Oositteki immatilir mitokondriyonlar, yavru hicrelere esit olarak dagilir.
Mitokondriyonlar esit dagilmazsa mitokondriyon kalitiminda “disproporsiyonel
pattern” gorulir. Bu durum, 2-4 hiicreli blastomer evresinde hicre lizisine,
mitokondriyon hasarina ve embriyo implantasyonunun negatif sonuglanmasina
sebep olabilir (79).

insan oositi, viicuttaki en biiyiik hiicredir ve fazla sayida mitokondriyon icerir
(80). Memeli hiicrelerindeki mitokondriyon sayisi ylzlerce ya da binlerce olabilir. Bu
sayl enerji ihtiyacina gore ve hiicre hacmine gore degismektedir. Disik kaliteli
oositler; infertilite, embriyo gelisim bozukluklari, blastokistte azalmis hiicre sayilari ve
embriyo kaybiu ile iliskilidir. Burada mitokondriyal disfonksiyon énemli rol oynar (77,
83).

Memelilerin bircogunun oositinde Adenozin Trifosfat, somatik hiicrelerin
aksine, oksidatif fosforiasyon yerine glikolitik yoldan ya da pentoz fosfat yolu (PPP) ile
Uretilir. Bu metabolik farkhhklar, yapisal farkhliklarla birliktelik gdsterir. Embriyo
primer olarak glikoliz ve PPP yolunu kullanirken mitokondriyon yuvarlak (immatir)
bir vyapiya sahiptir ve az sayida krista icerir. OXPHOS yolunu kullanan
mitokondriyonda ise uzamis yapi ve ayrintili krista sistemi mevcuttur. Bu yuvarlak
(immatdr) fenotipten uzamis (matiir) fenotipe degisim, embriyogenez sirecinde
hicreler farklilagip mitokondriyon metabolizmasi glikolizden OXPHOS’a degisirken
meydana gelir. Oosit ve preimplantasyon embriyolarinda mitokondriyon
disfonksiyonu infertilite ve gelisim anomalilerinde 6nemli rol oynar (83, 88-91).

Memeli oositleri germinal vezikiil evresinde (GV, profaz I-diakinez) duraklar ve
puberteye kadar bekler. Folikiil Uyarici Hormon etkisi ile uyarilan oosit, pubertede
mayozun devam etmesi ile mayoz II'nin metafaz asamasina kadar gelir.
bltinltglinde roll vardir (92, 93). Perintklear mitokondriyon birikimi, oosit kalitesi
ve germinal vezikil yikiminin zamanlamasinda 6nemlidir. Bu germinal vezikdl yikimi,
kiimalds hicrelerinin Urettigi LH tarafindan tetiklenir (84).

Mitokondriyonun sagladigi ATP, oosit matirasyonunda onemlidir. ATP

proteinlerin fosforilasyon ve defosforilasyonu ile mayoz | ve mayoz Il sirecindeki
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sentrozom ve mikrotiibiil dinamiginde rol oynar (85). ATP, kromozom ayrilmasi ve
simetrik bélinmede 6nemlidir (86).

Matir memeli Ml oositi yaklasik olarak 100.00-200.000 mitokondriyal DNA
(mtDNA) icerir. mtDNA sayisi ile fertilizasyon ve gelisimsel yetenek arasinda pozitif

iliski oldugu gosterilmistir (87).

2.6.2. Mitokondriyon ve Preimplantasyon Embriyo Gelisimi

Embriyo gelisiminde, artan enerji ihtiyaci nedeniyle mitokondriyon yapisi
degisim gosterir; basit sferik yapidan kompleks yapiya donusir. Mitokondriyonlar iyi
gelismis kristaya, yogun matrikse ve uzamis dalli yapiya sahip olur. Bu yapi degisikligi,
glikolitik metabolizmadan aerobik OXPHOS metabolizmaya donisim ile korelasyon
gostermektedir. Bu degisim sirecinde, solunum zinciri kompleksi yogunlugunda ve
ATP Uretiminde artis olmaktadir (97, 98).

Mitokondriyon farklilasmasi 6zellikle blastosel asamasinda; trofoektoderm ve
ic hiicre kitlesine farkhlasmada meydana gelir. Trofoektoderm hiicrelerinde

mitokondriyal uzama ve artmis krista yapisi gozlenir (90).

2.6.3. Mitokondriyal Disfonsiyon

Mitokondriyal disfonksiyon; yetersiz ATP Uretimi ve kalsiyum homeostazinda
bozulma ile karakterizedir(75-77).

Obezite, diyabet hastaligi, yaslanma gibi durumlar oosit kalitesini azaltir. Bu
durum sadece eriskin oositini degil fetlsteki gelisen oositleri de etkiler (81).
Mitokondriyonlar, sitoplazmik maturasyon igin dnemlidir (55), ¢linki sitoplazmik ve
hicresel fonksiyonlar icin ATP gerekmektedir(57, 100).

Mitokondriyon dinamiklerindeki degisiklik, reaktif oksijen radikalleri
olusumuna sebep olur. Mitokondriyal matriks yogunlugu artisi, mitokondriyon
membran potansiyelinde (MMP) diismeye sebep olur. MMP’deki diisme sonucu ATP
sentezi ve elektron tasima zincirindeki (ETZ) reaksiyonlar azalir, bunun sonucu olarak
ROS artar. ROS artisi, kalsiyum birikimine sebep olur ve bu kalsiyum birikimi de gecis

porlarinin agilmasini ve apoptozu tetikleyebilir (91). Detoksifikasyon gerceklesmezse
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ROS artisi, oksidatif hasara sebep olup mtDNA’da mutasyonla ve delesyonla
sonuglanir (92). Mitokondriyonun DNA tamir kapasitesi ise sinirhdir ve mutasyon
orani yuksektir (93).

Mitokondriyal membran potansiyeli kaybi, mitokondriyonda dramatik yapisal
degisiklikleri tetikler. Ortaya c¢ikan mitokondriyon, sismis veya vyuzik/halka
mitokondriyon olarak adlandirilir. MMP kaybi, mitokondriyonun yapisal ¢okusunu
tetikler. Reoksijenasyon, hipoksi ve yaslanma gibi oksidatif stres ile giden patolojik
durumlarda dokularda C-, U- veya O-sekilli (halka seklinde) (94) ve sapkali
mitokondriyon (95) varligi elektron mikroskobu ile gosterilmistir. Bu nedenle, ytizik
seklindeki mitokondriyon, mitokondriyal stresin tipik ayirt edici 6zelligi olarak kabul

edilmektedir (94).

2.6.4. Mitofaji

Otofaji, genetik olarak programlanmis katabolik hiicresel sliregtir. Hasarl ya
da sayica fazla olan organellerin etrafinda ¢ift membran yapisi olusur ve buna
otofagozom adi verilir. Otofagozomlar daha sonra lizozomlarla birlesip otolizozomlari
olustur ve yikim gergeklestirilir. Mitokondriyonun selektif otofajik siirecine ise
mitofaji adi verilir (96).

Transmisyon elektron mikroskobu, mitofajiyi gostermek icin en iyi
yontemlerden biridir. Mitofajinin morfolojik ayirt edici 6zelligi, ¢ift membranli
otofagozomlarin olusumudur (96). Mitokondriyal yikimda myelin figiir adi verilen
membranoz cisimcikler izlenir (97). Erken asama mitofaji, otofagozomdaki yutulmus
mitokondriyonun krista yapilari ile kolayca tespit edilebilir. Mitofajinin ge¢ asamasi,
rezidi mitokondri iceren tek membranli otolizozomlar seklinde gozlenebilir (96).

Mitofajide, mitokondriyal fragmantasyon énemli rol oynar. Mitokondriyonlar
dinamik organellerdir, sirekli fisyon ve flizyona ugrarlar. Mitokondriyal fisyonda,
mitokondriyon ve endoplazma retikulumu fiziksel olarak yakin iliski icerisinde
gozlenmislerdir. Ayrica MMP vyiiksek olan mitokondriyonlar flizyon siirecine

gecebilirken, MMP diislik olan mitokondriyonlarin mitofajiye gittigi gorilmdistir (96).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul izin Siireci

“Insan Graniiloza Hiicresi Mitokondriyon Fonksiyonu ile AMH ve Ostrojen
iliskisi” baslkli tez calismasi 03.12.2019 tarihinde, 2019/28 numarali toplantida,
16969557-2204 sayi ve GO 19/1152 kayit numarasiyla Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan gerekce, amag, yaklasim

ve yontem basliklarindaki degerlendirilme sonucu etik agidan uygun bulunmustur.

3.2. Hasta Gruplarinin Belirlenmesi ve Orneklerin Elde Edilmesi

Calismaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi (HUTF) Tiip Bebek Unitesi'nde
tedavi goren 20 kadin dahil edildi. Hastalardan yumurta toplama (OPU, oocyte pick-
up) sirasinda elde edilen 6rneklerin, oosit-kiimiilis kompleksi se¢imi sonrasi arda
kalan folikil sivilari EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid)’li tliplere alinarak
HUTF Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda ¢alisildi.

HUTF Kadin Hastaliklari ve Dogum Klinigi’'nde rutin olarak testi yapilan Anti-
Millerian Hormon (AMH) ve Ostrojen diizeylerinin normal degerde olmasi ve diislik
degerde olmasina gore 2 ayr grup olusturuldu. Bu gruplar, Hacettepe Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi HUBAB; TSA-2018-17320 numarali
projeden alinmis olan insan graniiloza hiicre hatti HGL5 ile karsilastirildi. Calismada;
1.  Grup 1: HGL5 insan graniiloza hicre hatti grubu
2. Grup 2: AMH>1.1ug/L ve 6strojen>70pg/ml (degerler normal olanlar) (98, 99)
3.  Grup 3: AMH< 1.1pg/L ve 6strojen<70pg/ml (degerler diistik olanlar) (98, 99)

olmak lzere g grup olusturuldu.

3.2.1. Arastirmaya Dahil Edilen Hastalar

18-40 yas arasinda ve vucut kitle indeksi 20-25 kg/m?olan hastalar

arastirmaya dahil edildi.
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3.2.2. Arastirmaya Almama Kriterleri

Endometriozisi olan hastalar, sigara igenler, son 6 ay iginde hormon kullanan
hastalar ve herhangi bir dahili veya metabolik hastaligi olanlar arastirmaya dahil

edilmedi.

3.3. Graniiloza Hiicrelerinin izolasyonu

HUTF Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’'nda folikiil sivilari (FS) 1:1 oraninda
PBS (Phosphate-buffered saline) ile dilie edildi. 3 ml Lymphosep (Lymphocyte
Separation Media) sollisyonu eklenmis 15 ml’lik santrifiij tiiplnin Gzerine sollisyonla
karismayacak sekilde 12 ml FS+PBS ¢ozeltisi eklendi. Lymphosep soliisyonu ve FS+PBS
¢Ozeltisini iceren bu tipler 2500 rpm’de 30 dakika santrifij edildi. Her tlpten yiizen
izole edilmis hiicreler 4 ml hacminde alinip yeni bir santrifiij tiplinde, tGzerine 4 ml
bazal DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12)
besiyeri eklenerek 1200 rpm’de 5 dakika santrifij edildi. Olusan pelletler %10 FBS,
2mM L-Glutamin, %1 Penisilin/Streptomisin ilave edilmis DMEM-F12 besiyeri ile
¢ozullp, uygun kiltiir kabina (T25/T75 hiicre kultard flaski) ekildi. DMEM-F12 besiyeri
Uzerine BIOAMF-1 bazal medyumu, karisim orani 1:1 olacak sekilde eklendi.

Ayni hastanin oosit denlidasyonu sonrasi arda kalan kimdulis hicreleri
alinarak Ustiine 1 ml bazal DMEM F-12 eklenip 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip,
sipernatani atilarak pellet 1 mI DMEM-F12 ile ¢6zlildi. Bu hiicreler hastanin 6nceden

izole edilen hiicrelerine eklendi.

3.4. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.4.1. Komplet DMEM-F12 besiyeri hazirlama

Bazal DMEM-F12 (w/o L-glutamin) icerisine fetal bovine serumu (FBS) (FBS-
11B, Capricorn Scientific, Almanya) 0,8 um c¢apli filtreden gegirildikten sonra %5
oraninda eklendikten sonra penisilin-streptomisin %1 (PS-B, Capricorn Scientific,
Almanya) oraninda ve L-glutamin %4 (GLN-B, Capricorn Scientific, Almanya) oraninda

kullanildi. 50 ml’lik tlplere, 45 ml bazal DMEM-F12, 2,5 ml FBS, 0,5 ml penisilin-
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streptomisin ve 2 ml L-glutamin eklenerek 50 ml komplet DMEM-F12 besiyeri

hazirlandi.

3.4.2. BIOAMF besiyeri hazirlama

BIOAMF-1 bazal medyum (BI01-190-1A, 450 ml) ve supplement (BI01-190-1E,
50 ml) birbirlerine karistirilip %1 oraninda penisilin-streptomisin eklenerek komplet

BIOAMF besiyeri hazirlandi.

3.5. Graniiloza Hiicresi Pasajlanmasi

Faz kontrast mikroskopu (TMS Inverted Mikroskop Nikon, Japonya) ile
incelenen flaskta %80 ve lzeri konfluensi gorilduginde hiicreler pasajlandi. Flasktaki
besiyeri cekildikten sonra 37°C’deki dPBS (Capricorn Scientific-PBS-1A) ile yikandiktan
sonra 5 dakikayi gegmeyecek sekilde tripsin (TRY-1B10, Capricorn Scientific, Almanya)
ile inkiibe edildi. Flask ylizeyi ile temasini kaybetmeyen hiicreler mekanik olarak
kaldiriimaya calisildi ve 1:1 komplet DMEM-F12 besiyeri eklenerek tripsin noétralize
edildi. Tripsin-besiyeri karisimi 15 cc’lik santrifij tliptine alinarak santriflijde 5 dakika
1200 rpm’de cevrildi. Sipernatan uzaklastirildiktan sonra olusan pellet 1 ml besiyeri
ile ¢o6zlldl. Hiicre sayimi sonrasi esit miktarlarda bolGnerek yeni T25 flasklara ekildi.
iIk ekimde 1:1 komplet DMEM-F12 ve komplet BIOAMF-1 besiyeri karisimi, sonraki

beslemelerde ise sadece komplet DMEM-F12 besiyeri kullanildi.

3.6. Graniiloza Hiicresi Sayimi

Kaldirnlan grantiloza hicrelerinden olusan pellet lzerine 1 ml besiyeri
eklendikten sonra 100 pl’si alindi ve Uzerine 900 pl besiyeri ilave edilerek 1:10
oraninda sulandirildi. Seyreltik ¢c6zeltiden 100 pl alinarak tGizerine 100 pl tripan mavisi
(%0,4) eklenerek bu karisimdan 10 pl alinip hemositometre ile hiicre sayimi yapildi.
Hemositometrede sayilarinin ortalamasi (n) alindiktan sonra toplam hiicre sayisi
asagidaki formil kullanilarak belirlendi:

N=nx10x2x 10*

N (toplam hiicre sayisi)
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n (toma laminda sayilan hiicre sayilarinin ortalamasi)
x 10 (10 kat seyreltmeden dolayi)
X 2 (tripan mavisi ile birebir seyreltmeden dolayi)

x 10* (formul katsayisi)

3.7. Graniiloza Hiicrelerinin Dondurulmasi

Konflliensi degerlendirilmesinde %80 ve Uzeri degere ulasan hiicreler tripsinle
kaldirihp santriflij sonrasi pellet haline getirildi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra
hicre pelleti 700 ul DMEM-F12 besiyeri ile ¢ozllerek hiicreler “cryovial”lere alindi.
Hicrelerin Gzerine 200 pl FBS eklendikten sonra 100 ul dimetil silfoksit (DMSO)
(D2650, Sigma Aldrich, ABD) buz lizerinde eklendi. “Cryovial”ler dondurulmak Uzere
Cool Cell kabina (BCS-136 CoolCell, Biocision, ABD) alinip -80°C derin dondurucuya
(DF290, Nuve, Turkiye) kaldirildi. Bir gece buzdolabinda bekletilen tlpler sivi azot
tankina (Carbide 35HC LN2, Taylor Wharton Union, ABD) aktarildi.

3.8. Dondurulmus Graniiloza Hiicrelerinin Goziilmesi

is paketlerinin tekrarlanmasi gereken durumlarda, azot tankinda bulunan
hicreler alinarak hizli bir sekilde 37°C derecede su banyosuna konuldu. Kiltir
laboratuvarinda 6nceden hazirlanmis besiyerine 1:9 oraninda eklenerek santrifij
(1200 rpm, 5 dakika) edildi. Stipernatan uzaklastirildiktan sonra elde edilen pellet, 1

ml komplet DMEM-F12 besiyeri ile ¢6zildiu ve kiltire hazir hale getirildi.

3.9. Hiicre Kiiltiirii

HUTF Tup Bebek Unitesi’ne basvuran kadinlardan alinan graniiloza hiicreleri
ve HGL5 insan graniiloza hiicresi hattindan lretecegimiz graniiloza hiicreleri kiltire

edildi.

3.9.1. Primer Graniiloza Hiicre Kiltiru

HUTF Tup Bebek Unitesi’ne basvuran 20 kadindan elde edilen folikiil sivilari

alindi. Gelen sivilar Lymphosep soliisyonu kullanilarak izole edilip %10 FBS, 2mM L-
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Glutamin, %1 Penisilin/Streptomisin ilave edilmis DMEM/F12 besiyerinde T75 hiicre
kaltara flaskina ekildi. Her 3 glinde bir besiyeri degistirilerek, tek tabaka halinde
blylyen hiicreler %80 konfluent olana kadar optimal kiltiir kosullarinda 37°C, %5

CO; igeren inklibatoérde, nemli ortamda kdltire edildi.

3.9.2. HGLS5 insan Graniiloza Hiicre Hatti ve Kiiltiirii

Laboratuvarimizda donmus olarak sakladigimiz; Hacettepe Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi HUBAB; TSA-2018-17320 numarali
projeden alinmis olan insan grantiloza hiicre hatti HGL5, hiicre kiltiri laboratuvari
icinde steril sartlar altinda laminar akim kabini icinde ¢6zuldl. Cozilen grantloza
hiicre hattina ait hiicreler icin uygun besiyeri (2% Cosmic Calf Serum, 2% Ultroser G,
1% ITS plus ve %1 Penisilin/Streptomisin ilave edilmis Prigrow IV medium) iginde 25
cm? lik flasklara ekilip 37°C, %5 CO; iceren inkubatdre kaldirildi. Ertesi giin hiicreler
faz kontrast mikroskobu altinda kontrol edilmistir ve iki glin sonra besiyerleri
degistirildi. Flasklar %80 konfluent oldugunda tripsinizasyon yapilarak pasajlandi.
Birinci pasajdan sonra bir miktari dondurulup ileri dénemde kullanilmak lzere azot

tankinda saklandi. Diger hiicreler is paketleri igin kullanildi.

3.10. Primer Hiicre Hatlarinda ve HGL5 Graniiloza Hiicre Hattinda immunofloresan

isaretleme

HGLS5 graniiloza hiicre hattina ait hiicreler ve primer kiiltlr hiicreleri 96 kuyulu
plaklara ekilip bir gece boyunca tutunmalari icin beklendi (16). Ertesi giin hiicreler
dilisyon tamponu ile vyikandi. Graniloza hiicresi mitokondriyon membran
potansiyelini 6lcmek icin JC-1 floresan boyasi (5,5',6,6'-tetrachloro-1,1'3,3'-
tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanineiodide) kullanildi (JC1-Mitochondrial
Membrane Potential Assay Kit-ab113850). Yikanan hiicreler karanlikta, diliisyon
tamponu icerisinde, 1 UM JC-1 boya solisyonu ile 10 dakika 37°C’'de muamele edildi.
Boyama vyapilirken ortamda minimum stk bulunmasina dikkat edildi. JC-1 ile
muamele edilen hiicreler iki sefer JC-1 boya tamponu ile yikandi. Pozitif kontrol icin

bir iyonofor ayraci olan 100 pM FCCP (carbonyl cyanide A4-trifluoromethoxy
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phenylhydrazone) kullanildi. Mitokondriyal JC-1 monomerlerinin ve agregatlarinin
floresan yogunlugu, floresan plak okuyucu (VersaMax Microplate Reader) ile

belirlendi (107, 108).

3.10.1. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Kullanimdan 6nce tiim sollisyonlar oda sicakligina (18-25°C) getirildi.

1X Diliisyon Tamponu:

10 ml 10X Dilisyon tampon soliisyonuna 90 ml deiyonize su eklenerek 1X

dilisyon tampon soliisyonu elde edildi.

1 mM JC-1 Stok Soliisyonu:

500 pg JC-1 sisesine 766.8 L DMSO eklenerek JC-1 Stok Sollisyonu elde

edilmistir. Kullanilmayan her 1M JC-1 sollisyonu bélustirilerek ve -20°C’'de saklandi.

JC-1 Soliisyonu:

1 uM JC-1 soliisyonu elde edebilmekigin, 10 uL 1 mM JC-1ile 10 ml 1X dillisyon

tamponu karigtirildi.

3.10.2. JC-1 Boyama Prosediirii

Kullanimdan 6nce tiim malzemeler ve hazirlanan solisyonlar 37°C‘ye getirildi.

e Granuloza hucreleri kiltire edildi.

e Test giininden onceki gece graniiloza hicreleri 6X10% hiicre/kuyu olmak
Uzere 96 kuyulu plaklara ekildi ve tutunmalari beklendi.

e 96 kuyucuklu plaklara tutunan graniloza hicreleri 100 plL/kuyucuk 1X
dilisyon tampon soliisyonu ile yikandi.

e 100 pL/kuyucuk ¢alisan JC-1 solisyonu eklendi ve 10 dakika 37°C’de karanlikta
inkube edildi.

e Plak 1X dilisyon tampon sollisyonu ile 2 kez yikandi.
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e Plaklar, Floresan Plak Okuyucu ile okundu. Eksitasyon dalga boyu 475 + 20 nm,
emisyon  dalga boyu 530 + 15 nm olarak ayarlandi.
Okutulma yapilirken kuyucuklarin kuru olmamasina dikkat edildi.

e Testler 3 sefer tekrarlandi.

JC-1 ile boyanan gruplarin floresan plak okuyucu ile okutulma sonucu elde
edilen degerlerinin ortalamasi alindi ve gruplar karsilastirildi. Pozitif kontrol igin JC-1
boyamasindan 4 saat sonra FCCP eklendi ve degerleri tekrar okutuldu. FCCP

eklendikten sonraki degerlerle ilk okuma degerleri karsilastirildi.

3.11. Graniiloza Hiicresi Mitokondriyon Morfolojisinin Elektron Mikroskobu ile

Degerlendirilmesi

Kaltire edilen graniloza hicreleri tripsin ile kaldirilip santriflj edildikten

sonra slipernatan atilarak kalan pellet TEM igin hiicre takibine alindi.

3.11.1. TEM igin Hiicre Takibi

e Hicreler %2’lik gluteraldehit sollisyonunda 24 saat 4°C’'de tespit edildi.

e Hicreler 0,1 M fosfat tampon solilisyonu ile 3-4 kez yikandi.

e 1:1 oraninda %2’lik ozmium tetroksit ve 0,1 M fosfat tampon solilisyonu
karistinlarak %1’lik ozmium tetroksit hazirlandi.

e Hiucreler ikinci fiksasyon igin %1’lik ozmium tetroksit icinde 60 dakika oda
isisinda karanlikta bekletildi.

e Hicreler 0,1 M fosfat tampon sollisyonu ile 3-4 kez yikandi.

e Dehidratasyon icin hiicreler artan dereceli alkollerden asagidaki siraya goére

gecirildi:
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o %50 etil alkol 10 dk
o %60 etil alkol 10 dk
o %70 etil alkol 10 dk
o %80 etil alkol 10 dk
o %90 etil alkol 10 dk
o %96 etil alkol 15 dk
o %96 etil alkol 15 dk
o %100 etil alkol 20 dk
o %100 etil alkol 20 dk
e Hicreler 2x15 dakika propilen oksitte bekletildi.
e infiltrasyon icin hiicreler sirasiyla asagidaki karisimlarda bekletildi:
o 3 0lgli propilen oksit + 1 6l¢li gdmme materyali 1 saat
o 1 0l¢li propilen oksit + 1 ol¢li gdmme materyali 1 saat
o 1 0lgl propilen oksit + 3 dlgli gdmme materyali 1 gece
e Hiicreler ertesi sabah gomme icin kullanilacak gdmme materyali icinde 2 saat
bekletildi.
o GOmme kaliplari gdmme materyali ile dolduruldu.
e Ornek adi yazili kagit ggmme kaliplarina yerlestirildi.
e Hiicreler gdmme ignesi ile kapsillere yerlestirildi.
e Kalipta hava kabarcigi kalmissa gomme ignesi ile ¢ikarildi.
e GOmilen hiicreler etlivde etlivde 60°C'de 48 saat polimerize edildi.
e 48 saat sonunda etlivden gikarilan 6rneklerin sogumasi beklendi ve disindaki

kalip kesilerek 6rnekler cikarildi (101).

Elde edilen 6rneklerden Leica RM 2265 mikrotom ile 0.1 mm kalinliginda ince
kesitler alindi ve metilen mavisi-azur 2 ile boyandi. Daha sonra Leica Ultracut R
mikrotom kullanilarak 70 nm ultra ince kesitler alindi. Kesitler uranil asetat ve kursun
sitrat ile boyandiktan sonra JEM-1400 elektron mikroskobu (JEOL) ile goriintilendi
(101).



29

Mitokondriyonlarin sekilleri yuvarlak, tibiler, uzamis, C seklinde, U seklinde,
yuzik seklinde ve sapkali olup olmamasina gore degerlendirildi. Mitokondriyon

membran yapilari ve krista yapilari incelendi (94).

3.12. istatistiksel Analiz

Orneklem hesabi G-Power (v. 3.1.9.7) yazilimi kullanilarak yapildi. Calisma icin
ihtiyac duyulan orneklem genisligi parametrik testlere gore hesaplandi. Gruplardan
elde edilen ekspresyon diizeylerinin degiskenliginin 0.5 birim oldugu ve 6rneklerden
elde edilen ekspresyon diizeylerinin zaman igindeki degisiminin istatistiksel agidan
anlaml olup olmadiginin parametrik yontemler ile incelenecegi ongorilerek gl
analizi yapildi ve 6rneklem genisligi belirlendi. Bu dngoriler altinda 1 birimlik bir etki
genisliginin %95 glic ile anlamli bir farklilik olarak tespit edilebilmesi igin her bir deney
grubuna 10 kisinin dahil edilmesine karar verildi.

istatistiksel analizler SPSS versiyon 23 vyazilimi kullanilarak yapildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve
analitik yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) incelendi.
Tanimlayici analizler normal dagilmayan degiskenler icin ortanca ve ceyreklerarasi
aralik kullanilarak verildi. Gruplarin normal dagilim goéstermedigi belirlendiginden
parametreler gruplar arasinda Kruskal-Wallis testi kullanilarak karsilastirildi. ikiserli
karsilastirmalar Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi ve Bonferroni diizeltmesi
kullanilarak degerlendirildi. istatistiksel anlamlilik i¢in toplam tip-1 hata diizeyi %5

olarak kullanildi.
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4.1. Hastalarin Demografik Ozellikleri
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Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Tiip Bebek Unitesi'nde tedavi gbren 18-

40 yas arasinda ve normal viicut kitle indeksi (20-25 kg/m?) olan kadinlar arastirmaya

dahil edildi. AMH ve E2 degerleri normal olan grubun yas ortancasi 38, AMH ve E2

degerleri diisiik olan grubun yas ortancasi ise 32,5 olarak hesaplandi. iki grubun yas

dagihimlari arasinda istatistiksel olarak fark bulundu (p<0,05) (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Hastalarin yaslarina iliskin sayisal veriler.

Hasta Standart En Kiguk | En Blyuk
Ortalama Ortanca o o
Sayisi Sapma Deger Deger
AMH-E2 Normal 10 31,6 5,01553 32,5 25 40
AMH-E2 Distk 10 37,4 2,87518 38 31 40

Tablo 4.2. AMH ve E2 degerleri disitk olan grup ile AMH ve E2 degerleri normal olan

gruba ait yaslarin kutu ¢izgi grafigi. AMH ve E2 degerleri dislik olan

grubun yas ortancasi, AMH ve E2 degerleri normal olan grubun yas

ortancasindan istatistiksel olarak anlamli sekilde yliksek bulundu

(p<0,05).

Yas

40,004

38,00

36,00

34,00

30,00

28,00

26,00

T
AMH ve E2 diigiik

T
AMH ve E2 normal

Grup

Viicut kitle indeksi normal sinirlarda secilen hastalarin yaslarn ile JC-1

degerleri, AMH degerleri ve E2 degerleri arasinda korelasyon analizi yapildi.

Hastalarin graniloza hicrelerinin mitokonkondriyonlarin JC-1 immiuinofloresan
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isaretleme degerleri ve hastalarin yasi arasinda yapilan korelasyon analizinde negatif
yonde yliksek korelasyon gozlendi (r= -0,529) ve istatistiksel olarak anlamliydi

(p<0.05) (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. JC-1 ile yas arasindaki korelasyon grafigi.
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Hastalarin yasi ve AMH degeri arasinda yapilan korelasyon analizinde negatif
yonde yiliksek korelasyon gozlendi (r= -0,726) ve istatistiksel olarak anlamliydi

(p<0.05) (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. AMH ile yas arasindaki korelasyon grafigi.
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Hastalarin yasi ve E2 degeri arasinda yapilan korelasyon analizinde negatif
yonde yliksek korelasyon gozlendi (r= -0,661) ve istatistiksel olarak anlamliydi

(p<0.05) (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. E2 ile yas arasindaki korelasyon grafigi.

R2 Linear = 0,294
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4.2. Primer Graniiloza Hiicre Kiiltiirii

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Unitesi’nde tedavi géren 20
kadinin folikll toplanma islemi sonrasinda elde edilen folikil sivilarindan graniiloza
hiicreleri izole edildi. izole edilen hiicreler en fazla 2. pasaja kadar ¢ogaltildi. is
paketleri 2. pasaj hiicreleriyle gerceklestirildi. izolasyon icin Lymphosep soliisyonu
kullanildi. Folikil sivisi 6rnekleri, laboratuvara getirildikten sonra 1:1 oraninda dPBS
(Capricorn Scientific-PBS-1A) ile seyreltildi. Hiicrelerin bolinme hizlarinin hastadan
hastaya farklik gosterdigi gozlendi. Bu nedenle ilk hiicre ekiminde ve pasajlama
islemi sonrasi ilk beslemede komplet DMEM/F12 besiyeri 1:1 oraninda komplet
BIOAMF 1 besiyeri ile karistirilarak kullanildi ve tutunma ile proliferasyon hizlarinin

arttirilmasi saglandi.
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5. gln 7.gun

Sekil 4.1. AMH ve E2 dlizeyi normal olan grubun izole edilen graniloza hiicrelerinin

0-3-5-7. glin T25 faz kontrast mikroskobu mikrograflari.
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5. gln 7.8Un

Sekil 4.2. AMH ve E2 dulzeyi dusik olan grubun izole edilen graniiloza hiicrelerinin O-

3-5-7. giin T25 faz kontrast mikroskobu mikrograflari.

4.3. HGLS5 insan Graniiloza Hiicre Hatti ve Kiltiirii

Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
HUBAB; TSA-2018-17320 numaral projeden alinmis olan insan graniiloza hiicre hatt
HGL5, kendi besiyeri (Prigrow IV besiyerinde 2% Cosmic Calf Serum, 2% Ultroser G,
1% ITS plus ve penicillin/streptomisin/amfoterisin B soliisyonu) kullanilarak kiltiire

edildi. Hiicreler 2.pasaja kadar ¢ogaltilip is paketleri tamamlandi.
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5. gln 7.8Un

Sekil 4.3. HGL5 graniiloza hiicre hattinin hiicrelerinin 0-3-5-7. glin T25 faz kontrast

mikroskobu mikrograflari.

4.4. Primer Hiicre Hatlarinda ve HGL5 Graniiloza Hiicre Hattinda immunofloresan

isaretleme

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tip Bebek Unitesi’nde tedavi géren 20
kadinin graniloza hicrelerinin ve insan graniloza hicre hatti HGL5'in
mitokondriyonlarinin  membran potansiyelleri immunfloresan isaretleme (JC-1
katyonik boyasi) ile dlgtldu.

1) HGLS5 insan graniloza hiicre hatti grubu
2) AMH2=1.1pg/L ve 6strojen>70pg/ml (degerler normal olanlar) (n=10)
3) AMH<1.1pg/L ve 6strojen<70pg/ml (degerler disiik olanlar) (n=10)

olmak Uzere toplam 3 grup lGzerinden degerlendirildi.
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U¢ grubun immiinofloresan isaretleme (JC-1) sonuglari kendi aralarinda
karsilastirildi. AMH ve Ostrojen degerleri normal sinirlarda olanlar (grup 2) ve
olmayanlarin (grup 3) graniloza hicrelerinin immiunofloresan isaretleme (JC-1)
sonuglari; hastalarin klinige basvuru anindaki serum AMH ve Ostrojen degerleri ile

karsilastirildi.

O upum 100 0 um 100

Sekil 4.4. HLGS5 hiicre hattinin Leica DM 6B ile ¢ekilmis immunofloresan
isaretlemeleri. Mitokondriyonlar sitoplazmada daginik yerlesmis olarak
gozlemlendi. (JC-1 ile kirmizi boyanan yapilar mitokondriyonlari, DAPI ile

mavi boyanan yapilar cekirdekleri gostermektedir).

HGL5 graniiloza hiicre hattina ait hiicreler ve primer kiltlr hiicreleri 96 kuyulu
plaklara ekilip bir gece boyunca tutunmalari igin beklendi. Ertesi giin dillisyon
tamponu ile yikanan graniiloza hiicrelerinin mitokondriyon membran potansiyelini
Olgcmek icin JC-1 floresan boyasi kullanildi. Yikanan hiicreler karanlikta, dilisyon
tamponu igerisinde, 1 UM JC-1 boya sollsyonu ile 10 dakika 37°C’de muamele edildi.
Boyama vyapilirken ortamda minimum stk bulunmasina dikkat edildi. JC-1 ile
muamele edilen hiicreler iki sefer JC-1 boya tamponu ile yikandi. Pozitif kontrol icin
bir iyonofor ayraci olan 100 uM FCCP kullanildi. Mitokondriyal JC-1 monomerlerinin
ve agregatlarinin floresan yogunlugu, floresan plak okuyucu (VersaMax Microplate

Reader) ile belirlendi.
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Hiicreler JC-1 ile boyandiktan sonra pozitif kontrol icin FCCP eklendi. FCCP
eklemeden 6nce floresan plak okuyucu ile belirlenen deger ile FCCP eklendikten dort
saat sonra okutulan deger karsilastirildi. JC-1 boyali grubun median degeri 0,4920 ve
ceyreklerarasi (interquartile range) aralig1 0,23 iken JC-1 sonrasi FCCP eklenen grubun
median degeri ise 0,3130 ve ceyreklerarasi aralig1 0,18 olarak saptandi. FCCP eklenen
grubun degeri diger gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede distkti (p<0,05)
(Tablo 4.6.). JC-1 ile boyanma sonrasi FCCP eklenmesi sonucunda boyanmanin

anlamli olarak azalmasi, MMP kitinin amaca uygun olarak etkin oldugunu gosterdi.

Tablo 4.6. JC-1 boyanmis grup ile JC-1 sonrasi FCCP eklenmis grubun JC-1
immunofloresan yogunlugu diizeyleri. JC-1 ile boyanma sonrasi FCCP
eklenmis grubun imminofloresan yogunlugu diizeyi, sadece JC-1 ile
boyanmis gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diislik gbzlendi

(*p<0,05).

glm

Median JC-1_dl

FCCP+Boyanmig Boyanmig
Grup

Error Bars: 95% CI

JC-1 immiunofloresan isaretlemelerinde AMH ve 6strojen degerleri normal
olan kadinlarin graniiloza hicrelerinin mitokondriyonlarinin JC-1 degeri, AMH ve
Ostrojen degerleri diislik olan kadinlarin graniloza hiicrelerinin mitokondriyonlarinin
JC-1 degerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde ylksek bulundu (p<0.016). HGL5

granilloza hicre hattinin JC-1 degeri ise AMH ve 06strojen degerleri normal olan
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grubun degeri ile benzerdi ancak higbir grupla arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p>0.016). AMH ve Ostrojen degerleri diisiik olan grubun median degeri 0,1640
ve ceyreklerarasi arahgl 0,30 iken AMH ve Ostrojen degerleri normal olan grubun
median degeri ise 0,5802 ve ceyreklerarasi araligl 0,49 olarak saptandi. HGL5

graniloza hiicre hattinin median degeri ise 0,5570 olarak saptandi (Tablo 4.7.).

Tablo 4.7. AMH ve E2 olan distk grup, AMH ve E2 normal olan grup ve HGL5
grantiiloza hicre hattinin JC-1 immiunofloresan yogunlugu diizeyleri. AMH
ve Ostrojen degerleri normal olan kadinlarin graniiloza hiicrelerinin
mitokondriyonlarinin JC-1 degeri, AMH ve Ostrojen degerleri diisiik olan
kadinlarin grantiloza hiicrelerinin mitokondriyonlarinin JC-1 degerinden

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (*p<0.016).

1,00

0,804

Median JC-1

0,607

0,40+

AMH ve E2 dlglk AMH ve E2 normal

Grup
Error Bars: 95% ClI

JC-1 degeri ve AMH degeri arasinda yapilan korelasyon analizinde pozitif
yonde ylksek korelasyon gozlendi (r= 0,623) ve istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05)
(Tablo 4.8.).

JC-1 degeri ve E2 degeri arasinda yapilan korelasyon analizinde korelasyon

katsayisi 0,426 olarak bulundu ve istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
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Tablo 4.8. JC-1 ile AMH arasindaki korelasyon grafigi.
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AMH degeri ve E2 degeri arasinda yapilan korelasyon analizinde pozitif yénde

ylksek korelasyon gozlendi (r=0,797) ve istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05) (Tablo

4.9.).

Tablo 4.9. AMH ile E2 arasindaki korelasyon grafigi.
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4.5. Graniiloza Hiicresi Mitokondriyon Morfolojisinin Elektron Mikroskobu ile

Degerlendirilmesi

Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi Tiip Bebek Unitesi’nde tedavi goren 20
kadinin ve insan graniiloza hiicre hatti HGL5’in graniiloza hucrelerinin
mitokondriyonlarinin morfolojik 6zellikleri TEM ile gosterildi.

1) HGLS5 insan graniloza hiicre hatti grubu
2) AMH21.1pg/L ve 6strojen=70pg/ml (degerler normal olanlar)
3) AMH<1.1ug/L ve 6strojen<70pg/ml (degerler dislik olanlar)

olmak lizere toplam 3 grupta degerlendirildi.

Uc¢ grubun TEM bulgulari kendi aralarinda karsilastirildi. AMH ve &strojen
degerleri normal sinirlarda olanlar (grup 2) ve olmayanlarin (grup 3) graniloza
hiicrelerinin TEM bulgulari; hastalarin klinige basvuru anindaki serum AMH ve

ostrojen degerleri ile karsilastirildi.

4.5.1. HGL5 Hiicre Hattinin Elektron Mikroskobik Ozellikleri

HGL5 graniiloza hiicre hatti hiicrelerinin cekirdekleri 6kromatik yapida izlendi
ve invajinasyonlara sahipti. Cekirdekgikler ve nikleer membranin gift zar yapisi ayirt
edildi. Nukleer por genislikleri normaldi. Sitoplazmada yuvarlak ve tiibiler yapida
mitokondriyonlar izlendi. Mitokondriyonlarin membran ve krista yapilar
korunmustu. Sitoplazmada lipid damlaciklari ve yer yer genislemis granilli
endoplazma retikulumu (GER) sisternalari izlendi. Hicre sinirlari dizenli ve

sitoplazma membrani korunmus idi. Hiicreler sitoplazmik uzantilara sahipti.
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Sekil 4.5. HGL5 graniloza hiicre hattinin in vitro kultiiri sonrasindaki yari ince kesit

goruntileri ve elektron mikrograflari. Sari ok baslari yuvarlak ve tibdler
mitokondriyonlari, beyaz oklar ise GER sisternalarini gostermektedir. (A
mikrografi x40; B mikrografi x63; C ve E mikrograflari 20.000; D mikrografi
12.000; F mikrografi 25.000 biyiutmede gekilmistir.)
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4.5.2. AMH ve Ostrojen Diizeyi Normal Olan Grubun Morfolojik Ozellikleri

AMH ve 0Ostrojen diizeyi normal olan grubun hicrelerinin ¢ekirdekleri
okromatik yapida izlendi ve invajinasyonlara sahipti. Cekirdekgikler izlendi ve nikleer
membranin gift zar yapisi korunmustu. Nikleer por genislikleri normaldi.

Sitoplazmada yuvarlak ve tibliler yapida mitokondriyonlar izlendi. Hicreler
tibuller mitokondriyondan zengindi. Mitokondriyonlarin membran yapilari dogaldi ve
tlbdler-krista yapilari mevcuttu. Sitoplazmada bol miktarda lipid damlaciklari ve ¢ok
sayida diz endoplazma retikulumu (DER) ve graniillii endoplazma retikulumu (GER)
sisternalari izlendi. Cekirdek/sitoplazma orani, sitoplazma lehine artmisti. Sitoplazma

organelden zengindi. Sitoplazma membrani korunmustu.
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Sekil 4.6. AMH ve E2 dlzeyi normal olan grubun graniiloza hiicrelerinin in vitro

kiltlri sonrasindaki yari ince kesit gorintileri ve elektron mikrograflari.
Yari ince kesitlerdeki sari oklar lipid damlaciklarindan zengin hiicreleri
gostermektedir. Elektron mikrograflarindaki sari oklar lipid damlaciklarini,
sari ok baslari mitokondriyonlari, beyaz oklar GER'leri, siyah oklar ise
DER’leri gostermektedir. (A mikrografi x40; B mikrografi x63; C mikrografi
6.000; D ve F mikrograflari 25.000; E mikrografi 15.000 biylutmede
cekilmigtir.)
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4.5.3. AMH ve Ostrojen Diizeyi Diisiik Olan Grubun Morfolojik Ozellikleri

AMH ve Ostrojen diizeyi dusiik olan grubun hiicrelerinin c¢ekirdekleri
Okromatik yapida izlendi ve invajinasyonlara sahipti. Cift cekirdekcikli hiicreler
gozlendi. Niukleer membranin ift zar yapisi korunmustu ve nikleer por genislikleri
normaldi.

Sitoplazmada anormal yapida mitokondriyonlar izlendi. C seklinde, yuzik
seklinde, sapkali ve sismis mitokondriyonlar gozlendi. Mitokondriyonlara ER’lerin
eslik etmesi ve miyelin figlr yapilari gibi mitofajiye ait bulgular saptandi. Bazi
mitokondriyonlarin krista yapilari bozulmus izlendi. Sitoplazmada lipid damlaciklari
azalmis olarak gozlendi, yer yer DER-GER sisternalari mevcuttu. Cekirdek/sitoplazma

orani, sitoplazma lehine artmisti. Sitoplazma membrani korunmus olarak

degerlendirildi.

Sekil 4.7. AMH ve E2 dlzeyi dislik olan grubun graniiloza hiicrelerinin in vitro
kdltlrd sonrasindaki yari ince kesit gérintileri. (A mikrografi x40; B

mikrografi x63 buylutmede c¢ekilmistir.)
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Sekil 4.8. AMH ve E2 diizeyi dislik olan grubun graniiloza hiicrelerinin in vitro

kaltira sonrasindaki elektron mikrograflari. Sari oklar miyelin figirleri,
beyaz oklar ER ile mitokondriyon birlikteligini, sari ok baslari “C” seklindeki
mitokondriyonlari, siyah oklar sismis mitokondriyonlari, kirmizi ok baslari
sapkali mitokondriyonlari, beyaz ok baslari ise yliziik seklindeki
mitokondriyonlari gostermektedir. (A ve E mikrograflari 15.000; B
mikrografi 25.000; C ve F mikrograflari 12.000; D mikrografi 6.000
blyitmede cekilmistir.)
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5. TARTISMA

Uremeye yardimci tedavilerde oosit kalitesinin basarili bir gebelik elde etmek
icin onemli bir faktor oldugu bilinmektedir (110, 111). Oosit gelisimi, oosit
olgunlasmasi, ovulasyon ve fertilizasyon icin grantiloza hiicreleri kritik 6neme sahiptir
(103). Graniiloza hicreleri oosit gelisimi icin gerekli mikrogevreyi olusturur(54).
Graniloza hicreleri, kan dolagimindan aldiklari glikozu piruvata metabolize ederler
ve bu piruvati oosite verirler. Oosit aldigi piruvattan, oksidatif fosforilasyon ile ATP
elde eder (55). Graniloza hiicreleri, folikll blytimesi ve folikll segiliminde 6nemli rol
oynar (104) ve ovulasyon ic¢in secilen oositin hem nilkleer hem de sitoplazmik
olgunlagsmasini kontrol eder (101). Graniiloza hiicrelerindeki hiicresel degisiklikler,
folikiler gelisim sirasinda ve ovulasyondan sonra oosit kalitesini etkiler (101).
Graniloza huicreleri ve oosit mitokondriyonu, oogenez siiresince oosit kompetansiile
direk iliskilidirler (56). Graniloza hicrelerinin aktif mitokondriyal metabolizmasi,
basarili bir gebelik elde etmek icin kiimilis-oosit komplekslerinin ihtiya¢ duydugu
enerjiyi saglar (114, 115). Mitokondriyal dinamiklerin steroidogenez icin de dnemli
oldugu gosterilmistir (106). MMP’deki degisiklikler hiicre canliligl kaybina ve cesitli
patolojilere sebep olabilirler (61). Membran potansiyelini belirlemek icin kullanilan
problardan biri olan JC-1 (81, 82) katyonik boyasinin mitokondriyal alimi, membran
potansiyeli ile direk iliskilidir. MMP, mitokondriyon maturasyonunu &lgmek igin
kullanilmaktadir (74). Liu ve arkadaslarinin ¢alismasina gore yasla birlikte graniiloza
hiicresi mitokondriyon morfolojisi bozulmaktadir ve sismis mitokondriyonlar
gozlenmektedir. Yasla birlikte MMP’de azalma da gézlenmistir (107). Somatik hiicre
¢alismalarindaki mitokondriyon disfonksiyonu norolojik hastaliklar, kalp hastaliklari,
diyabet hastaligi ve kanser ile iliskili bulunmustur (62, 63).

insanda Anti-Miillerian Hormon (AMH), gestasyonel dénemin sonundan
itibaren graniloza hicreleri tarafindan Uretilmeye baslanir ve menstrual siklusun
folikiler fazinda dominant folikll seciminde potansiyel rol oynar (7). Antral folikilin
graniloza hiicrelerinden salinan AMH, serumda olclilebilmektedir. Bu serum AMH

diizeyi de ovaryumdaki gelismekte olan foliklllerin sayisi ile orantilidir (8). AMH
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diizeyi, ovaryumdaki antral ve pre-antral folikiil sayisi ile koreledir. in Vitro
Fertilizasyon (iVF)'da ovaryumlarin hiperstimiilasyona cevabini éngérmek icin AMH
6lclimii yapilmaktadir (36). insanda serum AMH diizeyi 24,5 yasina kadar artmakta
iken daha sonra menapoza kadar diizeyi dismektedir. Menapozdan sonra ise AMH
ekspresyonu belirgin olarak diismekte ve AMH serumda saptanamamaktadir (38).
AMH, IVF uygulanan kadinlarda klinik sonuclari tahmin etmek ve tani koymak igin
kullanilmaktadir. Serum AMH dizeyi disik olanlarda (<1ng/ml), daha yliksek olanlara
gore (1-4ng/ml) canli dogum oraninin daha disitk oldugu go6zlenmistir (39).
Erkeklerde ise AMH, sertoli hucrelerinde Uretilmektedir. Sertoli hicrelerinin
ultrastriiktirel incelemesinde sitoplazmada lipid damlaciklari, serbest ribozomlar, iyi
gelismis golgi cisimcigi ve Charcot—Béttcher inkliizyonlari gdzlenmistir. iyi gelismis
tlbuler-kristalara sahip ¢ok sayida mitokondriyon bulunur. Hiicrede iyi gelismis diiz
endoplazma retikulumu ve granilli endoplazmik retikulumu bulunmaktadir (112).

Ostrodiol (E2), Ureme c¢agindaki kadinlarda ovaryumdaki graniiloza
hicrelerinden salgilanmaktadir (GH) ve endokrin olarak cesitli fonksiyonlara sahiptir.
Basarih bir gebelik ve blastokist invazyonu icin reseptif ve desidualizasyona hazir bir
endometriyuma ihtiyagc vardir. implantasyon penceresi déneminde hormonal
diizenleme, gebeligin olusabilmesi icin dnemlidir. Ostrodiol (E2), menstrual siklusun
proliferatif fazinda endometriyal kalinligi saglamak igin epitel hiicre proliferasyonunu
indukler (12). Premenapozal dénemdeki kadinlarda E2 normal degeri “15-350 pg/ml”
araliginda olmalidir (47). Serum E2 diizeyi yasla azalmaktadir (48).

Calismamizda, yardimli Gremeye tedavisine basvuran hastalardan alinan insan
graniiloza hiicrelerinde mitokondriyal aktivite degerlendirildi. AMH ve 06strojen
diizeyi normal degerlerde olan grup, AMH ve 6strojen dizeyi diisiik degerlerde olan
grup ve insan graniiloza hiicre hatti HGL5’in mitokondriyon fonksiyonlarini
degerlendirmek icin MMP’leri ve mitokondriyon morfolojik 6zellikleri karsilastirildi.

AMH ve 6strojeni diizeyi normal olan grup ile AMH ve Ostrojen dizeyi distk
olan grubun yas dagilimlari incelendiginde AMH ve 6strojen diizeyi diisik degerlerde
olan grubun yas ortalamasi diger gruba gore ylksek bulundu. Bu bulgumuz literatir

ile uyumlu idi (40, 50).
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JC-1 boyamasi ile hasta yasi arasinda iliski ortaya koyan bir calismaya benzer
olarak (107) bizim ¢alismamizda da graniiloza hiicrelerinin mitokonkondriyonlarin JC-
1 immiunofloresan isaretleme degerleri ve hastalarin yasi arasinda yapilan korelasyon
analizinde, yasla birlikte graniiloza hiicrelerinin MMP’nin azaldigi gbzlemlendi.

JC-1 immunofloresan isaretlemelerinde AMH ve 6strojen diizeyi normal olan
kadinlarin graniloza hicrelerinin mitokondriyonlarinin membran potansiyelleri,
AMH ve Ostrojen dilzeyi disik olan kadinlarin  graniiloza hicrelerinin
mitokondriyonlarinin membran potansiyellerinden yiiksek bulundu.

JC-1 degeri ve AMH degeri arasinda yapilan korelasyon analizinde, AMH
degeri arttikca MMP de de artma izlendi. JC-1 degeri ve E2 degeri arasinda yapilan
korelasyon analizine gore ise, E2 degeri artisi ile MMP arasinda iliski bulunamadi.

IVF calismalarinda; hCG tarafindan tetiklenme giiniinde, AMH ve E2 arasinda
negatif korelasyon tespit edilmis olup AMH diizeyinde belirgin diisis gozlenmistir
(50). Calismamizda ise UYTE’ye basvuru aninda bakilan serum AMH degeri ve E2
degeri arasinda yapilan korelasyon analizinde pozitif yonde yiliksek korelasyon
gozlendi.

Calismamizda AMH ve 6strojen dizeyi normal olan grubun, AMH ve Ostrojen
dizeyi distk olan grubun ve HGL5 graniiloza hiicre hattinin morfolojik 6zellikleri
elektron mikroskobu ile incelendi. Literatlirde steroidojenik hiicrelerin intraselller
lipid depositleri ve yaygin diz endoplazma retikulumu ile karakterize oldugu
bildirilmistir (108). Granilli endoplazma retikulumu en ¢ok aktif salgi yapan
hiicrelerde gelismistir ¢linkl salgl proteinleri sadece GER ribozomlari tarafindan
sentezlenmektedirler (3). Ultrastriktiirel calismalarda graniiloza hicrelerinin
sitoplazmas! organelden zengin ve c¢ok sayida mitokondriyon icerdigi belirtilmistir.
Mitokondriyonlar ¢ubuk seklinde veya uzamis gozlemlenmistir ve tibuler-vezikiler
kristaya sahiptir. Graniloza hiicresi sitoplazmasinda diiz endoplazma retikulumu
(DER), golgi cisimcigi, granilli endoplazma retikulumu (GER) sisternalari, serbest
ribozomlar ve polizomlar, lizozomlar, mikrofilamanler ve lipid damlaciklari bulunur

(119, 120).
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HGL5 grantiloza hiicre hattinda yapilan elektron mikroskobu incelemesinde;
literatir ile uyumlu olarak sitoplazmada yuvarlak ve tibller yapida mitokondriyonlar
izlendi. Mitokondriyonlarin membran ve krista yapilari korunmustu. Sitoplazmada
lipid damlaciklari ve yer yer genislemis GER sisternalari izlendi.

Calismamizda AMH ve 6strojen diizeyi normal olan grupta; literatiir ile uyumlu
olarak sitoplazmada yuvarlak ve tiibiler yapida mitokondriyonlar izlendi. Hicreler
tibuler mitokondriyondan zengindi. Mitokondriyonlarin membran vyapilari
korunmustu ve tibuler-krista yapilari mevcuttu. Sitoplazmada bol miktarda lipid
damlaciklari ve ¢ok sayida diiz endoplazma retikulumu (DER) ve graniilli endoplazma
retikulumu (GER) sisternalari izlendi. Sitoplazma organelden zengindi.

Literatlire  gbre  mitokondriyal membran  potansiyeli  kaybinin,
mitokondriyonda dramatik yapisal degisiklikleri tetikledigi ve sismis (110) veya
yuziik/halka mitokondriyon yapilari gozlendigi bildirilmistir. Reoksijenasyon, hipoksi
ve yaslanma gibi oksidatif stres ile giden patolojik durumlarda dokularda C-, U- veya
O-sekilli (halka seklinde) (94) ve sapkali mitokondriyon (95) varhg elektron
mikroskobu ile gosterilmistir. Bu nedenle, vylzik seklindeki mitokondriyon,
mitokondriyal stresin tipik ayirt edici Ozelligi olarak kabul edilmektedir (94).
Calismamizda AMH ve 6strojen dizeyi dlsik olan grupta; graniiloza hiicrelerinde
sitoplazmada anormal yapida mitokondriyonlar izlendi. Mitokondriyonlar C seklinde,
ylzik seklinde, sismis ve sapkali mitokondriyon yapisinda olarak gozlendi.
Mitokondriyonlara ER’lerin eslik etmesi ve miyelin figlir yapilari gibi mitofajiye ait
bulgular mevcuttu. Bazi mitokondriyonlarin krista yapilari bozulmustu. Sitoplazmada
lipid damlaciklari az miktardaydi. DER-GER sisternalari normal gériinimde ve azdi. Bu
bulgularimiz literatlire gére MMP dUislik olan hiicrelerin morfolojisi ile uyumluydu.

Urs ve arkadaslarinin calismasinda endometriozis hastalarinin graniiloza
hiicrelerinin E2 diizeyi ve mitokondriyon aktivitesi iliskisi incelenmis ve E2 dizeyi
dislik olan grupta mitokondriyal disfonksiyon oldugu rapor edilmistir (111). Kitajima
ve arkadaslarinin calismasina gére endometriozisli hastalarda peritoneal sivi AMH
dizeyi, kontrol grubuna gore distk bulunmustur. Endometriozisi olan ve

olmayanlarin serum AMH dizeyleri ise benzer bulunmustur (113). Bizim
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calismamizda literatiire katki olarak infertilite nedeniyle UYTE’ye basvuran ve
herhangi bir ek hastaligl olmayan kadinlarda mitokondriyon aktivitesi ile serum AMH
ve E2 arasinda korelasyon bulundu. AMH ve E2 dizeyi disik olan grupta
mitokondriyal membran potansiyeli diisiik ve mitokondriyon morfolojisi bozuk olarak
gozlendi.

Ginimizde fertilite sorunlari olan ve bebek sahibi olmak icin UYTE
laboratuvarina basvuran hasta sayisi hizla artmaktadir. Bu ylzden fertilite sorunlari
son yillarin édnemli bir arastirma konusudur. UYTE hastalarinda graniiloza hiicresi
mitokondriyon fonksiyonunun AMH ve 0Ostrojen Uretimindeki etkisinin ortaya
konmasi, UYTE stratejilerini gelistirmek ve UYTE sonuglarini iyilestirmek agisindan

onemlidir, bu alanda yapilacak ileri calismalara veri saglayacaktir.
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6. SONUCLAR

1. AMH ve 6Ostrojen diizeyi disik olan grubun yas ortancasi, AMH ve Ostrojen
diizeyi normal olan gruba gore ylksektir.

2. Yas artisi ile birlikte graniloza hiicrelerinin mitokondriyonlarinin membran
potansiyelleri azalmistir.

3. AMH ve 6strojen dizeyi normal olan kadinlarin graniiloza hiicrelerinin MMP,
AMH ve 6strojen diizeyi dislik olan kadinlarin graniiloza hicrelerinin MMP’den
ylksektir.

4. AMH degeri arttikca MMP de artmaktadir. E2 degeri artisi ile MMP arasinda ise
iliski bulunamamistir.

5. HGL5 graniloza hiicre hattinda yapilan elektron mikroskobu incelemesinde;
sitoplazmada yuvarlak ve tilbiler yapida mitokondriyonlar izlenmistir.
Mitokondriyonlarin membran ve krista yapilari korunmustur. Sitoplazma lipid
damlaciklari icermektedir.

6. AMH ve oOstrojen dilizeyi normal olan grupta yapilan elektron mikroskobu
incelemesinde; sitoplazmada yuvarlak ve tlbiler yapida mitokondriyonlar
izlenmistir. Hicreler tibuler mitokondriyondan zengindir. Mitokondriyonlarin
membran yapilari korunmustur ve tibdiler-krista yapilari mevcuttur. Sitoplazma
bol miktarda lipid damlaciklari igermektedir.

7. AMH ve Ostrojen dlzeyi disik olan grupta yapilan elektron mikroskobu
incelemesinde; MMP disik olan hiicrelerin morfolojisi ile uyumlu olarak
graniloza hiicrelerinde sitoplazmada C seklinde, ylzik seklinde, sismis ve sapkal
mitokondriyonlar mevcuttur. Bazi  mitokondriyonlarin  krista yapilari
bozulmustur. Sitoplazmada az miktarda lipid damlaciklari bulunmaktadir.

8. AMH ve E2 diizeyi diislik olan grupta mitokondriyal membran potansiyeli distk
ve mitokondriyon morfolojisi bozuk olarak gozlendi.

9. infertilite nedeniyle UYTE’ye basvuran ve herhangi bir ek hastaligi olmayan
kadinlarda graniiloza hiicresi mitokondriyon aktivitesi ile serum AMH ve E2

arasinda iliski oldugu bulundu.
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