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IN VITRO MATURASYONDA LABORATUAR YONETIMI

Dr. Ebru S. Hatirnaz
istanbul MOMART Tip Bebek Merkezi

in Vitro Maturasyon (IVM) “Cumulus Oocyte
Complex (COC)" ile beraber alinmig immatir
oositlerin, laboratuvar ortaminda gelistirilmesi
islemidir. immatir oositlerin in vitro matiirasyo-
nu ilk olarak 1935'te tavsan oositleri kullanilarak
gbsterilmistir (1). Daha sonra bu teknik insan
oositlerine de uygulanmis ve 1991 yilinda canli
bir dogum gerceklestirilmistir (2).

Oosit matirasyonu;

e Folikil ve graniloza hiicre matlrasyonu

e Zona pellucida matlirasyonu

e Nikleer matirasyon

e Sitoplazmik matirasyon

e Genetik matirasyon

e Epigenetik matirasyon seklinde birbirleriyle
baglantih

streclerin senkronizasyonu ile

mimkdin olmaktadir.

Oositin gelisimsel kompetans: folikdlin asamali
gelisimine paralel olarak; GV oositin “Germinal
vezikil break down (GVBD)” agsamasindan basla-
yarak, nikleer ve sitoplazmik matlrasyon slreg-
lerinin senkronizasyonu ile déllenme sonrasi
embriyonik gelisimi destekleyecek sekilde meta-

faz Il oosite dénisme islemidir.

Oosit matirasyonunun mekanizmasi:

e Mayotik resumption/GVBD

e Kromatin kondensasyonu

e Mayotik spindle formasyonu

e Homolog kromozomlarin seperasyonu ve
segregasyonu

e Orantisiz sitokinez/polar cisim ekstrizyonu

e Mayotik re-arrest

-

Tolophase |

Sekil 1. Oosit matirasyonunun mekanizmasi.
Oositin mayoz bélinme asamasinda GV intact
asamadan ilerleyerek germinal vezikdl yikimi
(GVBD) sirasinda nikleer zarfin ¢ézildagina M
oositin anafaz ve telofaz asamalarindan
gectigini ve dollenme gerceklesene kadar MII
asamasinda bekledigini gbésteren oosit nikleer

olgunlasma semasi.
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Sekil 2. IVM'nin kinetik analizi. GV'den Mll'ye 24
saatlik stire¢. Combelles ve ark., Human Repro-

duction, 2002.

Oosit matlrasyonunda nikleer matirasyonla
sitoplazmik matlirasyonun senkronize olmasi en
6nemli noktadir. Asagidaki sirali yapilar yok, ye-
tersiz veya dagilimi kotl ise sitoplazmik matu-
rasyon yetersizdir anlamina gelir.

1 HEMUD



IN VITRO MATURASYONDA LABORATUAR YONETIMI

1)Kortikal vezikiil varligi; nihai matirasyonda
perivitellin aralikta salgilanan grandl
2)Mikrovilli gelismesi; perivitellin boslukta be-
lirgin

3)Mitokondri gelismesi ve agregasyonu; MiI|
oositte en yogun GVBD ile baslar.

4)Kiimiiliis hiicre-zona pellucida-oosit
iletigimi

5)SER gelisimi; MIl asamasinda kaybolmadiysa
MIl aktif degildir!

Microvilli

Stimulated
GV

Microvilli

Microvilli

Ml : 24h

Mitochondria
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Stimulated
MI

Ovarian foliktiler mikrocevre ve maternal sin-
yaller graniloza hicreleri ve kimalis hicreleri
ile oosite iletilir; oositin beslenmesi, biyimesi
ve gelisimsel kompetansi saglanir. Bu iliski
“BIDIRECTIONAL” veya “BIPOLAR PARTNERSHIP"
olarak tanimlanir. Oositler etraflarindaki soma-
tik hicreleri, oositi bliyttmesi igin siki bir sekil-
de kontrol ederler. Bu yizdendir ki IVM kiltar
OSF-oocyte
eklenmesi

ortamlarina secreted factors ve

supplement gelisimsel potansiyeli

artirir.

Grantiloza ve kimillis hicrelerinde bulunan
Kit-Ligand (kL), oolemmada bulunan kL resepté-
rine baglanarak oositin biylimesini saglar. Bl-
yimekte olan oositlerde kL artar, buayimdus
oositte ise azalir. Oosit bir yandan kimdalas

“ Stimulated
M

Fragmentation of
Golgi vacuoles

Smooth

hicrelerini gelistirirken diger yandan kimilis
hicre apoptozisini engeller. OOX (i¢inden oosit
cikarilmis kimalds hicreleri) daha fazla apopto-
zis gostermistir. Oositler mural grantloza hic-
relerinde (MGC) ve kimilis hicrelerinde DNA
sentezini artirir. COC genislemesi gonadotro-
pinler ve EGF sayesinde olur. Ek olarak parakrin
salgilanan Cumulus Expantion Enabling Factor
(CEEF) de katk: yapar.

OSF (BMP 15 ve GDF 9);

1.KGmulds hicre proliferasyonu,

2. Apoptotik sire¢ kontrold,
3.Ldteinizasyon,

4.00sit metabolizmasi,

5.Kimiilis expansiyonu sireglerini dizenler

(3).
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EGF/TGF-a G

/ Inhibin Connexine37
Activin /— !
XSAp

ranulosa cell - Oocyte Interaction

Integral component of G
'
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FSH: ® %0 ¥l
not essential for follicle growth
Contribute 1o sustain normality

Sekil 3. Grantloza hicresi ile oosit arasindaki iligki

FOLIKULER UNIT

Mural grantloza hicreleri (MGC), kamilas ve
oosit iliskisi. IVM'de 6nemli sorun, bu tc¢lt ilis-
kinin bozulmasi ve laboratuvar ortaminin bunu
tesis etme yetersizligidir.

GAP JUNCTION

G)'lar connexin hexamerlerinden olusur ve over
fizyolojisinde ¢ok ©&nemli role sahiptirler.
Connexin 37 germ hicresi ile graniloza hicresi
arasindaki, Connexin 43 ise granilloza hiicresi ile
grantloza hicresi arasindaki iletisimi saglar. GJ
iliskisir GONADOTROPINLERDEN BAGIMSIZDIR!
GJ; “Na, Klor, Ca ve C-AMP, C-GMP" gecisinde rol
alir. Mayotik resumption asamasinda C-AMP

dlizeyi distsi baslatict role sahiptir. Tam olgun Sekil 4. Follikiil ve oosit beslenmesi ve metabolizmasi

oositte artmis C-AMP ise ikinci mayotik arrestin
sebebidir (4).

NADP l NADPH
[Pentose Posohate Patavay

OOSiITiN BESLENMESi VE METABOLIZMASI \ s

GLUCOSE e RIBOSE S-RPHOSPHATE

Kimualds hicreleri ile oosit arasinda siki bir me- I
ADE

tabolik iliski vardir. Kimilds hicreleri yiksek e ( : Purine syntness
ATP

oranda glikoz alma ve kullanma kabiliyetine sa-

hiptir. Buradan olusan karboksilik asit “Krebs e

siklusuna” girer (oksidatif fosforilasyon). Gliko- NADH) Krobs ©

litik enzim up regUlasyonu MGC'de kiimilis hiic- glishiobs Crain
i . g MNADH

releri kadar olmamaktadir. Bu nokta 6énemlidir; [:ﬂ.qon

¢tinkG IVM isleminde oositler kimilis hicrele- ®a5)

riyle cevrili olarak MGC'dan ayrilirlar. Biytk LacTare

antral foliktllerde ylksek oksijen kullanimi artar . o o
) ) ) ] Sekil 5. Biyime ve olgunlasma sirasinda folikal

ve oksidatif fosforilasyon devreye girer (3). i ) ) o
ve oosit metabolizmasinda glikoz ve pirdvattan

enerji dretimi

HEMUD 4
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Oosit matir ve aktif MII olana dek disik ok-
sijen kullanimli metabolizma ile glikoz ve piri-
vat enerji kaynag: olarak kullanilirken aktif MII
asamasinda oksidatif fosforilasyonun daha c¢ok
kullanildig goézlenir.

Tim bu bilgiler 1siginda IVM'de oosit-folikil
iliskisinin simile edildigini séyleyebiliriz.

In vivo sartlarda oosit folikal iliskisi igin,
-Mayotik ve gelisimsel kompetans
-Folikdl kalitesi

-Metabolik uyum belirleyicidir.

In vitro matirasyonda ise;

-Kaltar kosullari

-Pittiter hormonlar (FSH&hCG stok soliisyon)
-Folikul SIVISI, graniloza hacre, kimulus
eklenmesi

-Serum albumini fertilizasyon ve oosit gelisimsel

kompetansi igin vitaldir.

IVM baslangi¢cta sadece PCOS hastalari igin
6nerilen bir tedavi olmasina karsin ginimdizde
kullanim alanlari genislemistir. Ancak ¢ogunluk-
la IVF/ICSI'ye alternatif bir yaklasim olarak goé-
rilmesi nedeniyle, ASRM uygulama komitesi ta-
rafindan 2020 yilinda deneysel bir tedavi olmak-
tan ¢ikarilmis olmasina ragmen kendini tam ola-
rak ifade edememis bir yéntemdir (5).

ENDiIKASYONLAR
e PCOS ve PCO gérinumla overler
e Tekrarlayan implantasyon basarisizligi
e Oosit matirasyon anomalileri (OMAS)
e Onkofertilite
e Rescue prosediri-stimile sikluslarda folikdl
gelisimi duran olgular
e Rezistan over sendromu
e PGD/PGS
e EFS-bos folikll sendromu
e Normoovulatuar hastalar
e OHSS
e Cerrahi sperm elde edilen olgular
e Ovaryan doku harvesting
e Disik over rezervli hastalar
e POF

IVM LABORATUVAR PROSEDURU




IN VITRO MATURASYONDA LABORATUAR YONETIMI

Folikller aspiratlar degerlendirilmeden 6nce 70
mikrometrelik filtreden gegirilerek filtre edilir.
Bu islemden sonra cell strainer petri kabinda
ytkama medyumu ile tatbik edilir. Elde edilen
filtrat, stereomikroskop altinda COC’lar arasti-
rilmak tGzere degerlendirmeye alinir. Elde edilen

immatdr oositler farkli formlarda goralebilir.

Elde edilen kimulis oosit kompleksleri grade
A,B ve C olarak siniflandirilir (6).

Kimualias tabakasi > 5: Grade A
KimUlias tabakasi 3-4: Grade B
KimGlias tabakasi < 2: Grade C

En sik gozlenen form grade B olup; 3-4 kath
kimilis hicresiyle kapli oositlerde gelisimsel
potansiyel daha iyi gérilmustur.

IVM'de yumurta toplama isleminde folikl

aspirasyonlari double limen 17 gauge aspirasyon

igneleri ile ve 80-100 mmhG basingla bir giin B :
6nceden 37°C sicaklikta inkibe edilen heparinli
flushing medyum yardimi ile gerceklestirilmek-
tedir. Aspire edilen folliktdller 37°C sicaklikta 14
ml'lik tiplerde toplanarak laboratuvara iletilir.
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Tablo 1. Dogal ve FSH ile hazirlanmis hastalarin sikluslarindan elde edilen kimilis-oosit kompleksinin (COC)
morfolojisi

Narwral cycles FSH-primed
oycles

No. of cycles 108 S8
Age of the woman (vears) 2. 76 = 0.36 31.99 =040
Day of aspiraoon €24 =036 8.60 =028
MNo. of cycles retrieving at least one cocyte 57 (2.7 71 (7249~
from follicles by laparoscopy (%)
No. of COC per aspiragon 158 =0.11* 1.94+0.12*
Total no. of cocyvtes 21 137

Values 3¢ means = SD, unless otherwise stated.
Superzcripts indicate sati=tically sisnificant Sffarenses:
- <001,

P < 0.05.

IVM ile elde edilen oositlerin matlrasyon kont- e Direkt invert mikroskop metodu
rollerinin yapilmasi ve matir olan oositlerin
alinarak fertilizasyon sirecine gitmeleri igin
oncelikle oositlerin hangi olgunluk asamasinda
olduklari belirlenmelidir. Bu amacgla;

e -Sliding metodu (6)

*Dr. Ebru Hatirnaz arsivinden

e Spreading metodu (6)

IVM'de kullanilan kialtir ortami
e MediCult LAG Medium
e MediCult IVM® Medium

Degerlendirme sonrasi immatir olduklari tes-
pit edilen oositler éncelikle bir giin 6nce hazir-
lanan LAG medyumuna alinarak 2-3 saat bekle-
tilir. Bu esnada matirasyon medyumu hazirlanir.
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Matlrasyon medyumunun komponentleri:
e IVM medyumu

e Stok solisyonlari (FSH ve hCQG)

e Hasta serumu

LAG medyumundan sonra matidrasyon medyu-
muna alinan oositler 26-28 saat inkibe edilir.
Ardindan dentdasyon islemi yapilarak mikroen-
jeksiyona hazir hale getirilir.

CAPA IVM denilen 6zel bir uygulamada ise
oositler 24 saat “C tipi natritretik peptit” iceren
CAPA-IVM medyumunda bekletildikten sonra 30
saat bekleyecekleri (AREG) amfiregilin eklenmis
IVM medyumuna alinirlar. Burada amag oositle-
rin bir sire mayotik arrest altinda tutularak ge-
lisimsel kapasitelerini kazanmalari i¢cin gereken
yliksek cAMP seviyeleri sayesinde kapasitasyon-
la birlikte matlirasyonu saglamaktir. Sonug¢ ola-
rak CAPA IVM standart IVM'e oranla daha yiksek
oosit matlrasyon oranlari ve daha fazla iyi kali-
te embriyo gelisimine imkan saglamaktadir.
Kiglk antral foliktGllerden elde edilen oositlerde

de etkili bir yontemdir (7).

I [T T p— |

ﬂ |] OCP pretremmens
T3 wesks [
» dayn AT to 4] 24 Peuy 30 Moy

P

day T90 3 STE-IVBA grasup I

VM ]| o3 " vnAu.J I

| S
30 howry

Oositler matir olduktan sonra uygulanan la-
boratuvar igslemleri ve ilerleyen embriyo kaltiard
asamalari standart IVF prosedirleri ile aynidir.
Biz her ne kadar kendi pratigimizde ICSI'yi tercih
etsek de in vitro matlre edilen oositlerin fertili-
ze edilmesi igin IVF ile ICSI arasinda anlamli bir
farklihik bulunmamistir (8).

IVM, yardimci tGreme teknolojisinin en tartis-
mali konularindan biridir. Kapsamli bir sekilde
calisiimis olmasina ragmen hala geleneksel bir
tedavi secenegi degildir ve alternatif bir tedavi

olarak kabul edilmektedir. Ancak calismalar,

IVM'nin IVF kullanilan hemen her alanda kullani-
labilecegini ve fertilite koruma ve OHSS ydneti-
minde glcll bir yere sahip oldugunu gostermistir

(5).

Sonug olarak IVF'nin dinyadaki ilk uygulama-
larinin IVM ile elde edilen oositlerle basladigin-
dan yola ¢ikilirsa IVF laboratuvarlarinda ve ART
pratiginde IVM alternatif bir yaklagimdan ziyade
integral bir uygulama olarak kullanilmayi hak
etmektedir. Gin gectikce artan zor vakalar, fer-
tilite koruma programlari, oositlerin matlrasyon
anormallikleri ve son yillarda IVM'nin sadece bir
laboratuvar uygulamasi olarak degil ayni zaman-
da ovaryan stimilasyon programlariyla kombine
edilmesi klinik kullanimdaki yerini giderek artir-
maktadir. Rescue IVM prosedirlerinin gelisimi,
immatlr oositlerin vitrifikasyon calismalari, IVM
oosit ve embriyolarinin genetik, epigenetik ve
perinatal sonuglari yiz gildirtctdir. ART prati-
ginin geleceginde yapay zeka gibi teknolojik
gelismelerin tedavilere adapte edilmesi kadar
IVM protokollerinin de rutinde uygulanmasi bir
gereklilik olarak gézikmektedir. Bu nedenle her
IVF laboratuvarinin gerek klinik gerek laboratu-
var uygulamalari konusunda IVM'yi tedavi sece-
neklerinin arasina almalari énerilmektedir. Kdl-
tir ortamlarinin gelistirilmesi ile beraber IVM
daha etkin bir sekilde kullanilabilir hale gele-
cektir.
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FLOW SIiTOMETRI

Dr. Ogr. Uyesi Giilsemin CiCEK
NEU Meram Tip Fakiiltesi Ogretim Gorevlisi

AKIM HUCRE OLCER (FLOW SiTOMETRI)

Flow sitometri 1950’li yillardan beri kullanil-
maktadir. 1953 yilinda Wallace Coulter tarafindan
patenti alinmistir. Flow sitometri; i1stk sagilimi,
floresans ve emilim o6l¢imlerini kullanarak c¢ok
sayida hicreyi tek tek, hizla analiz etmek igin
kullanilan bir yontemdir. Diger bir ifadeyle; hic-
reler akar halde iken akis kanali boyunca lazer
6nltnden gecen hacrelerin buytkltk, floresans
6zellikleri ve ylizey 6zelliklerinin karakterize edil-
melerine flow sitometri denmektedir. Bu yénte-
min glcd, belirlenebilen genis hiicresel parametre
araliginda ve bu parametrelerin hicre popilasyo-
nunda nasil dagildigina dair bilgi edinme yetene-
ginde yatmaktadir. Flow sitometrik analizler hem
boyut, membran potansiyeli ve hiicre i¢i pH gibi
hicresel o6zellikleri hem de DNA, protein, yizey
reseptorleri ve kalsiyum gibi hicresel bilesenlerin
seviyelerini belirlemek i¢in gelistirilmistir. Flow
sitometri; hizli, nesnel ve nicel hesaplamalarla ve
hicrelerin her birinden tlretilen hesaplamalar ile
istatistiksel

korelasyonlar ve sonuglar elde

edilmesini saglar (Resim 3).

Flow sitometri tarafindan saglanan saf nicel
6lcimlerin aksine, on yedinci ylzyilda icat edilen
bir teknik olan mikroskopi, hiicre hakkinda zengin
bilgi iceren hiicre gorintilerinin elde edilmesine
olanak tanir. Geleneksel flow sitometri, goreceli
hicre boyutunu tahmin etmek icin ileri sagilmis
1s1g1 o6lgerken; mikroskopi, parlak alan goérdntisu

araciligiyla tam hicre boyutunu verir. Mikroskopi

Resim 1. Flow sitometri cihazi (https://forsyth.org/)

teknigindeki ilerlemeler, biyolojik yapr ve is-
levin gérintilenmesine olanak taniyan hem 3
boyutlu hem de olaganisti ayrintili floresan
hicre goérintileri Gretmistir; ancak bu kadar
yiksek icerikli gérintiler Gretmek uzun sdareler
alabilir. Mikroskopi, karmasik biyolojik yollarin
zaman aralikli bir sekilde incelenmesi i¢cin uygun
olsa da yalnizca yapisik hicrelerle ¢alismak
lizere tasarlanmistir. Mikroskopi i¢in, mekanik
stabilite, homojen olmayan aydinlatma ve
hicreden hiicreye karismama nedeniyle olusan
gorintl analizi sorunlari, numune ve sivi igleme
ve hepsinden 6nemlisi hiicre ayirmada dastk
verim gibi bir¢cok sorunlar bulunmaktadir.
Geleneksel mikroskopi nispeten kiclik 6rnek
hacimleri icin daha uygundur ve flow
sitometrinin yiksek verimine ulagsamazlar.

Flow Sitometri Cihazinin Bilesenleri

e Hicre veya pargaciklarin cihaz boyunca
akisini kontrol eden bir akiskan sistem,

e Bir veya birden fazla lazerden olusan bir
optik sistem,

e Yayilan floresan ve sacilma sinyallerini
yakalamak icin birden fazla filtre, ayna ve
dedektor,

e Veri analizi igin yazilima entegre edilmis bir

elektronik ve veri toplama sistemi (Resim 1).




FLOW SIiTOMETRI

Istk sagilmast ile herhangi bir belirteg¢ olma-
dan da, parcaciklari sacgilma o6zelliklerine gore
ayirmak mimkindir. Flow sitometride, esasen
lazer 1siniyla ayni hizada olan ileri sagilmadan
ve Isina c¢ogunlukla dik olan yan sag¢ilmadan
bahsederiz (Resim 2). Yan sacilma hiicrenin veya
parcacigin karmasikligi veya granilaritesiyle
iliskilidir. Bir lateks boncuk karmasiklik goster-
mez ancak ¢ok sayida nikleer lob ve grandl ice-
ren olduk¢a karmasik bir sitoplazmaya sahip bir
grantlosit, 6nemli yan sacilma &zelliklerine sa-
hiptir ve diger kan hicrelerinden iyi ayirt edile-
bilir. Bu nedenle, sag¢ilma, kirmizi ve beyaz kan
hicrelerinin en azindan makul bir sekilde ayril-
masint saglamak icin kullanilabilir ve polarizas-
yonla birlestirilirse, herhangi bir etiketin yoklu-
gunda grantlositleri alt kimelere daha fazla
ayirabilir.

Dedektor
Akis kan Sistem

Dedektor

Lazer

Resim 2. Flow sitometri cihazi ¢aligma prensibi

Istk sacilmasi ile herhangi bir belirte¢ olma-
dan da, parcaciklari sagilma ozelliklerine gore
ayirmak mdmkindir. Flow sitometride, esasen
lazer 1siniyla ayni hizada olan ileri sagilmadan
ve 1sina c¢ogunlukla dik olan yan sacgilmadan
bahsederiz (Resim 2). Yan sagilma hiicrenin veya
parcacigin  karmastkligr veya grantlaritesiyle
iliskilidir. Bir lateks boncuk karmasiklik goster-
mez ancak ¢ok sayida nikleer lob ve granil ige-
ren olduk¢a karmasik bir sitoplazmaya sahip bir
granllosit, 6nemli yan sagilma o6zelliklerine sa-

hiptir ve diger kan hicrelerinden iyi ayirt edile-

bilir. Bu nedenle, sagilma, kirmizi ve beyaz kan

hicrelerinin en azindan makul bir sekilde ayril-
masint saglamak icin kullanilabilir ve polarizas-
yonla birlestirilirse, herhangi bir etiketin yoklu-
gunda grantlositleri alt kimelere daha fazla
ayirabilir.

Floresans, flow sitometride tespitin temelini
olusturur. Temel kuantum mekanigi molekdllerin
her bir molekiler yapiya 6zgiu enerjiyi fotonlar
olarak sogurmasini gerektirir. Bir fotonun emil-
mesi, molekili temel durumundan uyarilmis bir
duruma yulkseltir. Molektlin yapisi, enerji du-
rumunu uyartlmis bir duruma ylkseltmek igin
enerjinin emilme olasiligini belirler. Toplam
enerji; elektronik, titresimsel, déonme, oteleme
ve spin yonelimi bilesenlerinin toplamidir. Uya-
rilmis elektronlar temel durumlarina dondutkle-
rinde, bu enerjinin bir kismini daha yiksek dalga
boyundaki fotonlar olarak serbest birakirlar. Bu
molekillere florofor, kromofor ve florokrom adi
verilir ¢inkd enerjiyi emme ve serbest birakma

konusunda yiksek bir kapasiteye sahiptirler.

APC CD133
APC CD133

PE |sotype Control PE CD34

Resim 3. Flow sitometri cihazi analiz sonucu
6rnegi (https://www.bdbiosciences.com/)

Kullanim Alanlari

Flow sitometri; imminoloji, I6kosit alt grup
tayini, kanser arastirmasi, kok hicre arastirmasi,
HIV enfeksiyonu, kan bankaciligi, organ nakilleri,
hicrelerin ayristirilmasi, ilag kesfi ve klinik tes-
his dahil olmak Uzere c¢esitli alanlarda yaygin
uygulamalara sahip ¢ok yénld bir arag¢ haline
gelmistir.

Histoloji ve embriyolojide arastirma ve klinik
kullantm alanlarindan bazilar:
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Canlilik Tayini

Canli veya 6li hicreleri secici olarak etiketle-
yen floresan boyalar kullanarak, flow sitometri
hassas ve glivenilir canlilik él¢imleri saglayabi-
lir ve hiicre canlilik yizdelerinin belirlenmesini
kolaylastirabilir. Flow sitometri canlilik analiz-
leri icin yuksek hassasiyet sunar ve hiicre canli-
ltgindaki en ufak degisiklikleri bile tespit edebi-
lir. Belirli belirteclere veya boyalara dayanarak
canli, apoptotik ve nekrotik hiicreler arasinda
ayrim yapabilir ve hicre sagligi ve durumu hak-
kinda daha ayrintili bilgi saglayabilir.

K6k Hiicre Fenotiplendirilmesi

Fenotipleme, ylzey veya hiicre igi belirtecleri-
ne dayanarak kok hicresi poptlasyonlarinin ta-
nimlanmasi ve karakterizasyonunu iceren flow
sitometrinin 6nemli bir uygulamasidir. Flow si-
tometri, bir karisimda birden fazla fenotipik alt
kimeyi belirleyebilir, tek bir hiicreyi segebilir ve
hatta hicre ayirma adi verilen bir islemle bu

hicreyi izole edebilir.

Androloji

Sperm analizinde; canlilik, akrozomal durum,
kapasitasyon, mitokondriyal durum, apoptotik
belirtecler, oksidatif stres belirtecleri, DNA ha-
sari, sperm sayimi ve sperm boyutlandirmasi gibi
birden fazla sperm karakteristigi flow sitometri
teknigi ile ayni anda analiz edilebilmektedir.
Flow sitometri, sperm kalitesinin analizinde
spermatozoanin islevselligini daha iyi anlamayi

hedefleyen yeni bir yaklasim saglamaktadir.
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TiME LAPSE OZELLIiKLi MASA USTU iINKUBATORLER

Biyolog Gamze Kibar Yavuz
Tekservis Ltd. Sti.
Cihaz Satis ve Pazarlama Direktor

Ginden gine laboratuvarlarda daha fazla yer
bulmaya baslayan masa Ustd inkibatdrler, time
lapse ve yapay zeka destegini de blnyesinde
barindirmaya basladi. Laboratuvar igindeki kom-
pakt tasarimlari ile 6n plana ¢ikan bu inkibator-
ler, 6zellikle alan darligindan yakinan laboratu-
varlar i¢in buyuk bir avantaj sunmakta. Sicaklik,
nem ve pH gibi parametreleri yiksek hassasiyet-
le kontrol edebilme &zelligine sahip olan inki-
batorler, uzaktan izleme ve veri kaydetme o6zel-
likleri sayesinde, kullanicilara inkibator igindeki
kosullari strekli takip ve gerektiginde midahale
etme imkani kilmakta. Time lapse inklUbatorler
mikroskopi 6zelligi sayesinde, embriyonun geli-
sim sireci boyunca yuksek ¢ozundarlikld gérin-
tiler elde edilebilmektedir. Bu gérintdler, kulla-
nictlara embriyonun durumu hakkinda verdigi
detayli bilgilerle en uygun embriyonun secilme-
sine yardimci olmaktadir. Yapay zeka entegras-
yonuna da acik olmalari ile secimlerin daha
glvenli ve isabetli olmasina katki saglamaktalar.

Time Lapse Imaging, Tirk¢cede “Zaman Ara-
ikl Goérintileme” anlamina gelmektedir. Bu
teknik, belirli araliklarla c¢ekilen fotograflarin
birlestirilerek hizlandirilmis bir video olusturul-
masint saglar. Time lapse videolari, uzun sareli
olaylari hizlandirarak kisa strede izlenebilir hale
getirir. Bu sayede embriyo gelisimi ayrintilari ile
takip edilebilmektedir. Embriyo gelisimini geriye
donik izleme sansi sundugundan embriyo gelisi-
mini kisa sirede incelenebilir hale getirir. Time
lapse ¢ekimleri, normal videolardan daha ylksek

¢o6zlUnirllikte sonucglar Gretir. Bu sayede gelisim
esnasindaki anomaliler de gézden kagmayacaktir.
Dolayisiyla karar asamasinda embriyo sec¢imi igin
biylk avantajlar elde edilecek, basari oranlari-
nin artirilmasina bayutk katkr sunacaktir. Time
lapse teknolojisini kullanan masa Gstl inkiba-
torlerin bu islemi birbirinden bagimsiz hazneler
icinde her hastanin embriyolarina 6zel olarak
ayarli ve konumlu, farkli kameralar yardimi ile

yapitlir.
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Time lapse sistemi ile birlikte; klinik gebelik
oraninda %26, canli dogum oraninda %12 artis
saglandigl calismalar sonucunda ortaya konmus-
tur.

Embriyo izlemede Yapay Zeka: Kapsamli Bir
Rehber

Embriyo izleme sirecinde yapay zekanin kul-
lanimi, tip bebek tedavilerinde c¢igir acici bir
gelisme olarak karsimiza ¢ikiyor. Bu alanda ya-
pay zekanin sundugu avantajlar ve givenilirlik,
hem uzmanlar hem de hastalar tarafindan merak
edilen konular arasinda yer aliyor. iste bu konu-
ya dair detayli bir inceleme:

Embriyo izlemede Yapay Zekanin Ozellikleri

e Goriintii Analizi: Yapay zeka, embriyo go-
rintilerini yiksek ¢oézinurlikte analiz ede-
rek, embriyonun blylme hizini, hicre bolin-
me dizenini, fragmantasyon oranini ve diger
morfolojik 6zellikleri detayli bir sekilde de-
gerlendirebilir.
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e Veri Tabanli Ogrenme: Biiyik veri setleri
Gzerinde egitilen yapay zeka algoritmalari,
milyonlarca embriyo (10 milyonun Gzerinde)
goérintlisind analiz ederek, saglikli ve basa-
rili gebeliklere yol acan embriyo 6zelliklerini
6grenir.

e Objektif Degerlendirme: insan gézinin
subjektif olabilecegi degerlendirmelerde ya-
pay zeka, objektif ve tutarli sonuglar suna-
rak, embriyo se¢imi sirecinde daha givenilir
bir karar verme mekanizmasi olusturur.

e Tahmine Dayali Analiz: Yapay zeka, embri-
yonun gelecekteki gelisimini tahmin etmek
icin gecmis verileri kullanarak, hangi embri-
yolarin implantasyon ve gebelik potansiye-
linin daha yiksek oldugunu belirleyebilir.

Yapay Zekanin Givenilirligi Hangi Kosullara
Baghidir?

e Veri Kalitesi: Yapay zeka sistemlerinin ige-
riginde kullanilan veri setlerinin kalitesi,
sistemin dogrulugunu dogrudan etkiler. Yik-
sek kaliteli, ¢esitli ve etik olarak toplanmis
veriler, daha glvenilir sonucglar elde edilme-
sini saglar.

¢ Model Dogrulama: Gelistirilen yapay zeka
modellerinin, bagimsiz veri setleri lGzerinde
dogrulanmasi ve validasyonu, sistemin glive-
nilirligini degerlendirmek igin kritik 6neme
sahiptir.

e Uzman Destegi: Yapay zeka sistemleri, uz-
man embriyologlarin deneyim ve bilgileriyle
desteklendiginde daha dogru ve givenilir
sonuclar Gretebilir.

Time lapse 6zelligi ve yapay zeka destegi ile
birlikte kullanilan cihazlarin stiphesiz kendi 6-
zellikleri de embriyo gelisimine katki saglamakta
temel gorevi almaktadir. Peki bu optimum katki

icin nelere dikkat etmeliyiz?

o izleme islemi: Time lapse teknolojisi

destegi ile embriyolar, tutulduklari inkd-
batéorden c¢ikarilmadan ve kaltdr sireci
rahatsiz edilmeden degerlendirilebildigin-
den, irregiler ortam degisikliklerine ma-
ruz kalmalarinin énine gecilir. Dolayisiyla
islemin kalitesini arttirir. Birbirinden ba-
gimsiz olarak degerlendirebilecegimiz
haznelerin 6nemi burada olduk¢ga 6nemli
hale gelmektedir.

e Sicaklik: Cihazin hazne kapaginin agil-masi

gerektigi zorunlu durumlarda hazne igi
sicaklik degerlerindeki degisimlerin tekrar
istenen degerlere ulagsmasi i¢in ge-gen
stireler minimum olmalidir. Bu sirele-ri 1
dakikadan daha az bir slreye indirge-yen
cihazlar mevcuttur. Haznenin sicaklik
stabilitesi, vyeterli sicaklik sensorleri ve
harici sicaklik prob portu, sesli sicaklik
alarmi ve harici alarm baglanti secenek-leri
sunmalari kullanici i¢in 6nemlidir.

Nem: Nemli kullanimin son zamanlarda
islem basarisina olumlu etkileri oldugunu
gbsteren c¢alismalar mevcuttur. Nem, emb-
riyo gelisimini etkileyebilecek ozmolalite
seviyelerindeki artiglari en aza indirmeyi
amaclar. Bu sistemlerin bazilari istenildi-
ginde nemli istenildiginde kuru olarak
kullanilabilmektedir.
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- inde ve acil ¢ézimler sunabilmesidir. Tim
Clinical pregnancy rate yern s

bunlarin yaninda, alinan cihaz teknik servisin

W ORY W HumD de calismasini hizlandiracak 6zellikte olmali-
100.0% dir. Bazi cihazlarda hazneler birbirinden ba-
950% gimsiz ¢alisabildigi ve her bir haznede ayri
SO0% bir kamera yer aldigi icin, herhangi bir hazne
BSO% arizasi durumunda islemlere ara verilmeden
800% cihaz calismaya devam edebilmektedir. Boyle-
750x% ce laboratuvarda time lapse inkibasyon ke-
00N sintisiz sekilde sirdirtlebilmektedir.
&50%
S0.0%
55.0% KAYNAKLAR

OR = 1236

1. Valera ve ark (2022). Human reproduction,

) _ 37(9):1980-93
e Isik: Erken donemde gelismekte olan hassas

embriyolara verdigi zarari azaltmak ig¢in ka-
meralarda kullanilan 1s1gin dalga boyunun
secimi 6nem tasimaktadir.

e Gaz: Hizli toplayan ve stabil olan gaz sis-
temleri vazgecgilmezdir.

¢ Kesintisiz Analiz: Her bir bélmede yiksek
¢ozinurlikli kamera bulunan ve kamera ha-
reketini azaltan bireysel mikroskop bulun-
masi bu cihazlarin basarisini destekler.

e Teknik Servis: Cihaz ile ilgili her konuda

yeterliligini kanitlamis ve hizli ¢ézimler
ortaya koyabilen guvenilir bir teknik servis
laboratuvar igindeki her cihazda gerekli ol-
dugu gibi time lapse inkibatdrler igcin de
hayati 6neme sahiptir. Burada 6nemli olan
cihazin alindigr firmanin teknik servisinin
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Dog. Dr. Can KOSE
izmir Sehir Hastanesi
UYTEM Laboratuvar Sorumlusu

izmir Ege Dogumevi Kadin Hastaliklari Egitim
ve Arastirma Hastanesi'nde 2009 Nisan ayinda
hizmete agilan merkezimiz 2013'te Tepecik Egi-
tim ve Arastirma Hastanesi blnyesine katilmis-
tir. 2024 Ocak itibariyla hizmetlerini izmir Sehir
Hastanesi biinyesinde devam ettirmektedir. Ege
Bolgesi'nde Saglik Bakanhigi'nin en blydk tip
bebek merkezi olma 6zelligini tasimaktadir.

ca Unitemizde U¢ biyolog, bir laborant ve alti

hemsire bulunmaktadir. Calisan personelimiz
alanlarinda oldukga tecribeli olup, ¢cogu Unite-
miz hizmete girdiginden bu yana birimimizde
gorev yapmaktadir. Bunun yani sira hizmet igi
egitimlerle strekli

calisanlarimizin  bilgileri

olarak gincellenmektedir.

Unitemiz; kadin dogum hekimleri Prof. Dr. Ah-
met DEMIR (UYTE merkez sorumlusu), Doc. Dr.
Ebru SAHIN GULEC, Doc. Dr. Esin KASAP ile his-
toloji ve embriyoloji hekimleri Dog. Dr. Can KO-
SE (embriyoloji laboratuvar sorumlusu ), Uzm.
Dr. Nikhet IMDAT, Uzm. Dr. Sirin BAKTI DEMi-
RAY, Uzm Dr. Yasemin ZUMRUT ve Uzm. Dr. Ab-
dullah MAHIROGLU ile hizmet vermektedir. Ayri-

Merkezimizin laboratuvarlarinda dinya stan-

dartlarinda cihaz ve ekipmanla calisiimaktadir.
Fiziksel kosullar, caligsma rutini ve kalite kontrol
prosedirlerimiz periyodik bakanlik denetlemele-
rine ek olarak bagimsiz uluslararasi denetmen-
lerce de degerlendirilmistir. Merkezimiz blnye-
sinde ¢alisan uzman hekimlerimiz ayni zamanda
bakanligin periyodik denetleme heyetinde gorev
almaktadir.
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Merkezimiz fiziksel olarak, embriyoloji labora-
tuvarr ile baglantili iki ameliyathane, i¢ androlo-
ji ve dis androloji laboratuvari, cryo odasi, pos-
toperatif goézlem salonu bulunan steril ve vyari
steril alandan olusan ameliyathane bolimu ile;
bir 6n goérisme odasi, tG¢ poliklinik odasi, hasta
hazirlanma odasi, arsiv, toplanti salonu, bekle-
me salonu ile ferah ve modern bir hizmet alani-
na sahiptir. Unitemizin gaz ve havalandirma
baglantilari Uniteye 06zel yapilmis olup binaya
ait sistemden desteklenmektedir.

Her gin ¢ocuk sahibi olmak isteyen c¢iftlerle
yliz yize gorisme yapilarak bireysel, kisiye 6zel
tedavi secenekleri sunulmaktadir. Gerekli goru-
len endikasyonlarda tip bebek tedavisi planlan-
maktadir. Ayrica uygun ciftlere ovulasyon indik-
siyonu ve intrauterin inseminasyon tedavileri de

uygulanmaktadir. Tedavi 6ncesi gerekli durumlar-
da laparoskopi ve histeroskopi yapilarak hastalar
tip bebek tedavisine hazirlanmaktadir. Unitemi-
zin kurulusundan bu yana 85o0o0'lGn Ulzerinde ¢ift
tedaviye alinmistir (sadece OPU vyapilan taze
siklus sayisi). Gebelik elde edilen ¢iftler ise has-
tanemizi tercih etmeleri durumunda, obstetri ve
perinatoloji Gnitelerimizde takip edilerek dogum-
lari gerceklestirilmektedir.
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Effects of body mass index on IVF outcomes in
different age groups

DanLiu® 1, LiL* T, NingyuSun ¥ 1, Xiaole Zhang ?, Ping Yin 1, Wuwen Zhang !, Panwei Hu 2,
Hua Yan 2, Qinhua Zhang # 2

Hazirlayan:

Uzm. Dr. Ayse Firuze BIYIK
Trabzon Kanuni EAH

Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi

Viicut Kitle indeksinin Farkli Yas Gruplarinda IVF Sonuglarina Etkisi

OZET

Bu caligmada, ilk IVF siklusunu gegiren bir grup kadinda, vicut kitle indeksinin (VKI) tiip bebek tedavi sonugla-
rina olan etkilerinin analiz edilmesi amaglandi. Ocak 2018 ile Aralik 2021 arasinda Sanghay Geleneksel Cin Tibbi
Universitesi'ne bagli Shuguang Hastanesi Ureme Tibbi Merkezi'nde taze/donmus embriyo transferi ile ilk in
vitro fertilizasyon (IVF)/intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) siklusuna giren 986 kadina ait toplam 2311
siklus retrospektif kohort calismasinda degerlendirildi. ilk olarak, dahil edilen hastalar VKi'lerine gére dort
gruba ayrildi: disik kilo (VKi<18,5 kg/m2, 78 hasta), normal kilo (18,55sVKi<24 kg/m2, 721 hasta), fazla kilo
(24sVKi<28 kg/m2, 147 hasta) ve obez (VKi=28 kg/m2, 40 hasta). IVF sonuglari gonadotropin (Gn) ilag ginlerini,
Gn dozunu ve yasini, toplanan oosit sayisi, olgun oosit sayisi, déllenmis oosit sayisi, klivaj, mevcut embriyo
sayisi, yuksek kaliteli embriyo sayisi, implantasyon orani, klinik gebelik orani ve canli dogum oranini igeriyor-
du. Daha sonra, elde edilen tim veriler hasta yasina gore U¢ farkli alt gruba ayrildi: <30 yas, 30-38 yas ve >38
yas; IVF gebelik sonuglari gruplar arasinda karsilastirildi. Diger G¢ grupla karsilastirildiginda, duasik kilolu
grupta daha fazla déllenmis oosit, klivaj, embriyo ve daha disik Gn dozaji ile ilaglama gind vardi. Gruplar
arasinda toplanan oosit ve olgun oosit sayisi agisindan bir fark yoktu. Ayrica, asiri kilolu grupta 30-38 yas
arasindaki kadinlarla karsilastirildiginda, normal kilolu gruptakilerin implantasyon orani, klinik gebelik oranit ve
canli dogum orani anlamli sekilde daha yuksekti (sirasiyla p=0,013 veya 1,75, p=0,033 veya 1,735, p=0,020 veya
1,252). Klinik gebelik orani da normal kilolu grupta 30-38 yas arasindakilerde obez gruba gére anlamli sekilde
daha yiksekti (p=0,036 veya 4,236). Sonu¢ olarak VKi, 30-38 yas araligindaki kadinlarin gebelik sonuglarini
biyik o6l¢ide etkileyebilmesine ragmen, daha gen¢ veya daha yasli kadinlarin sonuglari Gzerinde neredeyse
hi¢bir etkisi yoktur.



Obezite, dinya capinda giderek yayginlasan

kronik bir hastaliktir; ayni zamanda kadin fertili-
tesini de olumsuz etkiler. Normal kilolu kadin-
larla karsilastirildiginda, asirt kilolu veya obez
kadinlar infertilite, disik, preeklampsi, gebelik
diyabeti ve diger gebelikle ilgili obstetrik komp-
likasyonlar agisindan daha yuiksek risk altinda-
dir. Obez kadinlarda ovulasyon bozuklugu, hipo-
talamus-hipofiz-ovaryum aksinda bozulma ve
oosit kalitesinde defekt yasama olasiligi daha
yiksektir. Artan kanitlar, obezitenin tip bebek
(IVF) prosedirlerinden

sonra klinik sonuglari

etkiledigini géostermektedir.

Obezite genellikle vicut kitle indeksine (VKI)
goére belirlenir ve kilogram cinsinden agirligin
metre cinsinden boyun karesine bdélinmesiyle
hesaplanir. Dinya Saglik Orgiiti'ne gére normal
kilo 18,55 VKis 24,99 kg/mz2, fazla kilo 25 VKI =
29,9 kg/m2 ve obezite ise VKis 30 kg/m2 olarak
tanimlanir. Ancak Cin Saglik Bakanligi'na gore
Cinlilerin vicut kitle indeksi, benzer Avrupa top-
lumlarina gobére daha dustktdr; dolayisiyla
modern metabolik hastaliklarin bir goéstergesi
olarak vicut kitle indeksi Cinlilerde farkli islev

gormektedir.

Cin'deki Obezite Calisma Grubu kendi VKi
siniflandirma kriterlerini formile etmis ve distk
kiloyu VKi <185 kg/m2 , normal kiloyu ise 18,5s
VKI <24 kg/m2 , asiri kiloluyu 24s VKi <28 kg/m2
ve obeziteyi VKI 228 kg/m2 olarak tanimlamistir.
Yas, IVF sonucglari i¢in bagimsiz bir negatif
prognostik faktér olarak kabul edilmektedir. Bu
nedenle, hastalarin yas grubuna gére VKi 'nin IVF
Gzerindeki etkileri

gebelik sonuglari

degerlendirilmistir.
MALZEMELER VE YONTEMLER

Calisma tasarimi ve katilimcilar

Calisma, Sanghay Geleneksel Cin Tibbi Univer-
sitesi'ne bagli Shuguang Hastanesi Ureme Tibbi
Merkezi'nde Cin'de ylUrGtilmistir. Ocak 2018 ile
Aralik 2021 arasinda taze/dondurulmus embriyo

transferi ile ilk in vitro  fertilizasyon
(IVF)/intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
dénglsini geciren 986 kadina ait toplam 231
siklus dahil edilmistir. Blastosist transferleri,
pre-implantasyon genetik test andploidisi
kullanilan déngiiler ve polikistik over sendromu
olan hastalar hari¢ tutulmustur. Caligsma,
Sanghay Geleneksel Cin Tibbi Universitesi'ne
bagli Shuguang Hastanesi Kurumsal Arastirma ve
Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Calisma
12-283-SDR). Siklus bilgileri Shuguang lreme
merkezi veri tabanindan elde edilmistir. Hasta-
larin IVF/ICSI gebelik sonuclari tibbi kayitlarin-
dan veya telefon gorlismeleri yoluyla elde edil-
mistir. Siklus &zellikleri ve IVF/ICSI sonuclari
(toplanan oosit sayisi, olgun oosit sayisi,
déllenen oosit sayisi, klivaj, mevcut embriyo,
yiksek kaliteli embriyo, implantasyon orani,
klinik gebelik orant ve canli dogum orani) farkl
VKi'lere

arasinda karsilastirildr.

sahip ve farkli vyaslardaki hastalar

Tim kadinlara uygun olan ovaryan hipersti-
milasyon protokolleri uygulandi. insan koryonik
gonadotropini (hCG) foliktller olgunluga ulasti-
ginda, yani lider folikldl >18 mm'ye ulastiginda,
folikiler gelisimin son asamalarini uyarmak igin
uygulandi. Transvajinal folikdl aspirasyonu hCG
uygulamasindan 36 saat sonra yapildi. Konvansi-
yonel inseminasyon veya ICSI standart teknikler
kullanilarak gerceklestirildi.

Embriyolar bélinme asamasina ulasana kadar
3 glin boyunca kaltar edildi. D6llenme degerlen-
dirilerek oositler normal sekilde déllenmis (iki
pronikleus) veya anormal sekilde dollenmis (bir
veya ¢ prontkleus) olarak sayildi. Bélinme asa-
masindaki embriyolar Hardarson'in derecelen-
dirme sistemine (2001) gbére hiicre sayisina ve
fragmantasyon derecesine gére puanlandi. Uy-
gun bir gelisim asamasinda, <%20 fragmantas-
yon ve hafif derecede dizensiz boyutlu blasto-
merler (derece I, IIA ve 1IB) ile embriyolarin
3.gin embriyo asamasina ulasarak transfer igin
uygun olduklari tespit edildi.



Taze embriyo transfer sikluslari igin, oosit
toplandiktan sonra luteal destek baslatildi ve
embriyolar daha sonra uterusa transfer edildi.
Dondurulmus embriyo transfer sikluslari igin,
luteal destek endometrial doénisim ginlnde
basladi. Luteal destek saglamak i¢in 2 hafta
boyunca progesteron surekli salimli vajinal jel
kullanildi. Embriyo transferinden 14 gin sonra
serum [B-hCG dizeyleri degerlendirildi.

Veri seti

Hormon uyarimi éncesinde VKi élcimi yapil-
di. Hastalar VKi'lerine gore dért gruba ayrildi ve
buna gb6re tedavi doénglleri uygulandi: distk
kilolu (VKi <18,5 kg/m2, 78 siklus), normal kilolu
(18,55 VKi <24 kg/mz2, 721 siklus), kilolu (24= VKi
<28 kg/m2, 147 siklus) ve obez (VKi = 28 kg/m2,
40 siklus). Elde edilen tim veriler hasta yasina
gbre <30 yas, 30-38 yas ve >38 yas olacak sekil-
de G¢ gruba ayrildi. Hastalardan yas, infertilite
tipi, birincil tani, toplam IVF/ICSI siklusu sayisi,
taze/dondurulmus embriyo transfer sikluslari,
stimilasyon glnleri, toplanan oositler, olgun
oositler, doéllenmis embriyolar, klivaj, mevcut
embriyolar ve yiksek kaliteli embriyolar ile top-
lam Gn dozu bilgileri topland:.

Sonuc dl¢limleri

Birincil sonug, transvajinal ultrasonda fetal
kalp atisi olan embriyonik kutba sahip bir intra-
uterin gebelik kesesinin varligi olarak tanim-
lanan klinik gebelik oranidir. ikincil sonuglar
arasinda implantasyon orani (ultrasonla tanim-
lanabilen kese sayisinin embriyo transferi sayi-
sina boélinmesi), canli dogum oranlari (z24.
gebelik haftasinda canli dogan bir bebegin do-
gumu), Gn dozu, oosit ve embriyo sayisi yer al-
mistir. implantasyon pozitifligi serum gebelik
testi (serum [B-hCG) ile teyit edilmistir. Ektopik
gebelikler 6-8 gebelik haftasinda ultrasonogra-
fik olarak intrauterin kesenin varlig: ile dogru-
landi. Spontan abortus, 20. gebelik haftasindan
6nce klinik veya devam eden gebeligin kaybi
olarak tanimlanmistir.

istatistiksel analiz

Verilerin analizi icin SPSS 26.0 yazilimi kulla-
nildi. Normal dagilimli o6l¢im verileri ortala-
maz:standart sapma (x :* S) olarak gosterildi.
Gruplar arasi karsilastirmalar varyans kullani-
larak analiz edildi (ANOVA). Bagimsiz gruplar
arasi karsilastirmalar ig¢in Kruskal-Wallis testi
kullanildi ve sayim verileri i¢in bilesen oran veya
orani (%) hesaplandi. Gruplar arasinda strekli ve
kategorik degiskenleri karsilastirmak i¢in para-
metrik olmayan, ki-kare ve Cochran-Mantel-
Haenszel testleri kullanildi. p< o.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
SONUCLAR

Hastalarin baslangi¢ 6zelliklerinin
karsilastirilmasi

986 hastadan toplam 2311 taze veya dondur-
ulmus embriyo transfer siklusu dahil edildi ve
325 klinik gebelik ile 277 canli dogumla sonug-
landi. Hastalarin demografik 6zellikleri ve tedavi
6zellikleri VKI gruplari arasinda karsgilagtirildi
(Tablo 1). infertilite tiird, birincil tani, toplam
IVF/ICSI siklusu sayisi ve toplam taze/dondu-
rulmus embriyo transfer siklusu sayisinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Dort grup
arasindaki yas fark: istatistiksel olarak anlam-

liydr (p<o,05).

Hastalarin IVF 6zelliklerinin
karsilastirilmasi

IVF/ICSI &Szellikleri Gn
dozajini ve alinan oosit sayisi, olgun oositleri,

ilag gtnlerini, Gn

doéllenmis oositleri, klivajlari, mevcut embri-
yolari ve yiksek kaliteli embriyolari igeriyordu.
Disltk kilolu, normal kilolu, fazla kilolu ve obez
gruplari arasinda alinan oosit, olgun oosit ve
yiksek kaliteli embriyo sayisinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05). Obez grup
tim gruplar arasinda en uzun Gn ilaglama gin-
lerine sahipti (p<o,05) (Sekil 1a). Diger gruplar-
la karsilastirildiginda, obez grup en ylksek Gn
dozajina sahipti (p<o,o5) (Sekil 1b). Ayrica, dol-



lenmis oosit sayisi ve klivaj distk kilolu grupta en yiksekti (p<o,o5) (Sekil 1¢c, Sekil 1d). Ek olarak,
mevcut embriyo sayisi disik kilolu grupta normal kilolu ve yiksek kilolu gruplara goére istatistiksel
olarak daha yiksekti (p<o,o5) (Sekil 1e) (Tablo 2).

Tablo 1. Hastalarin baslangi¢ 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Variable BMI (kg/m?) PValue
EMIC 185 18.5<BMI { 24 24<BMI { 28 BMI=28
Mumber of patients 78 721 147 40 0.004*
Age (meanx5D) 32.5614.62 34211512 34.3324.77 32.30£5.07
BMI (meanzSD) 17.80£0563 2093+1.40 25294099 30.52+2.68
Type of infertility: n (%)
Primary infertility 54 (69.2) 421 (58.4) 80 (54.4) 25 (62.5) 0176
Secondary infertility 24 (308) 300 (41.6) 67 (45.6) 15(37.5)
Primary diagnosis: n (%)
Tubal factors 58 (74.4) 537 (74.5) 105 (71.4) 29(725) 0457
Male factor 13(16.7) 100(13.9) 30 (204) 7(175)
Uterine factor 0{0) 18 (2.5) 2014) 1(25)
Other/unexplained 7(89) 66 (9.1) 10 (6.8) 3(7.5)
Total number of fresh IVF/ 93 905 187 56
ICSI cycles
Fresh IVF/ICSI cycles 1.19+051 1.26+053 1274054 1404054 0592
(meanxSD)
Total number of frozen 88 785 154 43
embryo transfer
Frozen embryo transfer  1.3540.59 1312061 1.38+0.70 1.39+067 0.097
(mean+5D)

Data are presented as meansstandard deviation or n (%).*P < 0.05 as compared with the control group
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Tablo 2. Hastalarin BMI'lerine g6re IVF/ICSI siklusu 6zellikleri

Variable (mean+5SD) BMI (kg/m?) PValue
BMI<18.5 18.5<BMI < 24 24<BMI < 28 BMI=28
Gn medication days 7981302 7.90+£2.84 848+273 10.83+4.08 0.000"
Gn dosage (piece, 751U/ 17.16+8.86 17.61+952 20.21+1043 291111894 0.000*
piece)
Retrieved cocytes 761539 6.39£509 634499 5.98+498 0061
Mature oocytes 513+£336 491413 4194307 4544299 0576
Fertilized cocytes 6.23+4.60 5.08+4.28 4.94+4.08 4641427 0.020"
Number of cleavage 6112449 499+4 39 4834408 453421 oo 7"
Available embryos 4.76+£349 3.84+3.08 3711+3.16 3.60+3.04 o017
High guality embryos 3574314 298+£262 289+272 267262 0134

Data are presented as mean + standard deviation. *P < 0.05 as compared with the control group

Gebelik sonuglarinin karsilagtirilmasi

Normal kilolu grup en ylksek klinik gebelik
oranina (%27,3) ve implantasyon oranina (%18,1)
sahipken, obez grupta spontan dustk orani
%26,7 olup, bu gruptaki canli dogum oraninin
yalnizca %60'ina katkida bulun-mustur (Tablo
3). Bu, obez hastalarin yardimci Gireme teknoloji-
si kullanilarak hamile kalabilmelerine ragmen,
bunlarin >%s5o'sinin canli ¢ocuk sahibi olmak
icin dogum yapamayabilecegini gostermektedir.
Dort grup arasinda dustk kilolu hastalar %88,5
canli dogum ile en yiksek orana sahiptir (Tablo
3). Dort grubun yas profillerine bakildiginda da
yaslarin ¢ogunun 30 ila 38 yaslarinda yogunlas-
tigint ve bunun da sonucglari etkilemis olabile-
cegi disinilmektedir (Sekil 2).

IVF/ICSI uygulanan hastalarda gebelik
sonucglarini etkileyen faktérler

Gebelik sonuglari bagimli degisken olarak
alindi (basari=1, basarisizlik=0) ve tek degiskenli
analizde anlamli farklilik gésteren faktérler (yas
ve VKi) bagimsiz degiskenler olarak alindi. Yas
(yas<3o0 yil=1, 30syas=38 yil=2, yas>38 yil=3) ve
VKIi (VKi <18,5=1, 18,5 = VKi <24=2, 24 = VKi <28=3,
VKiz 28=4) lojistik regresyon modeline dahil
edildi. Hem yas hem de VKi gebelik sonucunu
etkileyen negatif faktérlerdi (p<o.os5) (Tablo 4).

Yasa gore siniflandirilmis ayrintili klinik

sonuclar

Yasin etkisini diglamak icin hastalar G¢ alt
gruba ayrildi: <30 yas, 30 ile =38 yas ve >38 yas.
implantasyon orani, klinik gebelik orani ve canli
dogum orani, 30-38 yas arasi kadinlarda normal
kilolu grupta, kilolu gruba gére anlamli derecede
daha yiksekti (p=0,013 veya 1,75, p=0,033 veya
1,735, p=0,020 veya 1,252) (Tablo 5). Ek olarak,
klinik gebelik orani da 30-38 yas arasi kadinlar-
da normal kilolu grupta obez gruba goére anlamli
derecede daha yiksekti (p=0,036 veya 4,236).
Ayrica, diger gruplar arasinda embriyo implan-
tasyon orani, klinik gebelik orani ve canli dogum
oraninda anlamli bir fark yoktu (Tablo 5).

Age

38
N 30~38
. <30

BMI =28

24=BMI<28

18.5=BMI<24

BMI<18.5

T 1
0 50 100

percentage (%)

Sekil 2.
Not: Hastalarin ¢ogu 30-38 yas araligindayd: ve

Her gruptaki hastalarin yas dagilimi.

disik kilolu ve obez gruplarda 30 yas alti daha
fazla hasta vardi




Tablo 3. Vicut kitle indeksine gore gebelik sonuglari

Variable BMI (kg/m?)

BMI {185 18.5<BMI < 24 24<BMI { 28 BMIz28
Total Embryos transfermed: n 205 (1.95£0.21) 1712 (1.90£0.30) 339(1.92£028) 96 (1.9240.27)
(mean£5D)
Total Sacs 32 310 46 17
Implantation rate (%) 156 18.1 136 17.7
Ectopic pregnancies 0 2 0 2
Spontaneous abortion: n (%) 0@ 32030 50139 4(26.7)
Clinical pregnancies: n (%) 26 (24.8) 246 (273) 38(21.5) 15 (300
Live births: n (%) 23(885) 212 (86.2) 33(86.9) 9(60:0)

Data are presented as mean £ standard deviation or n (%)

Tablo 4. IVF/ICSI uygulanan hastalarda gebelik sonuclarini etkileyen faktdrlerin lojistik regresyon

analizi

Variable B SE Wald P OR 95%Cl

Age -1.166 anzy 99252 0.000 0312 0.248-0.392
BMI =230 115 3977 0046 0794 0.634-0996
‘P<0.05

Tablo 5. Yasa gore siniflandirilmisg ayrintili klinik sonuglar

Age  Variable BMI (kg/m?)

BMI < 18.5V5 18.5 BMI < 18.5VS 24 <BMI < 28 BMI < 18.5 V5 BMI=28 18.5<BMI £ 24 V5 18.5<BMI € 24 VS BMI228 24<BMI < 28VS BMI228
<BMI < 24 24<BMI £ 28
© P OR ¥ P OR s P OR ¥ P OR I P OR e P OR

<30  Implanta-2261 0133 1623 0025 0873 1067 0431 0717 1200 1892 0169 0657 0497 0481 0740 0057 0811 0889
30~33 VOMRIE 430 0038 0547 0016 0900 095 1895 0169 0528 6213 0013 1750 0008 0929 0967 1950 0163 1810

»38 0000 1000 0599 0240 0636 1580 1367 0512 —— 0538 0588 1550 1409 0622 —_ 0881 1000 ——
X s (PValue) 7 0.000 (0.554) 0.059 (0.808) ! 0.000 (0:592) 0172 (0678)
Ofiyy (95% CI) / 1.035 10626-1.713) 0.872(0.452-1.680) ! 0.958 (0.553-1.660) 1.202 (0.642-2251)

€30 Clinical 0485 0486 1337 0062 0804 0878 0303 0582 0719 1200 0273 0657 1672 019 0538 019 0730 122
30~38 m’ 2100 0147 0626 0044 0834 1086 1562 0333 2653 4566 0033 1735 4393 0036 4236 1382 0362 0410

>38  me 0003 1000 1045 0335 0619 1744 1449 0500 —— 0632 0427 1669 1459 0610 —— 0866 1000 ——
oy (P Value) 7 0.000 (0.594) 0.059 (0.808) / 0.000(0:592) 0.172{0678)
ORyy (95%C) 7 1.035 (0626-1.713) 0872 (0452-1.680) / 0958 (0:553-1 660) 1.202 (0642-2.251)

€30 Lwebith1814 0228 0393 6830 0019 —— 0020 1000 0875 3430 0107 —— 1089 0373 2227 6061 00 —
3038 € 452 0616 —— 4828 0051 —— 16000 0008 —— 6658 0020 1252 1720 0011 —— 4107 Q111 ——
>38 1658 0486 —— 0833 1000 — — —— —— 0206 1000 1800 — — — — —
o (PV2luE) 0.003 (0.957) / / / / !
ORyyy (95%C) 1147 (0.360-3.659) / / / / /

TARTISMA

rilme sikligr sdrekli arttigindan, giderek daha

Obezite kadin infertilitesiyle yakindan iligki- fazla kilolu ve obez kadin IVF tedavisi i¢in bas-
lidir ve sadece gebelikte zorluklara yol agmakla vurmaktadir. Bu nedenle, farkli BMI'lerin hasta-
kalmaz, ayni zamanda kirtaj ve gebelikle ilgili larin IVF sonucglari ve gebelik sonucglari Gzerin-

komplikasyon riskini de artirir. Obezitenin goé- deki etkilerini arastirmak dnemlidir.




Bircok ¢aligma BMI'nin IVF/ICSI sonuclari Gze-

rindeki etkisini incelemis, ancak farkli sonuglara
ulagmistir; bazilari BMI'nin gebelik orani ve canli
dogum orani Gzerinde higbir etkisi olmadigini
6ne sirerken digerleri BMI'nin hastalarin canli
dogum oraninda azalmaya yol acgabilecegini 6ne
sirmistlir. BMI ile IVF gebelik sonuglari arasin-
daki iliskiye dair 6nceki ¢aligsmalarla karsilasti-
rildiginda mevcut ¢alismanin gicl, oosit kalite-
sini ve IVF sonuglarint belirleyen en 6nemli fak-
tér olan yasi da iceren bir analizden kaynaklan-
maktadir. Filipa ve ark. yas ve BMl'nin lremeye
yardimci tedavi sonuglari Gzerindeki etkisini
inceledi ve ulastiklari sonucglar bizim bulgulari-
mizla tutarliydi. Sonuglarimiz hem yasin hem de
BMI'nin gebelik sonucunu etkileyen olumsuz
faktérler oldugunu goéstermektedir. Disik kilolu
grupta toplanan oosit sayisi, déllenen oosit sa-
yist ve klivaj sayisi diger l¢ gruptakinden daha
fazlaydi ve canli dogum orani diger gruplardan
biraz daha yiksekti, bu durum hastanin yasiyla
iliskili
BMI'nin IVF/ICSI uygulanan 30-38 yas araligin-

olabilir. Yapilan diger arastirmalar,
daki kadinlarin gebelik sonuglarini biyik 6l¢tde
etkileyebilecegini, ancak daha geng¢ veya daha
yaslt kadinlarin sonucglari Gzerinde neredeyse

higbir etkisinin olmadigini ortaya koymustur.

IVF/ICSI klinik gebelik orani, normal kilolu
hastalarda, 30-38 vyas araligindaki asiri kilolu
hastalara ve obez hastalara kiyasla sirasiyla
1.735 ve 4.236 kat daha ylksektir. Ancak, 38 yas
Ustd kadinlarda, BMI'nin olumsuz etkisi gz ardi
edilebilir. Bu nedenle BMI, bu ¢alismada IVF/ICSI
uygulanan kadinlarin, 6zellikle de 30-38 yas ara-
l1gindakilerin gebelik sonuclari Gzerinde olumsuz
bir etkiye sahiptir. Artan hasta yasi, infertilite-
nin nedenlerini degerlendirirken en 6nemli fak-
téordir. Dogurganlik 35 yasindan itibaren azalir
ve yas yardimci Ureme teknolojileri kullanarak
hamile kalmak isteyen kadinlarin gebelik sonug-
larint 6nemli dlcide etkiler. Caligsma sonucglarina
gbre, 38 yas Ustid olmanin gebelik sonuglari Gze-

rindeki olumsuz etkileri, artan BMI'nin neden

oldugu etkilerden ¢ok daha biyik olabilir. Ayri-
ca, BMI'nin olumsuz etkileri, cok fazla faktérden
etkilenebilecek <30 yasindaki kadinlarda anlamli
degildir.

Calismamizin bazi sinirlamalart vardir. Birin-
cisi, obezite grubunun 6rneklem biytkligid nis-
peten klclktt, bu da sonuclarda sapmalara ne-
den olmus olabilir. ikincisi, calisma yalnizca
annelerin BMl'lerine odaklanmis ve babalarin
BMI'lerinin etkisini géz ardi etmistir; bu nedenle
analiz yeterince kapsamli olmayabilir. Erkek
obezitesi, 6nemli 6lclide olmasa da, subfertilite
sansini artirarak daha distik gebelik oranlarina
yol acar. Uclinciisd, infertilite faktorlerinin ana-
lizinde ovulasyon bozukluklarinin detaylandiril-
mamasit, klinik bireysellestirilmis tedaviye reh-
berlik ederken bazi kusurlara yol acabilmektedir.
Dordinclsl, bu calisma IVF sonuglari Gzerinde
etkisi olabilecek dort stimilasyon protokolin
iceriyordu. Son olarak, bu calisma retrospektifti
ve arastirmacinin daha 6nce bir midahalesi yok-
tu, bu nedenle sonucglarda 6nyargi olmasi kagi-
nilmazdi.

Sonug olarak BMI, IVF/ICSI geciren kadinlarin
gebelik sonuclarini bliyik 6lgiide etkiler.IVF/ICSI
tedavisinden énce VKi degerlendirmesi ve uygun
midahale (érnegin diyet dizenlemesi, fiziksel
egzersiz ve akupunktur, geleneksel Cin tibbi ve
cerrahi gibi etkili tibbi destekli tedaviler), dzel-
likle 30-38 yas arasindaki kadinlarda gebelik
sonuglarini olumlu yénde etkileyebilir. Distk
kilolu kadinlarin gebelik sonuglari normal kilolu
kadinlardan daha kéti olmasa da, VKi'nin hala
potansiyel bir etki faktéri oldugu goérilmdastar.
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Ekzosomlar: Ureme Gelisiminin Yeni Diuizenleyicileri

OZET

Ekzosomlar, 30-150 nm boyutlarinda, bir¢ok hiicre tipi tarafindan salinabilen ve vicut sivisinda dola-
sabilen ekstraseltler vezikillerin (EV) bir alt tipidir. Hedef hicrelerin gen ifadesi profilini ve islevini
dizenleyen uzun mesafeli bir hiicre-hiicre iletisim mekanizmasi olarak islev gorirler. Artan kanitlar,
ekzosomlarin gesitli karmasik Greme streclerini dizenlemede merkezi bir rol oynadigini géstermek-
tedir. Ancak tGreme gelisimindeki rollerini ayrintili bir sekilde tanimlayan bir inceleme henliz mevcut
degildir. Bu inceleme, ekzosomlarin gametogenez, fertilizasyon, erken embriyonik gelisim, implantas-
yon, plasentasyon ve gebelik gibi erken Greme sireclerine katkisi hakkindaki bilgilerimizi vurgula-
maktadir.

Tartisma esas olarak memeli soyagacina iliskin literatirden alinmis olup; 6zellikle insan Gremesinde,
laboratuvar ve hayvancilik modellerinde ekzosomlarin rollerine vurgu yapilmistir.



1. GiRiS

Hicre disi vezikiller (EV'ler), hicreler tarafin-
dan hicre disi bosluga birakilan zar kékenli ve-
ziklllerdir ve hiicre-htiicre iletisiminde ve bir dizi
biyolojik strecin dlizenlenmesinde o&nemli rol
oynarlar. Son on yilda EV'lerin siniflari ve 6zel-
likleri ile fizyolojik ve patolojik rolleri hakkinda-
ki bilgi hizla artmistir. EV'lerin G¢ ana grubu;
apoptotik cisimler, mikroveziklller ve ekzosom-
lardir. U¢ tiir EV arasinda ekzosomlar, 30-150 nm
capinda ve 1,13-1,19 g/mL yogunlugunda spesifik
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olan EV'ler-
dir. Ekzosomlar, kéken hiicreye bagli olarak li-
pitler, proteinler, mRNA'lar, miRNA'lar ve DNA'
lardan olusur. Farkli hicre tiplerinden gelen
ekzosomlarda, yaklasik 4400 protein, 194 lipit,
1639 mMRNA ve 764 miRNA dahil olmak lGzere ¢ok
cesitli yapisal elemanlar tanimlanmistir. Bu ne-
denle, ekzosomlar nanometre 6l¢cegindeki bo-
yutlari, mikemmel stabiliteleri, biyouyumluluk-
lari, gecirgenlikleri, disuk toksisiteleri ve distk
immianojeniteleri nedeniyle ilag tasiyicilari (drug
transport carriers) gelistirmek icin ideal hedef-
lerden biri haline gelmistir.

Ekzosomlarin iglevleri hicrenin kdkenine bag-
lidir ve bagisiklik tepkisi, antijen sunumu, prog-
ramlanmis hicre 6limi, anjiyogenez, inflamas-
yon, pithtilasma ve morfogen tasiyicilari ile geli-
sim ve farklilagma sirasinda polaritenin olustu-
rulmasinda rol oynarlar. Artan kanitlar, ekzo-
somlarin Greme gelisimi ve tGreme hastaliklarin-
da merkezi bir rol oynadigini ortaya koymustur.
Bu makalede, insan, laboratuvar ve hayvancilik
modellerinde gametogenezden erken gebelige
kadar hassas ve karmasik tGreme sirecinde ekzo-
somlarin rollini o6zetledik. Ek olarak, biyomole-
killerin dogal tasima ortami ve ekzosomlar igin
bir ila¢ dagitim platformunun gelistirilmesi
nedeniyle, ekzosomlar hicreler arasi iletisime
(tasidiklar:

Greme hastaliklari icin tanisal biyobelirtecler

katilirlar ve kargolari icerikler)
veya terapdtik (tedavi edici) adaylar olarak

kullantlabilir.

2. EKZOSOMLAR

2.1. Ekzosom olusumu ve tasinmasi

Farkli hicreler tarafindan salinan ekzosomlar
benzer biyosentez yolaklarina sahiptir ve bunla-
rin hepsi endozom kaynaklidir (Sekil 1). Erken
sekretuar bir endozom, hiicre igi plazmik memb-
ran invajinasyonu ile olusur ve daha sonra igeri-
ye dogru tomurcuklanarak proteinleri, ntkleik
asitleri ve diger maddeleri sararak daha fazla
olgunlasmasini saglar ve endozomda bulunan
intraluminal vezikdGlleri (ILV) olusturur; bunlara
multivezikiler cisimler (MVB) denir. Sonunda,
ILV'ler plazma membraniyla birlesir ve ekzosom-
lar olarak hicre disina salinir. Bu nedenle, ekzo-
somlarda bulunan proteinlerin ¢ogu, homojeni-
zasyonun ve ekzosomlarin standardize siniflan-
dirtlmasinin temeli olan endositoz agina bagim-
[tdir. Tasima igin gerekli olan endozomal ayirma
kompleksi (ESCRT), endozomlarda ekzosom
olusumunun merkezi molekiler mekanizmasini

olusturur.

ESCRT mekanizmasi yaklasik otuz proteinden
olusur. Bunlar; dért protein kompleksi (ESCRT-o,
1, 2, 3) ile VPS4, VTA1 ve ALIX gibi diger yardimci
proteinleri kapsamaktadir. ESCRT mekanizmasi,
ESCRT-o'in ubikitin baglayici alt birimleri araci-
ligiyla ubikitinlenmis proteinlerin endozomal
membranin belirli alanlarinda taninmasi ve se-
kestre olmasi ile baslatilir. Kargo baglama yete-
negine sahip ESCRT-1 ve 2 kompleksleri de etki-
lesime girer. ESCRT-1 ve 2 kompleksleriyle ger-
ceklesen etkilesimden sonra olusan kompleks,
tomurcuklanma sirecini desteklemede rol oyna-
yan bir protein kompleksi olan ESCRT-3 ile bir-
lesecektir. Son olarak, ESCRT-3 membran sepe-
rasyonunu tesvik eder ve vezikillerin parcalan-
masina neden olur, boylece ILV'ler olusur.

Ekzosomlarin olusum sirecine gelince, sfingo-
miyelin inhibitérd GW4869'un; makrofajlar, epi-
tel hicreleri, interstisyel hiicreler ve diger hic-
relerde polivezikillerin olusumunu, gelisimini
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Sekil 1. Ekzosomlarin olusumu ve salgilanmasi.

nu ve intraluminal vezikillerin ve multivezikller cisimlerin olusumunu igerir.

jinasyonu erken olusan endozomu olusturur. ESE
MVB'ler
flizyon

da MVB'ler olusturur. birden fazla

ger-ceklestirilen sonucu parcalanir

ekzosomlar olarak hicre disina birakir.

Ekzosomlarin olusumu, plazma zarinin invajinasyonu-

Plazma zarinin ilk inva-

'ler olgun, ge¢ olusan endozomlara dénisir ve sonun-
ILV
veya

icerir. MVB'ler lizozomlar veya otofagozomlar ile

plazma zariyla kaynasarak igerdikleri [ILV'leri

Ekzosomlarin salgilanmasi ve tasinmasi esas olarak MVB

zarindaki tasima igin gerekli endozomal ayirma kompleksi (ESCRT) tarafindan saglanir.

bloke ederek MVB'lerden ekzosom salinimini in-
hibe ettigi ve boylece cesitli patofizyolojik st-

Ancak,
indiklemeyen

recleri dizenledigi kanitlanmistir. bazi

calismalar GW4869'un apoptozu
dozlarda ekzosom salgilanmasini tesvik edebile-
cegini, apoptozu indikleyen daha ytksek kon-
santrasyonlarda ise ekzosom salgilanmasini in-

hibe edebilecegini bulmustur. Bu nedenle lipit-

ler, amidler, tetraspaninler veya i1si soku pro-
teinleri tarafindan desteklenen [ILV'lerin ve
MVB'lerin olusumu i¢in ESCRT'den bagimsiz bir

Ek ola-
rak, MVB'lerin olusumu kalsiyum bagimli bir me-

mekanizmanin daha oldugu soéylenebilir.

kanizmadir ve dimetil amilorid (DMA) sodyum-
kalsiyum degisim inhibitéri olarak ekzosomlarin
salinimint engellemek icin kullanilir.

Fertilite GW4869,
endometrial matriks hasarinda ve erken disutk-

calismalarinda, yalnizca

lerde ekzosomlarin mekanizmasini agiklamak
icin bir ekzosom inhibitérd olarak kullaniimistir.

DMA; Na+, H+ ve Ca+2 degisimini dizenlemesi

27

nedeniyle spermin doéllenme yeteneginde ve
oosit olgunlagsmasinin dizenlenmesinde ayri bir
GW4869 cesitli calis-
edilen ekzosom inhibitéraddr.
GW4869'un inhibitor etki-

sini farkli ¢alismalarda yeniden degerlendirmeli-

rol oynayabilir. Kisacasi,
malarda tercih

Ancak arastirmacilar,

dir (Farkli mekanizmalarla etki eden inhibitérle-
rin bir arada kullanilmasi daha kapsamli bir etki
saglayabilecegi icin ek caligsmalar yapilmalidir).

Olusum sirasinda ekzosomlar plazma zarindan
ayrilarak otokrin, parakrin ve endokrin olmak -
zere 3 farkli sekilde salgilanmaya hazir hale ge-
lirler. Ekzosomlarin hicre disi ortama salindik-
tan sonra alici hicrelerle etkilesime girme, pro-
tein, lipit ve nikleik asit iceriklerini aktarma ye-
tenegi fizyolojik ve patolojik streclerdeki rolle-
rini belirler. Zar proteinlerinin dogrudan hicre-
hicre temasi sirasinda aktarildigr bildirilmistir.
Endositoz, membran flzyonu ve reseptdr-ligand
aracili etkilesimler, ekzosomlarin hedef hicrele-

re girmesinin G¢ ana yoludur.

HEMUD



2.2. Ekzosomlarin izolasyonu ve

tanimlanmasi

Ekzosomlari diger EV'lerden tamamen ayirmak
zor olsa da ekzosomlar icin bir dizi standartlas-
tirilmis izolasyon ve tanimlama yéntemi arastir-
macilar tarafindan yaygin olarak kabul gérmius
ve uygulanmistir. Buglne kadar, ekzosom c¢alis-
malarinda en yaygin kullanilan ayirma ydéntem-
leri ultra hizli santrifijleme ve polietilen glikol
(PEG) ¢békeltmesine dayanan ekzosom izolasyon
kitidir. Bu yéntemlerin disinda ekzosomlarin ta-
nimlanmasinda fincan seklini gézlemlemek igin
elektron mikroskoplart kullanilmis ve 30-150 nm
araligindaki pargactk boyutlarint &lgmek icin
Nanopartikil izleme Analizi (NTA) kullaniimistir.
Ek olarak Western blot analizi, ekzosomlardaki
pozitif belirte¢ proteinlerin (transmembran
proteinler CD63, CDg, CD81, ¢ozinlr protein
TSG101 ve ALIX) ve negatif belirte¢ proteinlerin
(endoplazmik retikulum proteini-Kalneksin, nak-
leer proteinler-histon ve Golgi proteini-GM130)
yiksek ekspresyonunu tespit etmek icin kullanil-
mistir. Su anda, uluslararasi standart G¢ pozitif
proteini (ekzosom transmembran proteini ve
¢6zinen protein dahil olmak dzere) ve bir
negatif proteini tespit etmektir.

3. GAMETOGENEZ VE OLGUNLASMADA
EKZOSOMLARIN ROLU

Yiksek organizmalarin Uremesinde

eseyli
sperm ve yumurta, nesil degisiminin képrisi ve
genetik yasamin devaminin yasam halkasidir.
Germ hicrelerinin olgunlasmasi ve islevi gele-
cekteki UGreme basarisi igin kritik 6neme sahip-
tir. Artan kanitlar, ekzosomlarin sperm ve yu-
murtanin olusumunda ve olgunlagsmasinda 6nem-

li roller oynadigini géstermektedir.

3.1. Spermatogenez ve olgunlasmada ekzo-
somlarin roli

3.1.1. Spermatogenez

Spermatogenez, dért asamaya ayrilabilen ¢ok
karmasik bir hiicre farklilagma strecidir: sperma-
togonial kok hicre cogalmasi ve farklilasmasi,

spermatogonial mayoz, spermatogenez ve sperm
olgunlasmasi. Spermatogenez sirasinda gelisen
germ htcrelerini saran, besin saglayarak ve kan-
testis bariyerinin olusumuna katilarak germ hic-
resi gelisimini ve spermatogenezi koordine eden
hicreler Sertoli hicreleridir. Son ¢caligsmalar, tes-
tisteki Sertoli hicreleri tarafindan salinan ekzo-
somlarin sperm farklilagsmasi sirasinda sperma-
togenik tibillere girebilecegini 6ne stirmektedir
(Sekil 2A). Ancak, ekzosomlarin testis dokusun-
da spermatogenez ve olgunlagmadaki roltd hak-
kinda ¢ok az rapor bulunmaktadir.

3.1.2. Spermiotelozis

Semen, spermatozoa ve aksesuar gonadlardan
(seminal vezikil ve prostat) gelen salgilardan
(spermatoplazma) olusur; testis ve epididim sal-
gilarinin toplam hacmi %60, prostat salgisi yak-
lasik %30 ve diger aksesuar gonadlar yaklasik
%10'dur. Seminal plazmadan ekzosomlar tarafin-
dan tasinan bu biyoaktif dizenleyici molektl-
lerin spermatogenez, modifikasyon sireci ve
fertilizasyonun dizenlenmesinde rol oynadigina
dair artan kanitlar bildirilmistir (Sekil 2B).
Testis spermatojenik tubdlleri tarafindan Ureti-
len spermler epididime ulastiginda henilz islev-
sel degildir. Ekzosomlar, sperm testisleri terk
edip epididime girdiginde ¢ok sayida modifikas-
yona aracilik eder. insan, sigir ve fare modelle-
rinde, epididimozomlarin igerigi epididim sivi-
sindan kaynaklanir, epididimal kauda ve kaput
sirasiyla farkli kargo iceriklerinin eklenmesini
saglar. Bir kedi deney modelinde; epididimal
kaput, korpus ve kauda kaynakli ekzosomal pro-
teinlerin hareketlilik, zona pellucida baglanmasi,
akrozom reaksiyonu ve teratospermi ile iliskili
oldugu gosterilmistir.

Sperm adezyon molekdld 1 (SPAM1), glioma

patogenezi ile iligkili 1 benzeri protein 1
(GliPriL1) ve metalloproteazlar déllenmede 6&-
nemli roller oynar. Proto-onkogen tirozin prote-
in kinaz Src (cSrc) ve makrofaj gég¢ inhibitér

faktora (MIF) kapasitasyon ve hareketlilik Gze-
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Sekil 2. Spermatogenez ve olgunlagsmada ekzosomlarin roli. Seminal plazmadan tiretilen ekzosomla-

rin spermatogenez, modifikasyon ve fertilizasyon yeteneginin dizenlenmesinde rol oynadigina dair

artan kanitlar bildirilmistir. (A) Testisteki Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan ekzosomlar sperm

farklilagmasi sirasinda spermatogenik tibullere girebilir. (B) Testis spermatogenik tibdlleri tarafindan

Uretilen spermler fertil degildir. Ekzosomlar sperm testisleri terk edip epididime girdiginde ¢cok sayida

modifikasyona aracilik eder. Epididimozomlarin icerigi epididimal sividan kaynaklanir, kaudal ve distal

alanda farkli kargo icerigine sahiptir. Epididimal caput, corpus ve cauda kaynakli ekzosomal proteinler

hareketlilik, déllenme ve akrozom reaksiyonu ile iligkilidir. (C) Ejakilat i¢indeki sperm heniz tam ola-

rak islevsel degildir ve 6nce kapasitasyona ugramalidir ve prostasom kapasitasyon yanitini yénlendire-

bilir ve kadin genital yolunun bagisiklik yanitini dizenleyebilir.

rinde etkiye sahiptir. Liprin 03, spermin akrozom
reaksiyonuna girmesi icin 6nemli bir bilesendir.
Dahasi, epididimozomal kargo (icerik) spermin
icine dahil edilir ve salindiklari epididim bdlge-
sine bagli olarak spermin belirli bélgelerine ta-
sinir. Bu molekdllerden bazilari kamgi liflerine
tasinir ve sperm hareketliliginde 6nemli roller
oynar. Zona pellucidaya bagli molekdller plazma
zarina tasinir ve akrozomu kaplar.

Epididimozomlarin spermle fizyonu ve inkliz-
yonlarin yeniden dagilimi MFGES8 tarafindan sag-
lanir. Prostat, erkeklerdeki en buyltk aksesuar

gonaddir. Prostat epitelinden prostat kanallari-
na salgilanan salgilar, ejaktlatin altida birini
olusturur ve bu daha sonra vas deferensten ge-
len spermle karisir. Ejakilat igindeki sperm he-
niz tam olarak islevsel degildir, 6nce kapasitas-
yona ugramalidir. Prostasom, protein kinaz C
aktivitesini uyarmak i¢in cAMP salgilar ve bu da
kapasitasyonu yonlendirir. Ek olarak, prostasom
ayrica siklik adenozin difosfat ve Ca+2 sinyal
molekdllerini sperme tasir. Ca+2'un hicre igi di-
zenlenmesi, akrozom reaksiyonu sirasinda sperm
hareketliligi ve oositlerle etkilesim icin kritik
6neme sahiptir (Sekil 2C).



Sperm ve seminal sividan tiretilen ekzosom-
larin etkilesiminin yalnizca ejakiilasyondan son-
ra gerceklesmesi, bunlarin birlesmesinin ve kar-
go (icerik) transferinin ¢ogunun disi genital ka-
nalinin alt kisminda gerceklestigi anlamina gelir.

Sperm disi genital kanalina girdiginde, semi-
nal sividan tiretilen ekzosomlar hem sperm hem
de gelisen yari allojenik konseptusa karsi mater-
nal bagisiklik yanitint kalict olarak dizenler.
CD48 eksprese eden prostasom, uNK (uteral NK)
icindeki CD244 ekspresyonunu inhibe edebilir,
uNK aktivitesini ve interferon-Y (IFN-Y) salgi-
lanmasini azaltabilir. Bu da spermin disi genital
kanalini ge¢mesi ve ardindan embriyo implan-
tasyonu ic¢in koruyucu nitelikte olabilir. Ek ola-
rak, CD48 ifade eden prostasom, spermi disi ge-
nital kanalinin kompleman sisteminin saldirisin-
dan korur.

Bir domuz deney modelinde elde edilen so-
nuglara gore, ekzosomlar T hicresi farklilagma-
sint down regile ederek disi genital kanalindaki
spermatozoalari korudugu, inflamatuar yoldaki
degisikligin embriyo implantasyon penceresini
dizenlemede 6nemli bir unsur olabilecegi goril-
mustadr.

Erkek gamet ve disi genital sistemi, déllenme
ve daha sonra embriyolarin implantasyonu icin
hazirlik asamasinda dinamiktir. ilgili caligmalar,
genital kanalin asit-baz ortaminin ekzosomlarin
ve spermin baglanma bdlgesini etkiledigini bul-
mustur. Asidik bir ortam, ekzosomlarin ve sper-
min orta boéliminin kaynasmasini; nétr bir or-
tam, ekzosom ve sperm basinin kaynasmasini
tesvik eder. in vitro modellerde, spermatozoanin
endometrial hicrelerden tiretilen ekzosomlari
da alabildigi ve spermin kapasitasyon potan-
siyelini artirabildigi gosterilmistir.

3.2. Oogenezde ekzosomlarin rolii

3.2.1. Ovulasyondan donce

Olgun bir over folikula, birkag hicre popiilas-
yonuyla cevrili bir oosit icerir. Oosite en yakin
tabaka, zona pellucidadir bunu takiben korona
radiata htcreleri, kimGlis ooforus hicreleri ve
granilloza hicreleri bulunur. Folikiler hicrelerin
dis kisminda ise teka interna ve teka externa
tabakalari yer almaktadir. Folikiler hicre salgisi
(FF) proteinler, hormonlar ve ekzosomlar dahil
olmak Uzere cesitli bilesenler icerir. Son c¢alis-
malar, foliktler sivi (FF) tirevi ekzosomlarin
kimdalis hicre hipertofisi ve oositlerin mayotik
strecinin devami, ovaryum fizyolojisi, déllenme-
ye hazirlikta fallop kanali modilasyonu ve emb-
riyonik gelisim gibi cesitli fertilite streglerinde
hayati ve destekleyici bir rol oynadigini goster-
mistir.

Yukarida belirtilen strecler, mitogenle aktive
olan protein kinazi (MAPK), TGF—B'yl, ErbB'yi,
WNT'yi ve ubikitin aracili yollari etkileyen ekzo-
somlar tarafindan iletilen miRNA ve mRNA tara-
findan dizenlenir (Sekil 3A). Ornegin, ekzoso-
mal miR-130b, sigir oositlerinin gelisimi sirasin-
da SMADcg'i ve MSK1'i hedefleyerek oosit mati-
rasyonu ile kimdilds ve graniloza hicrelerinin
proliferasyonunu tesvik eder. Domuz fertilite
modellerinde, ekzosomal miR-146b folikiler at-
rezi sirasinda o6nemli &l¢ide expresyon artisi
gbstermis olup CYP19A1'i inhibe ederek ovaryum
granlloza hicrelerinin apoptozunu artirdi. Buna
ek olarak, FF tlrevi ekzosomlarin oositi s
stresinden de koruyabildigi gésterilmistir.

3.2.2. Ovulasyondan sonra

Oositler ovulasyondan sonra fallop kanalina
girer. Fallop kanalindan tiretilen ekzosomlar
(Oc-Exo) hucre yogunlugu, canlilhik ve cogalma
dahil olmak Gzere kimulis hicrelerinin fizyolo-
jik durumunu iyilestirebilir ve reaktif oksijen
tarlerinin birikimini ve apoptoz oranini azalta-
bilir (Sekil 3B).



"= Follicular fluid exosomes

« Promote oocyte
maturation{miR-130b targeting
SMADS, MSK1)

« |nhibit the apoptosis of
granulosa cells (miR-146b
targeting CYP19A1)

s Inhibit heat stress

Oviduct exosomes @
« Improve the physiological %%

state of cumulus cells
(EGFR/MAPK)

+ Reduce the accumulation
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Sekil 3: Oogenezde ekzosomlarin roli. Over folikild ile kimdlas hicreleri arasindaki iletisim, folikil

olgunlasmasi ve ddéllenme yetenegine sahip, embriyonik gelisimi destekleyen bir oosit Gretmek igin ¢cok

dnemlidir. (A) Son ¢aligmalar, folikiler sivi (FF) tirevi ekzosomlarin kiimilis hicre hipertofisi ve

oositlerin mayotik strecinin devami, ovaryum fizyolojisi, déllenmeye hazirlikta fallop kanali modulas-

yonu ve embriyonik gelisim gibi ¢esitli fertilite slreclerinde hayati ve destekleyici bir rol oynadigini

gdéstermisgtir. (B) Ovidukt ekzosomlari (Oc-Exo); hiicre yogunlugu, canlilik ve ¢ogalma dahil olmak

tzere kimdulids hiicrelerinin fizyolojik durumunu iyilestirebilir ve reaktif oksijen tirlerinin birikimini ve

apoptozu azaltabilir.

Oc-Exo ayrica epidermal biylime faktérd re-
(EGFR)/MAPK
GW4869 veya gefitinib tedavisi strecinde kimu-

septord sinyal vyolu aracihigiyla
lis htcrelerinin fizyolojik durumunu etkili bir
sekilde iyilestirebilir. Ek olarak, ovaryum foliki-
G ile kimalts hicreleri arasindaki iletisim foli-
kil olgunlasmasi ve déllenme yetenegine sahip,
embriyonik gelisimi destekleyen bir oosit dret-

mek i¢in ¢cok dnemlidir.

4. EKZOSOMLAR TARAFINDAN
FERTILIZASYONUN DUZENLENMESi

4.1. Kadin genital kanalinda sperm
yolculugu

Sperm; fertilizasyon alanina ulasmadan dnce
vajen, uterus ve fallop kanalindan ge¢meli,

ardindan oositle karsilasarak akrozom reaksiyo-
nu ve vitellin membran reaksiyonunu tetiklemeli,
son olarak fertilizasyonu tamamlamalidir. Ferti-
lizasyon son derece karmasik bir dizenleyici is-
lemdir. Spermlerin ¢ogu disi genital kanalda de-
polanir ve disi genital kanal hicrelerinden tire-
tilen ekzosomlar spermin doéllenme yetenegini
sirdirmede 6nemli roller oynar. Sperm uterus-
tan gecerken uterus hicresi tarafindan tlretilen
ekzosomlar (uterozomlar), sperm déllenmesi igin
gerekli olan ve kimulus hiicresini gegcebilme ye-
tenegini artiran transmembran proteinleri ile
glikozil fosfatidilinositol baglanti proteinini
(SPAM1) icerir (Sekil 4A). Sperm fallop kanalin-
dan gecerken

oosit kaynakli, sperm yizeyine

6zgll membran glikoproteini Ca+2-ATPase 4



(PMCA4) tasiyan ekzosomlar (Oc-Exo) zona pel-

lusidanin hidrolizine karsi direncini artirir ve zo-
na pellusidayr sertlestirerek polispermiyi engel-
ler, sperm hareketliligini iyilestirir, erken sperm
kapasitasyonunu 6nler. Oc-Exo ayrica uygun za-
manlarda tirozin fosforilasyonunun indiksiyonu-
nu artirarak da sperm kapasitasyonunu destek-
leyerek akrozom reaksiyonunu tetikler (Sekil

4B).

4.2. Sperm-oosit flizyonu

Sperm-oosit fizyonu siirecinde, insan seme-
ninden tlretilen ekzosomlar, glutatyon perok-
sidaz-5 (GPX5), SPAM1, prostat spesifik antijen
(PSA), kinezin aile Gyesi 5B (KIF5B), anneksin A2
(ANXA2) ve kallikrein 2 (KLK2) icerikleri aracili-
giyla sperm-oosit flzyonu silrecine katilirlar.
Sperm doéllenme yetenegi, bu proteinlerin ifade-
sindeki herhangi bir anormallikten etkilenebilir.
Oositten tiretilen ekzosomlarin (Oo-Ekzo) sper-
min oosit temasi sonrasi meydana gelen akro-
zom reaksiyonunda da o6nemli roller oynadigi
gosterilmistir. CD81'i tasiyan Oo-Ekzo, CDg'un
transferinden sorumludur. Her iki tetraspanin de
sperm-oosit fizyonunda rol oynar ve birbirlerin-
den bagimsiz hareket eder (Sekil 4C). Bugiine
kadar,
etkilesimleri hangi mekanizmayla dizenledigine

ekzosomlarin gamet/embriyo-maternal
iliskin pek ¢ok cevapsiz soru bulunmaktadir. Bu
nedenle, ekzosomlarin rolinlin Greme hormonlari
calismalariyla birlikte acgikliga kavusmasi gerek-
tigini dusinmekteyiz.

5. ERKEN EMBRiYONIiK GELiSiMDE
EKZOSOMLARIN ROLU

5.1. Fallop tiipiinde gelisen ve tasinan
embriyo

Memeli preimplantasyon embriyolarinin gelisi-
mi, fertilizasyondan implantasyona kadar olan
donemi kapsar. Embriyonun fallop tiplnden ute-
rusa goéc¢l sirasinda, embriyo farkli gelisim asa-
malarindan gecer (bélinme, morula, blastula ve
gastrula). Ekzosomlar, embriyo-maternal iletisim
icin molektllerin iki yoénld tasinmasini saglar

(Sekil 5).

Sigir fallop kanali ytkama sivisindan tiretilen
etiketli in vivo ekzosomlar, in vitro dretilen
embriyolar tarafindan alinmistir. Hem in vivo
ekzosomlarin hem de sigir fallop kanali epitel
hicrelerinden izole edilen in vitro ekzosomlarin,
sigirlardan in vitro dretilen embriyolarin gelisimi
ve kalitesi Gzerinde olumlu bir etki gosterdigi
gosterilmistir. Kitle spektrometrisi analizleri,
fallop kanali yitkama sivisindan ve fallop kanali
epitel hicrelerinden tlretilen ekzosomlarin pro-
tein igeriginin o6nemli ol¢ide farkli oldugunu
gosterdi. In vitro'da, ekzosom takviyesi sigir
embriyolarinin transkripsiyonunu degistirdi ve
embriyonik gelisimi kontrol etmede ekzomal
miRNA kargolarinin olasi bir rold oldugunu o6ne
stirdd. Bir fare deney modelinde fallop kanali
epitel hicrelerinden tlretilen ekzosomlarin in
vitro eklenmesi apoptoz oranindaki dislis ve
embriyonik hicre farklilagsmasindaki iyilesme
nedeniyle nakledilen farelerin dogum oranini
arttirmistir.

5.2. Embriyo ve uterus arasindaki iletisim,
implantasyondan énce

Embriyolar blastula evresinden gecip uterusa
girerken blastula lg¢ hicre tipinden olusur: dis
epitel trofektoderm (Tr), ilkel endoderm (PE) ve
pluripotent i¢ hicre kitlesi (ICM). Blastula ile
uterus arasindaki baglanti, daha sonraki implan-
tasyonu mimkin kilmak igin giclendirilir. Orne-
gin, insan blastulasindan tiretilen miR-661, en-
dometrial epitel hicreleri tarafindan alinir ve
blastula uygun implantasyon bdlgesine ulasana
kadar blastulanin adezyonunu engeller. insan
trofoblast ve endometriyal epitel hicrelerinin
(hEEC'ler) birlikte kdltarindn in vitro bir ¢alig-
masi, ekzosomlarin trofoblasttan endometriyal
hicrelere 6zgi RNA'lari (LINCo0478 ve ZNF81)
paketleyip tasidigini ve bunun sonucu olarak da
endometriyal hiicrelerde transkripsiyon seviyele-
rinin azaldigini géstermistir. in vitro ve in vivo
calismalar implantasyon penceresi sirasinda,
insan endometriyum epitelinden tiretilen ekzo-
somlarin 6zgidl miRNA'lar tasidigini ve bu ekzo-
somal miRNA'larin endometriyumdan embriyola-
ra da gecgebildigini bildirmistir.
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Sekil 4. Ekzosomlar tarafindan fertilizasyonun dizenlenmesi. Sperm, déllenme bélgesine ulagmak igin

vajen, rahim ve fallop tipinden gecmelidir, disi genital kanal hiicrelerinden tiretilen ekzosomlar

spermin dollenme yetenegini sirdirmede 6nemli roller oynar. (A) Sperm uterustan gectiginde, uterus-

tan turetilen ekzosomlar (uterozomlar) sperm déllenmesi icin gereklidir ve kimilis hicrelerini gegcme

yeteneklerini artirir. (B) Sperm fallop kanalindan gectiginde, sperm ylzeyine 6zgil membran glikopro-
teini Ca+2-ATpase 4 (PMCA4) tasiyan Oosit ekzosomlari (Oc-Exo), zona pellucidanin hidrolizine karsi

direncini artirir ve zona pellucidayi sertlestirerek polispermiyi engeller, sperm hareketliligini iyilesti-

rir, erken sperm kapasitasyonunu énler. (C) Sperm-oosit fizyonu sirecinde, semen kdkenli ekzosomla-

rin ve Oosit ekzosomlarinin (Oo-Ekzo) akrozom reaksiyonunda énemli bir rol oynadigi goésterilmistir.

Bunlar arasinda, miR-30d'nin ekzosomlarda
membran ile c¢evrelenerek, endometrial epitel
hicreleri tarafindan salindigi ve embriyonik
adezyon ve implantasyonla ilgili genleri dizen-
leyerek embriyonun trofektodermine aktarildig:
gézlemlenmistir. Ek olarak, bir fare deney mode-
lindeki dormant embriyoya endometriyum epite-
linden tiretilen ekzosomlar ile muamele sonucu
let-7, C-MYC/mTORC1 ve mTORC2 sinyal yollari-
nin inhibisyonu ile embriyonik diyapozun indik-
lendigi gorilmdastiar. Ayni zamanda, blastulayi
olusturan hicrelerde ekzosomal iletisim yoluyla
islev ve gelisim basamaklarinin dizenlendigi

gosterilmistir. Somatik hicre nikleer transferi

(SCNT) embriyolarinin diger SCNT embriyolarin-
dan tiretilen ekzosomlara maruz birakilmasi
blastosist olusum oranini artirir. Farelerde,
laminin ve fibronektin preimplante blastosist
ICM'sinden tiiretilen ekzosomlarda bulunur ve
trofektoderm hicrelerinin (TE) hicre yGzeyinde-
ki integrinlerle etkilesime girerek blastosist im-

plantasyonunun basari oranini arttirir.

6. EMBRiYO IMPLANTASYONUNDA
EKZOSOMLARIN ROLU

6.1. Endometriyal reseptivitenin olugsmasi
Embriyo implantasyonu tg isleme ayrilabilir:



Oc-Exo/miRNAs
« Alter transcription
« Increase birth rates
+ Decrease apoptosis
« Improve

aifferentiation

( From uterus to blastula
+ Promote embryo
implantation{miR-30d)
+ Induce embryonic
diapause (Let-7
targeting C-MYC/
mTORC1 and mTORC2)

'
From blastula to uterus
« Inhibit embryo adhesion
and guarantee
dissociation(miR-661)
* Reduce transcription levels
(LINCOD478, ZNF81)

=
From ICM to Tc (blastula)

« Promote the
development of
blastocyst (laminin,
fibronectin)

Sekil 5. Erken embriyonik gelisimde ekzosomlarin rolti. Memeli preimplantasyon embriyosunun gelisi-

mi doéllenmeden implantasyona kadar olan dénemi kapsar. Embriyo fallop kanalindan uterusa gog

ederken farkli metabolik agsamalardan gecer (bdlinme, morula, blastula ve gastrula). Fallop kanalindan

tiretilen ekzosomlar embriyonun gelisimi Gzerinde olumlu bir etki gdsterir. Uterin ekzosomlar embriyo

implantasyonunu destekleyebilir ve embriyonik diyapozu indikleyebilir. Blastula ekzosomlari embriyo

adezyonunu engelleyebilir, ayrismayr saglar ve bazi genlerin transkripsiyon seviyelerini azaltabilir.

Ayrica ICM ekzosomlari blastosist gelisimini de destekleyebilir.

endometrial reseptivite olusumu, endometrial
desidualizasyon ve trofoblast invazyonu. Endo-
metrial reaktivite ve embriyo implantasyonuna
hazir olma durumu, endometrium ile embriyo
arasindaki iletisim sirecinde ekzosomlarin kati-
[timiyla tamamlanir. Bir c¢alisma, implantasyon
6ncesi asamada uterus sivisindan tlretilen
ekzosomlarin varliginda hicre apoptozunda rol
oynayan proteinlerin daha vyuiksek miktarda
oldugunu bildirirken, implantasyon asamasinda
uterus sivisindan tlretilen ekzosomlarin varli-
ginda hicre adezyonunda rol oynayan proteinle-
rin daha ylksek miktarda oldugunu bildirmistir.
Dahasi, en yiksek sayida ekzosom, menstriel
dénglinin luteal fazinda uterus sivisinda gozle-
nir. Ekzosomlarin bol miktardaki kargo icerikleri,
embriyo implantasyonunda 06zel rolleri olan

fibulin1 (FBLN1), CYR61, CD55 ve heparan silfat-

proteoglikan 2 (HSPG2) gibi proteinleri icerir.
Uterusun bagisiklik ortami, embriyo implantas-
yonunun basarisini saglamada 6nemli bir rol
oynar. Ornegin, sigir uterus yikama sivilarindan
(UF) tlretilen ekzomal BTA-miR-98, bagisiklik
sistemiyle iliskili birka¢ geni (Katepsin C, iL-6,
Kaspaz-4 ve IKBKE) olumsuz yénde dizenler ve
periimplantasyon déneminde konseptlsin endo-
metriyal epitele baglanmasini tesvik eder.

6.2. Embriyo implantasyonu

Yapilan bir caligsmada, endometriyum kaynakli
ekzosomlarin trofoblast hicrelerinin proliferas-
yonunu ve adezyonunu dizenleyerek implantas-
yonu destekledigi gosterilmistir (Sekil 6). Tro-
foblast hicrelerine etki eden endometriyal epi-
tel hicresi (EEC) kaynakli ekzosomlara yanit
olarak; yliksek fibronektin tGretimi, adezyon ka-



biliyeti ile fokal adezyon kinazin ifadesinde ve
fosforilasyonunda énemli derecede artis oldugu
bildirilmistir. Birka¢ ¢aligma, maternal miRNA'la-
rin preimplantasyon embriyosu igin transkripsi-
yon regllatdori olarak hareket edebilecegini 6ne
sirmistlr. Bir in vitro modelde, ekzosomal HSA-
miR-30d'nin, fare embriyolarinin trofoektodermi
tarafindan alinip ve embriyo adezyonunda rol
oynayan belirli molekilleri kodlayan genlerin
(ITGB3, ITGA7 ve CDHs5) dolayli asiri ekspresyo-
nuna yol actigi gosterilmis. Buna ek olarak, bas-
ka bir caligmada, EEC'lerden tiretilen ekzosom-
larin uterus fizyolojisini etkiledigi ve embriyo
implantasyonunu otokrin bir sekilde dlizenledigi
bildirildi.

Ekzosomal miRNA'larin, adezyon protein aile-
sinin Gyelerini, hicre digi matrisi (ECM), vaski-
ler endotelyal biyime faktérinli (VEGF), JAK-
STAT't ve Toll benzeri reseptdér (TLR) sinyal yo-
laklarini hedefleyerek endometrial reseptiviteyi
ve embriyo implantasyonunu modile ettigi tah-

min edilmektedir. Proteomik bir analiz, fertil ka-

dinlarin uterus sivisindan tlretilen ekzosomlarin
infertilite sorunu olan kadinlara kiyasla embriyo
implantasyonunun bilinen édngéricalerini (PRDX2
ve IDHC), endometrial reseptiviteyi olusturan
(S100A4, FGB, SERPING1, CLU ve
ANXA2) ve implantasyon basarisina katkida bu-
lunan molekdlleri (CAT, YWHAE ve PPIA) tasidi-
gint dogrulamistir. Bir baska caligsmada, embriyo

molekdlleri

kaynakli ekzosomlar, implantasyon asamasinda
koyunlarin uterus sivisinda da tespit edilmis ve
bunlar ZP'den gecgerek ¢cevredeki kiltir ortamina
salindiklari gozlenmistir.

Ekzosomlar, embriyonik kék hicrelerin kultdar
sivisinda ve cesitli tiarlere ait in vitro kdltdar
embriyolarinda tespit edilmistir. in vitro bir
calisma, ICM'den tiretilen ekzosomal laminin ve
fibronektinin, trofoblastlarin yizeyleri boyunca
bulunan integrinlerle etkilesime girdigini ve Jun
N-terminal kinaz (JNK) ve fokal adezyon kinazin

(FAK) aktivasyonunu tetikleyerek trofoblast

derivied EX05OMEs Utering derived exosomes
= Promote the proliferation of
trophablast cells
+ Increase the phosphorylation of
focal adhension kinase
+ Incrase the production of
fibronexin
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= Regulate the apapbosis and
adhension of blastula(FBINL,
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miR-30d, PRDX2, IDHC et al)
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+ Interact with integms and
stimulate trophoblast
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ANXAZ, &t al)
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Sekil 6. Embriyo implantasyonunda ekzosomlarin roli. Embriyonun uterusa implantasyonu esas olarak

endometriyum ile blastula arasindaki uygun iletisime baglidir. Blastula, ICM ve trofoblast hiicrelerin-

den (Tc) olusur. Caligsmalarda, endometriyal kaynakli ekzosomlarin blastulanin apoptozunu ve yapis-

masini dizenledigi, uterus fizyolojisini etkiledigi, trofoblast hicrelerinin ¢cogalmasini destekledigi ve

FAK fosforilasyonunu ve fibroneksin Gretimini artirdigr gosterilmistir. Bunlara ek olarak embriyodan

elde edilen ekzosomlar integrinlerle etkilesime girerek trofoblasti uyarir ve uterusun bagisiklik siste-

mini dizenler.



hicrelerinin gé¢linl uyardigini gostermistir. So-
nuc¢ olarak, ekzosomlarda bulunan ¢gesitli prote-
inler ve mikroRNA'lar, endometrial reseptivite ve
embriyo implantasyonu gibi biyolojik sireclerle
iliskilidir ki bu sebeple ekzosomlar endometrial
reseptivite ve embriyo implantasyonunu moddle
eden yeni biyobelirtecler haline gelmistir (Tablo

1).
7. PLASENTASYONDA EKZOSOMLARIN ROLU

7.1. Plasental trofoblast hiicrelerinden
tiiretilen ekzosomlarin plasentasyondaki rolii

Plasenta, fetls ile anne arasindaki besin alis-
verisi i¢in gegici bir organdir ve plasental trofo-
blast hicrelerinin invaziv gocl, plasentasyon ile
gebeligin sirdirdlmesinin temel unsurudur. Ge-
belik sirasinda, gesitli plasental hicre tipleri ta-
rafindan salgilanan (plasentadan taretilen) ek-
zosomlar (p-Exo) ¢esitli biyime faktorleri, DNA

fragmentleri, miRNA ve mRNA ac¢isindan zengin-
dir ve bunlar maternal uterusun fizyolojik fonk-
siyonunu ve fetal gelisimi dizenlemede rol oy-
nar (Sekil 7A). p-Exo salinimi, gebeligin ilk Gg¢
ayinda maternal dolasimda sirekli olarak artar.
p-Exo, maternal kanda gebelikten sonraki 6. haf-
taya kadarlik bir donemde tespit edilebilir ve se-
viyeleri gebelik yasiyla birlikte artar. Proteomik
bir analiz, trofoblast hiicrelerinden 282 ekzoso-
mal proteinin izole edildigini, bunlardan 147 pro-
teinin ekzosom icinde olmayip mikrovezikillerin
plazma zarinda ifade edildigini géstermistir. p-
Exo, gebelik sirasinda kan damarlarindaki degi-
sikliklerin yani sira plasental fonksiyon ve fetal

biylimeyi de yansitir.

Trofoblast hiicrelerinden tiiretilen ekzosomlar
(Tc-Exo), MMP'ler ve MAPK tarafindan aracilik
edilen ilgili sinyal yollarini aktive ederek villu-
sun disindaki trofoblast hicrelerinin invazyonu-

a'

2
Tc-exosomes

* Regulate fetal blood
supply (VEGFA
miR-126-5p et al.)

* Promote the invasion
of trophohlast
cells(MMPs, MAPK
miR-486-5p)

Endometrial cell-derived
exosomes
+ Increase the
migration and
invasion of
trophoblast cells (N-
cadherin, SMAD2/3)
* Promote angiogenesis

e A

Tc-exosomes

* Promote mocrophages
into M2 phenotype

* Increase the migration
of monocytes (IL-1p,
IL-6, GCSF, GM-CSF,
TNF-a)

= Regulate the activity
of NK cells (IL-10,
ISGs, IFN-tau)

f '
MEs and UEs
» Enhance the
migration of
Ec(miR-150)
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Sekil 7. Plasentasyon ve gebelikte ekzosomlarin rolt. (A) Trofoblast hicreleri (Tc) kaynakli ekzosom-

lar, fetal kan tedarikini dizenlemede ve plasentasyon slrecinde trofoblast hicrelerinin invazyonunu

tesvik etmede rol oynar. Ayni zamanda, endometriyal hiicre kaynakli ekzosomlar trofoblast hicreleri-

nin gé¢lini ve invazyonunu artirir, anjiyogenezi tesvik eder. (B) Gebelik sirasinda, trofoblast kaynakli

ekzosomlar makrofajlari M2 fenotipine tesvik eder, monositlerin gé¢ini artirir ve NK hicrelerinin

aktivitesini dizenler.



nu destekleyebilir. Plasental mikrovaskiiler en-

dotel hicrelerinden tlretilen ekzosomal miR-
486-5p, IGF1'i hedefleyerek trofoblast hicreleri-
nin ¢cogalmasini ve invazyonunu dizenler. p-Exo,
erken gebelik sirasinda hipoksinin varliginda
cesitli mekanizmalar yoluyla anjiyogenezi induk-
leyebilir. Ornegin, insan plasentasindan alinan
mezenkimal koék hicrelerden (MSC) tiretilen
ekzosomlar, insan gobek kordonu endotel hicre-
lerinin (HUVEC) anjiyogenezini artirir. Diger ¢a-
l[ismalar, maternal ve kordon kani serumundan
elde edilen ekzosomlarin, miR-210-3p, miR-376¢c-
3p, miR-151a-5p, miR-296-5p, miR-122-5p ve
miR-550a-5p dahil olmak Uzere anjiyogenez ilis-
kili miRNA'larin tasinmasi yoluyla endotel hic-
relerinin ¢ogalmasini, géo¢linl ve anjiyogenezini
artirabilecegini goéstermistir. Gebeligin Uc¢ilnci
trimesteri sirasinda p-Exo; VEGF-A, anjiyogenik
uyarictlar, vaskiler buyime faktorleri ve miRNA
lart ileterek fetal kan tedarikini dizenleyebilir.
Benzer sekilde, domuz trofoblast ektoderm hic-
relerinden (PTE) tlretilen ekzosomlar da anjiyo-
genezde 6nemli roller oynayan birka¢ miRNA'yl
tasir (6rnegin miR-126-5p, mMiR-296-5p, miR-16
ve miR-17-5p).

7.2. Plasentasyonda endometrial
hiicrelerden tiiretilen ekzosomlarin rolii

Tdm bunlarin 6tesinde stromal/desidual hic-
relerden tlretilen ekzosomlar plasentasyonda
6nemli aracilar olarak arastirmalara konu olmus-
tur.

in vitro desidualize edilmis endometrial stro-
mal hicrelerden tiretilen ekzosomlar trofoblast
hicrelerinin migrasyonunu ve invazyonunu arti-
rir. Bu ekzosomlar trofoblast hicrelerinde N-
kadherin ekspresyonu ile SMAD2 ve SMAD3'l(n
fosforilasyonunu arttirir. Stromal hicrelerden
tiretilen ekzosomlar endotel hicrelerine alinir
ve anjiyogenezin dizenlenmesinde parakrin etki
gosterir. Stromal hicrelerden tiretilen ekzosom-
lar, insan gobek kordonu endotel hicrelerinin
tip olusumunu in vitro olarak indikleyebilir.
Epitel ve stromal hicrelerin 6tesinde, endomet-
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riyal mezenkimal stromal hiicrelerden tiretilen
ekzosomlar, embriyolarda vaskiler endotel blyi-
me faktéri (VEGF) ve trombosit kaynakli bayame
faktéria-AA (PDGF-AA) gibi proanjiyogenik mole-
killerin salinimini tetikler.

8. GEBELiIGiN SURDURULMESINDE
EKZOSOMLARIN ROLU

Neredeyse tim tiarlerde, plasenta ve fetls an-
nenin bagisiklik sistemi saldirisindan kaginmasi-
ni saglayan imminolojik bir ayricaliktan yararla-
nir. Bu nedenle, endometrial yatagin imminomo-
dilasyonu basarili bir gebelik icin ¢ok 6nemlidir.
Bir fare gebelik modelinde, desiduadaki makro-
fajlarin, trofoblast hlcrelerinin ¢ogalmasi igin
aktif ancak toleransli bir immin mikrogevre
olusturdugu goézlenmistir. Gittikce artan calis-
malar, ekzosomlarin maternal uterusun bagisik-
[tk toleransini dizenleyerek gebeligin strdardl-
mesindeki &nemli rollerini ortaya koymustur
(Sekil 7B). Tc-Exo, desidual makrofajlarin M2
fenotipine diferansiyasyonunu reglle ederken
6te yandan fetlse karsi maternal bagisiklik to-
leransini ve vaskilarizasyonu destekler. Mono-
sitlerin, endositoz yoluyla trofoblast hiicrelerin-
den tlretilen ekzosomlari hizla alarak monosit-
lerin gocini tesvik ettigi; IL-13, IL-6, G-CSF,
GM-CSF ve TNF-QA dretimini artirdigl izlenmistir.
Embriyo kaynakli ekzosomlarda tespit edilmis
olan progesteron kaynakli blokaj faktéria (PIBF),
CD4+ ve CD8+ periferik T hicrelerinin yizeyine
yapisarak IL-10 Gretimini uyarir ve NK hicreleri-
nin aktivitesini dizenler. Baska bir calismada,
gebe ve gebe olmayan kadinlarin serumundan
elde edilen ekzosomlarin NK hicreleri tarafindan
alindigr ve daha sonra NK hiicrelerinde kaspaz-3
aktivitesini artirdig:r bildirilmistir. Ek olarak,
fonksiyonel Fas ligandi (FasL) ve TNF ile iligkili
apoptoz indikleyen ligand (TRAIL) da insan p-
Exomu tarafindan tasinmis ve bagisiklik hicre-
lerinin apoptozunu indikleyerek fetiise immin
tolerans niteligi kazandirmistir. Ruminant gebe-
lik modellerinde, p-Exo tarafindan interferon ta-
sindigi ve gebeligin strdurdalebilirliginde rol al-
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Tablo 1. Ureme aktivitesinin farkli evrelerinde eksozomlarin ve kargolarinin iliskili fonksiyonlari

Reproductive stage Species Biomarkers Relted function/pathway Reference
OOgensis Human miR-337-5p, miR-370, miR-455-5p, miR-483-5p, miR-44%, miR-339-3p, WNT [54,123]
miR-493, miR-542-5p, miR-874, miR-887, miR-886-5p, miR-654-3p, miR-  MAPK
503, miR-489, miR-31, miR-134, miR-190b, miR-10b, miR-95, miR-135b, ErbB
miR-203, miR-21-5p, miR-99b-3p, miR-140-3p, miR-218 TGFp
Bovine miR-640, miR-654-5p, miR-873, miR-1272, has-let-7¢, miR-21, miR-26b, ubiquitin-mediated pathway, neurotrophin [124)
miR-30b, miR-33a, miR-132 miR-155 miR-191, miR-451, miR-526b, miR- signaling, MAPK signaling and insulin signaling
582-5p, miR-57 3, miR-491-5p, miR-450b-3p, miR-221, miR-373, miR-449%, pathways
miR-324-3p, miR-363, miR-199a-5p
Horse milt-24 Decrease the scretion of estradiol )
miR-132 Increase the secretion of estradiocl
Regulate the secretion of hCG/LH in
periovulatory granulosa cells
Show different between small and large
follides
miR-222 Increase the secretion of estradiol
Express differently in large and small follicles
miR-125 Express differendy in large and smal follices
miR-19b Mediate follicolar-luteal ransition
miR-199
miR-212 Regulate the secretion of hCG/LH in
periovulatory granulosa cdls
miR-181a Prevent cellular proliferaion
Spermat penesis Human ELSPEP Enhance pmtection against oxidative stress, [126]
ROS removal, sperm capacitation
CRISIP] Regulate caldum channels in spemm
membranes
SPAMI Regulate the intemction baween sperm and Mz
oocyte
Ubiquitin Eliminate defective sperm
ANXA2 Promote membrane transport and fision [128)
KIF5B Engure the release and function of excsomes
LDHC, HK1, PNP, Promote spermatczoa’s energy production [129]
APRT, SLC2A14
HISTIH2B, MSMB, Promote sperm DNA organization, semen
MPO, MTF, KIK2 liguefaction, sperm -egg fusion
Fartilization Rat PMCA4a Prevent premature sperm capadtation [130]
Mice and zumo Meodulate sperm-egg fusion [131]
Human
Early embryonic Mice miR-21 Promote embryonic devdopment on the 4-cell  [132]
development and 8-cell stages
miR-290, miR-291, miR-292, miR-293, miR- 204, miR-295 Adjust puripotency [133]
Human miR-372 Promote embryonic devdopment [134]
miRt-2a-5p, miR-20a-5p Affect the development ability of blastula [135]
before implntation
miR-142-3p Indicate blstocyst implantation failure [136]
Embryo implantation ~ Mice Let-7a/g Promote implantation [75)
Induce embryonic diapmise
miR-21 Promote embryonic devedopment [137]
Human miRt-31 Promote endometrial receptivity [138]
mif-200 Inhibit proliferation and receptive ability [139]
HLA-G Avoid maternal immune rejection of embryos [140]
mediate commmication with target cells
Bovine Matrix metalloproteinase (MMP) Affect the imvasive ability of trophoblast edls [141]
Pregnancy Mice miR-126 Remodel the uterine vasculature [142]
Human Albumin, Apolipoprotein E, Apalipoprotein M, Eukaryotic translation Promote the migration of vascular smooth [143]
elongation factor 2, ATPase, dass V, type 10A, Group-spedfic component musche cell
(vitamin D binding protein), HBD, Myasin heavy chain 9 ( MYH9 )
miR-520c-3p Regulate partial seps of spiral artery [144]
remodelling
B7-H1 (CD274), B7-H3 (CD276), human Leukocyte antigen-G5 molecules Maodify the maternal immunological [145]
(HLA-GS) environment
miR-517b Regulate mmor necrods factor-mediated [146]
signaling
miR-516b-5p, miR-517-5p, miR-518a-3p Target the PI3K-Akt and the insulin signaling [147]
pathways
Syncytin-2 Modulate immune [148]
Heat shock protein family E (HSPEL) Induce the differentistion of human CD4+T [149]
celk
Bovine mif-499 Target the Lin28B,/ket-7 signaling axis and [117]

maintain a slight proinflammatory profile
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digi gozlenmistir.

Ekzosomal miRNA'lar ayrica gebelik sirasinda
bircok islevin aracilart olarak arastirmalara yoén
vermistir. Bir in vitro modelde, plasenta kaynakli
ekzosomal BTA-miR-499'un, ineklerin ve diger
memelilerin erken gebelik déoneminde maternal-
fetal arayizde Lin28B/let-7'yi hedef alarak nik-
leer faktér-KB'nin (NF-KB) aktivasyonunu inhibe
ettigi goridlmistir. Maternal kaynakli ekzosom-
lar (ME) ve gobek kordonundan kaynaklanan ek-
zosomlar (UE'ler) endotel hicrelerinin (EC'ler)
géglnt buyuk o&lgtide artirir; bu da g¢ogunlukla
ekzosomal miRNA'larin farkli ifade profillerine
atfedilir. ITUGR'li domuzlarda anjiyogenez, gbbek
kordonu kaynakli ekzosomal miR-150 ile iliskili-
dir.

Uterustaki hicrelerin iletigsimini dizenleme-
nin yani sira bazi ¢alismalar, ekzosomal kargo
iceriklerinin gebelik sirasinda sistemik kan dola-
simi yoluyla fetisten maternal uterus dokusuna
tasinabilecegini géstermistir. Ornegin, ekzoso-
mal serum total bilirubinin, normal gebelikte
gebelik boyunca maternal dolasima salindigi; T
ve NK hicrelerinin yanitini engellemede immin
dizenleyici bir role sahip oldugu 6ngérilmek-
tedir.

9. BEKLENTILER VE YETERSIZLIKLER

Cesitli EV siniflari arasinda, ekzosomlar kargo
iceriklerinin rastgele olmayip dizenlenmis olma-
si ve hicre-hicre iletisiminde 6nemli roller oy-
namast yonutyle ilgi cekmistir. Ancak, bazi mikro-
kabarciklar (1oo-1000 nm) cap olarak ekzosom-
lar (30-150 nm) kadar buylktir ve bunlari tama-
men ayirmanin kesin bir yolu yoktur. Bu nedenle
EV'ler literatlrin biyik béliminde yaygin ola-
rak kullanilmaktadir. Mikrovezikiller ile ekzo-
somlari etkili bir sekilde ayirt etmek, mikrove-
ziklller ile ekzosomlarin iglevlerini daha dogru
bir sekilde anlayabilmek icin acilen teknik bir
araca ihtiyag vardir.

Ureme organlari tarafindanhastalik kosullari

altinda salinan ekzosomlar ve bunlarin inkliz-
yonlari, ilgili hastaliklarin teshisi i¢in son dere-
ce 6nemlidir. Hepimizin bildigi gibi, Greme slre-
ci karmasik bir dizenleyici siregtir; gametoge-
nezden fertilizasyonun olgunlasmasina, gebeli-
gin olusmasi, taninmasi, strdiridlmesi hatta do-
guma ve emzirmeye kadar sinir, endokrin ve ba-
gisiklik sistemleri tarafindan ¢cok merkezli olarak
dizenlenir. Hormon merkezli endokrin regilas-
yon, aslinda zaman ve mekanin dinamik bir degi-
simini yansitir. Ornegin, éstrus déngilisinin doért
dénemi, zamana bagli olarak farkli hormonlar ta-
rafindan duzenlenir. Simdiye kadar yayinlanan
literatlrin ¢ogu, ekzosomlarin ideal bir ortamda
tremedeki rolinl incelemistir; ancak ekzosom-
larin roll Gzerindeki sinir, endokrin ve bagisiklik
durumlarinin etkilerine iliskin fazla aciklama
yapilmamistir. Ureme siirecinin dizenlenmesinde
6nemli rol oynayan norolojik, endokrin ve bagi-
stkltk durumlarinin arastirmada tam olarak dik-
kate alinmasinin gerekliligine; reprodiktif isa-
retleme ve infertilite tanisinda gercekten de
ekzosom biyobelirteclerinin kullanilmasinin,
omikler gibi yeni niikleik asit ve protein teknolo-
derinlemesine taranmasi

jilerinin yardimiyla

gerektigine inaniyoruz.

Ekzosomlarin cesitli fizyolojik ve patolojik
islemleri dizenledigi géz 6nine alindiginda, ek-
zosomlarin yiksek biyouyumluluk ve distk im-
minojenisite o&zelliklerinin yani sira plasenta
bariyerini gecebilme yeteneklerinden yararlanil-
mali. Hedefe yonelik molekiler yizey modifikas-
yonunun daha fazla kullanilmasi, ilag iletim sis-
temlerinin belirli Greme organlarina goére o6zel-
lestirilmesini mimkin kilacak ve bu da dGreme
ilaci gelistirme ve yeni tedavi yéntemleri alanin-
da daha biyik bir rol oynayacaktir.
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BU MAKALEDE BiZLERE NE ANLATILMAYA
CALISILDI?

Ekzosomlar glinimizde infertilite ¢alismalari

da dahil olmak tzere pek ¢ok alanda arastirma-
lara konu olmaktadir. Ekzosomlar bu poptllarite-
sini; kolay elde edilebilir olmasi, hicre/doku/or-
gan nakillerine gére imminite agisindan daha
uyumlu olmasi, birgcok hicreden salinabilmesi ile
neredeyse her ortamda kilit noktalarda mekaniz-
malara yon vermesine borgludur. Ayni zamanda
hicre kiltir ortamlari ve gen teknolojisinin kul-
l[anildigl ortamlarda iceriginin modile edilebilir-
ligi sayesinde terapdtik ajan olmaya uygun ol-
masi da popdtlaritesini destekleyen ve devam
etmesini saglayan ek 6zelliklerinden biridir.

Bu makalede cesitli hicrelerden salinan ve
reprodiktif yasama etki eden ekzosomlara degi-
nilmistir. Ureme ve gelisme basamaklarinin her
birinde (gametogenez, fertilizasyon, erken emb-
riyonik gelisim, implantasyon, plasentasyon ve
gebelik ) ekzosomlarin yer alabildigi ve gerek
inhibitor gerek indlkleyici etki ile bu asamalari
reglile edebildigi gosterilmistir.

Ekzosomlarin fertilite strecinde genel olarak
etki ettigi yerlere bakacak olursak ;
Spermatogenez; testisteki Sertoli hicreleri ta-
rafindan salinan ekzosomlarin sperm farklilas-
masi sirasinda spermatogenik tibtllere girebile-
cegini 6ne stirilmastir fakat ekzosomlarin testis
dokusunda spermatogenez ve olgunlasmadaki
rolt hakkinda ¢ok az rapor bulunmaktadir. (Kes-
fedilmeye acik alanlardan biri)

Sertoli
prostat, seminal veziklGl kaynakli ekzosomlar

Spermiotelozis; hicresi, epididimis,
semene katkida bulunur. Seminal plazmadan
kaynaklanan ekzosomlar spermatogenez, modifi-
kasyon sireci ve fertilizasyonun dlzenlenmesin-
de rol oynamaktadir. Epididimal kaput, korpus ve
kauda kaynakli ekzosomal proteinlerin sperm

hareketliligi, zona pellucida baglanmasi, akro-

zom reaksiyonu ve teratospermi ile iliskili oldu-
gu gosterilmistir. Erkek genital kanal boyunca
salgilanan bazi ekzosomal icerikler, protein ki-
naz C aktivasyonu ile cAMP artisina neden ola-
rak hicre i¢ci Ca+2 konsantrasyonunun dizen-
lenmesi ile sperm kuyrugu mobilitesinde dlizen-
leyici rol oynar. Disi genitalde semene eklenen
ekzosomlar ile bagisiklik yaniti dizenlenir, uNK
aktivitesi ve interferon-Y (IFN-Y) salgilanmasi
azaltilabilir. Ekzosomlar T hicresi farklilagsma-
sint down reglle ederek disi genital kanalindaki
spermatozoalari korurlar. Ayni zamanda ortamin
asit-baz dengesinin korunmasinda da rol alirlar.

Oogenez; over kaynakli ekzosomlarin oosit ma-
tirasyonu ile kimdulids ve grantloza hicrelerinin
proliferasyonunu tesvik ettigi, fallop tipu kay-
nakli ekzosomlarin oositi 1si stresinden koruya-
bildigi goérilmuastir. Ayni zamanda fallop kana-
lindan tiaretilen ekzosomlar (Oc-Exo) hiicre yo-
gunlugu, canlilik ve proliferasyon dahil olmak
tGzere kimdalus hcrelerinin fizyolojik durumunu
iyilestirebilir ve reaktif oksijen tirlerinin biriki-
mini ve apoptoz oranini azaltabilir. Total etkiye
bakacak olursak fonksiyonel bir oosit olusumu
icin gerekli kosullari saglarlar.

Fertilizasyonun diizenlenmesi; sperm déllen-
mesi icin gerekli olan ve kimulis hicresini
artiran transmembran

ge-cebilme yetenegini

pro-teinleri ekzosomal icerikle tasinir. Kadin

genital kanal vyolculugunda spermin maruz
kaldigi ekzo-somal icerik zona pellucidayi
sertlestirerek poli-spermiyi engeller, sperm
hareketliligini iyilesti-rir, erken sperm

kapasitasyonunu oénler. Ayrica uygun zamanlarda

tirozin fosforilasyonunun in-diksiyonunu

artirarak sperm kapasitasyonunu destekleyip
akrozom reaksiyonunu tetikler. Yine bu siiregte
rol alan ekzosomlar sperm-oosit fizyonunda rol
alan tetraspaninlerin transferi ve flzyon
sirasindaki molekller degisimleri regile eder.

Ekzosomlarin Greme hormonlarina etkisi hentz

tam olarak anlasilamamistir.
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Erken embriyonik gelisimde; Fallop kanali epi-
tel hicrelerinden izole edilen in vitro ekzosom-
larin, embriyo gelisimi ve kalitesi Gzerine olumlu
etki ettigi gosterilmistir. Buradaki ekzosomlar
blastula uygun implantasyon bdlgesine ulasana
kadar blastulanin adezyonunu engeller. in vitro
ve in vivo ¢alismalar implantasyon penceresi si-
rasinda, insan endometriyum epitelinden tireti-
len ekzosomlarin 6zgil miRNA'lar tasidigini ve
miRNA'larin
embriyolara da gegebildigini bildirmistir. Soma-

bu ekzosomal endometriyumdan
tik hicre ntkleer transferi (SCNT) embriyolarinin
diger SCNT embriyolarindan tiretilen ekzosom-
lara maruz birakilmasi blastosist olusum oranini
artirmigtir.

Endometriyal reseptivitenin olusmasi; Bir
calisma, implantasyon &ncesi asamada uterus
sivisindan tiretilen ekzosomlarin varliginda
hicre apoptozunda rol oynayan proteinlerin da-
ha yiksek miktarda oldugunu bildirirken, im-
plantasyon asamasinda uterus sivisindan tire-
tilen ekzosomlarin varliginda hicre adezyonunda
rol oynayan proteinlerin daha yliksek miktarda
oldugunu bildirmistir. Sigir uterus yrtkama sivila-
rindan (UF) tiretilen ekzomal BTA-miR-98, bagi-
stklik sistemiyle iliskili birka¢ geni (Katepsin C,
interlokin-6, Kaspaz-4 ve IKBKE) olumsuz ydénde
dizenler ve periimplantasyon déneminde kon-
septisin endometriyal

epitele baglanmasini

tesvik eder.

Embriyo implantasyonu; endometriyum kay-
nakli ekzosomlarin trofoblast hicrelerinin pro-
liferasyonunu ve adezyonunu dizenleyerek im-
plantasyonu destekledigi gosterilmistir. EEC'ler-
den turetilen ekzosomlarin uterus fizyolojisini
etkiledigi ve embriyo implantasyonunu otokrin
bir sekilde duzenledigi bildirilmistir. Ekzosom-
larda bulunan cesitli proteinler ve miRNA'lar,
endometrial reseptivite ve embriyo implantas-
yonu gibi biyolojik sireclerle iligkilidir ki bu
sebeple ekzosomlar endometrial reseptivite ve
embriyo implantasyonunu modile eden vyeni
biyobelirtecler haline gelmistir.
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Plasentasyon; in vitro desidualize edilmis en-

dometrial stromal hicrelerden tiretilen ekzo-
somlar trofoblast hiicrelerinin migrasyonunu ve
invazyonunu artirir. Bu dénemde salinan ekzo-
somlar; trofoblast hiicrelerinin invazyonunu des-
tekleyebilir, maternal uterusun fizyolojik fonk-
siyonunu ve fetal gelisimi dizenlemede rol oy-
nayabilir, anjiogenezi dizenleyebilirler.
Gebeligin siirdiiriilmesi; Gittikce artan calis-
malar, ekzosomlarin maternal uterusun bagisik-
[tk toleransini dizenleyerek gebeligin sdrdardl-
mesindeki dnemli rollerini ortaya koymustur. Tc-
Exo, desidual makrofajlarin M2 fenotipine dife-
ransiyasyonunu regtlile ederken 6te yandan fett-
se karst maternal bagisiklik toleransini ve vas-
kGlarizasyonu destekler. Ayrica bu doénemdeki
ekzosomlar, bagisiklik hicrelerinin apoptozunu
indikleyerek fetlise immun tolerans niteligi
kazandirmistir.

Sonucg olarak ekzosomlar, reprodiktif siirecin
her asamasinda birden fazla hicreden salinarak
yer almakta ve bu strecin saglikli isleyisi igin
olduk¢ca 6nem arz etmektedirler. Fakat hicre disi
iceriklerin cesitliligi nedeniyle ekzosomal igerik-
lerin biyolojik streglere olan etkilerinin birgogu,
tam mekanizmalariyla anlasilamamis olup gele-
cekte ¢ozilmeyi beklemektedir.
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SARS-CoV-2, Dogurganlik ve Yardimla Ureme

ESHRE COVID-19 ¢alisma grubu, SARS-CoV-2,
COVID-19 ve COVID-19 asilamasinin dogurganlik
ve yardimla Ureme Uzerindeki etkisine iliskin
mevcut verileri ve bilgileri 6zetledi. Yapilan ¢a-
[rsmada COVID-19'un kadin Greme organlari, ga-
metler ve endokrin fonksiyonu dzerine etkisi;
erkek Greme organlari, gametler ve endokrin
fonksiyonu Uzerine etkisi, embriyolar lzerine ve
UYTE sonuglarina etkisi ile COVID-19 asisinin
insanda Greme lzerine gdzlenen sonuglari 6zet-
lenmistir.

Koronavirtsler, viral spike (S) proteininin

hicre reseptorlerine baglanmasi ve S proteininin

hazirlanmasi Uzerine konak hicre proteazlari
tarafindan konak hicrelere girer. SARS-CoV-2,
hicreye baglanmak ve viris-hicre flzyonu igin
anjiyotensin converting enzim 2 (ACE2) reseptd-
rint ve hiicre proteaz! tip Il transmembran serin
proteazi (TMPRSS2) kullanir. Bu sunu gdésteriyor
ki, ACE2 ve TMPRSS2'nin birlikte ekspresyonu,
hicrelerin enfeksiyona yatkin olma potansiyelini
ongdrebilir. SARS-CoV-2 viral girisi icin bir baska
olasi mekanizma da (digerleri tarafindan dogru-
lanmamig), CD147 veya Basigin reseptérid (BSG)
aracithigiyla ve olarak sistin

proteaz proteaz

katepsin L (CTSL) aracihgiyla gerceklesmektedir.




COVID-19'un kadin lireme organlari,

gametler ve endokrin fonksiyonu lizerindeki
etkisi

Cesitli calismalar SARS-CoV-2 virlistinin ka-
din tGreme fonksiyonlarini ve dolayisiyla potansi-
yel olarak kadin dogurganligini etkileyebilecegi-
ni gostermektedir. Viristin konak hicrelere ACE2
/TMPRSS2 yolu ya da BSG/CTSL yolu Ulzerinden
girdigi gosterilmistir. Bu mekanizmalarin her iki-
si de folikidl gelisimi ve korpus luteum olusumu
sirasinda endometriyal ve yumurtalik fonksiyo-
nuna aracilik etmede rol oynayabilir.

Kadin alt genital sistemi lizerindeki etkisi

Nazofarengeal SARS-CoV-2 PCR testi pozitif
olan 38 kadindan alinan vajinal 6rneklerin de-
gerlendirilmesinde, o&rneklerin higbirinde virts
tespit edilmemistir. Bu bulgular, siddetli COVID-
19 pndémonisi oldugu dogrulanmis 10 kadindan
alinan vajinal siviyr, COVID-19 pozitif 35 kadin-
dan alinan serviko-vajinal sekresyonlari COVID-
19 semptomlarinin baslamasindan sonraki 8 ila
41 gin arasinda 35 kadindan alinan vajinal sivi
ve servikal pul pul dokilmuis hicreleri degerlen-
diren caligsmalarla da desteklenmistir. Bu yayin-
lar, virisin kadinlardan erkeklere vajinal iliski
yoluyla bulasma riskinin disik oldugunu goster-
mektedir. Bununla birlikte, celiskili sonuglar da
bildirilmistir. iki ¢aligmada, COVID-19 pozitif
hastalardan alinan 35 vajinal 6rnegin 2'sinde
(%5,7) ve akut COVID-19'lu kadinlardan alinan
80 vajinal strintd 6rneginin 10'unda SARS-CoV-
2 RT-PCR-pozitif sonuclar bildirilmistir. Uciinci
bir caligmada SARS-CoV-2 tespiti i¢in transkrip-
siyon aracili amplifikasyon kullanilmis ve 61 va-
jinal érnegin 5'inde (%8,2) ve 38 servikal strin-
td érneginin 4'Gnde (%10,53) viral varlik bulun-
mustur.

Kadin list genital sistemi ve oositler
tizerindeki etkisi

Mevcut scRNA-seq veri kimelerinden, fallop

tiplinde ACEz ve TMPRSS2'nin birlikte ekspres-
yonu bildirilmigtir. Plasentada ACE2'nin protein
ifadesinin yani sira yiksek mRNA ifadesi de bil-
dirilmistir. Histerektomi geciren hastalardan
alinan Greme dokulari incelendiginde, myometri-
yum, uterus, yumurtaliklar veya fallop tiplerinde
ACE2'nin TMPRSS2 veya CTSL ekspresyonu ile
birlikte ekspresyonu bulunmamistir. Bir baska
analiz, endometriyumun stromal veya epitel hic-
relerinde ACE2'nin 6nemli bir ekspresyonunun
olmamasina ve embriyo implantasyonu sirasinda
ACE2 ve TMPRSS2'nin birlikte ekspresyonunun
olmamasina dayanarak endometriyum igin SARS-
CoV-2 enfeksiyonunun dusik etkinligini bildir-
mistir. Gen ekspresyonu verilerinin 112 hastay!
kapsayan 5 c¢alismadan birlestirilmesi, endo-
ACE2'nin
TMPRSS2'nin orta ekspresyonunu ve sinirli bir-

metriyumda disik ekspresyonunu,
likte ekspresyonunu dogrulamistir. Henarejos-
Castillo ve ark. ile Vilella ve ark. ¢alismalarinda
da BSG'nin endometriyumda ylksek oranda eks-
prese edildigini bildirmistir, ancak BSG meka-
nizmasinin viral enfeksiyonla ilgisi konusunda

hemfikir degillerdir.

Endometriyal o&rneklerin SARS-CoV-2 RNA
icerdigi tespit edilmemistir. Oosit alimindan <48
saat 6nce SARS-CoV-2 nazofarengeal RNA testi
pozitif ¢cikan 16 kadindan alinan folikller sivi ve
kimdalas hicreleri de incelenmis, 6rneklerin hig-
birinde viral RNA tespit edilmemistir. Ayrica,
OPU sirasinda alinan endometriyal biyopsilerde
histopatolojik degisiklik gérilmemistir. Yazarlar,
calismanin yalnizca az sayida hastayi icermesi,
higbirinin ciddi COVID-19 semptomlari gésterme-
mesi ve hepsinin farkli viral yiklere sahip olmasi
nedeniyle sonuglarinin dikkatle degerlendirilme-
si gerektigine dikkat cekmislerdir. Ayrica, testler
nazofarengeal ornekler i¢in onaylanmis bir tek-
nikle gerceklestirilmistir. Yine de, diger caligsma-
lar SARS-CoV-2-pozitif kadinlardan alinan foli-
kiGler sivida virisin bulunmadigini dogrulamis-
tir. SCRNA-seq veri seti arastirmasina dayanarak,
SARS-CoV-2
disuk risk altinda oldugu distinilmektedir.

uterusun enfeksiyonu acisindan



Over foliktler hicrelerinde (kimilis ve gra-
niloza hicreleri), BSG ve CTSL mRNA ekspres-
yonu, dislik miktarda BSG veCTSL proteinlerinin

birlikte ekspresyonunu goéstermistir. ACE2 mRNA
ve protein ekspresyonunun, hCG uygulamasindan
sonra insan ovulatuar folikillerinde upregulas-
yon oldugu bildirilmistir. Yumurtalik foliktllerini
ve islevlerini etkileyen SARS-CoV-2 enfeksiyonu
mimkin gérinmektedir ve yakin zamanda, en
azindan laboratuvarda, graniloza ve kimulls
hicrelerinin SARS-CoV-2 ile birlikte kaltird yo-
luyla dogrulanmistir. ART uygulanan, semptom-
lari olmayan veya hafif semptomlari olan 16
COVID-19-pozitif kadindan alinan kimdalis hic-
relerinde SARS-CoV-2 viral RNA'si bulunmamis-
tir. ACE2 ve TMPRSS2'nin birlikte ekspresyonu,
insan yumurtalik korteksi ve medullasinda ve
scRNA-seq veri setlerine dayali oositlerde de
bildirilmistir. Oositlerde, ACE2 ve TMPRSS2'nin
birlikte ekspresyon derecesi olgunlukla birlikte
artmisgtir.

ScRNA-seq veri setlerinin kullanildigl bir bas-
ka calismada, ACE2'nin esas olarak antral foli-
killerin oositlerinde, antral foliktllerin grani-
loza hicrelerinde ve ovulasyon o6ncesi folikul-
lerde gametogenez sirasinda eksprese edildigi,
TMPRSS2'nin ise oositlerde veya grantloza hic-
relerinde daha distk ekspresyona sahip oldugu
bildirilmistir.

Arastirma ic¢in bagislanan insan primer oosit-
lerinin imminohistokimya ve konfokal mikrosko-
pi caligmalari, insan oositlerinde ACE2 ve BSG'yi
gorsellestirmis ve oolemmada BSG'nin varligini
ve ACE2'nin yoklugunu ortaya koymustur. Ancak
baska bir calismada, BSG proteini oositlerde tes-
pit edilmemistir. SARS-CoV-2-pozitifken (PCR
testi) over stimilasyonu ve oosit toplama islemi
yapilan iki kadindan alinan 16 olgun oositin
degerlendirilmesi, oositlerin hi¢birinde viral RNA

olmadigini gostermistir.

Sonuclar

e Virstn vajinal iliski yoluyla bulasma riski
diustktar.

e Miyometriyum, wuterus, yumurtaliklar veya
fallop ttuplerinde ACE2 ve TMPRSS2'nin
birlikte ekspresyonu yoktur, bu da SARS-
CoV-2 enfeksi-yonuna karsi duyarhiligin

olmadigini veya ¢ok disik oldugunu gosterir.
e Oositler SARS-CoV-2 enfeksiyonuna duyarli
olmak i¢in reseptdr/proteaz mekanizmasina
sa-hip gibi goérinmektedir, ancak oositlerde
viral RNA simdiye kadar tespit edilmemistir.

Onerilen gelecek aragtirmalar

e Yayinlanan scRNA-seq veri setlerine dayali
olarak bildirildigi UGzere SARS-CoV-2 igin
birlikte
enfekte has-talarin doku ve hicrelerinin

giris  faktorlerinin ekspresyonu,
degerlendirilmesiyle dogrulanmis midir?
¢ SARS-CoV-2 oositleri enfekte edebilir mi?

COVID-19: Over rezervi ve folikiiler
fonksiyon lizerindeki etkisi

Over rezervi ve cinsiyetle iligkili hormonlar-
daki (sex-related hormones) degisiklikler teorik
olarak SARS-CoV-2 gibi viral enfeksiyonlardan
kaynaklanabilir ve fertilite ve fekundite Gzerinde
potansiyel bir etkiye sahip olabilir. Caligsmalar
COVID-19'lu kadinlarda anti-Mdllerian hormon
(AMH), antral folikal sayisi (AFC), folikdl stimi-
le edici hormon (FSH), luteinize edici hormon
(LH), 6stradiol, prolaktin ve testosteron seviye-
lerini degerlendirmistir. FSH, LH, &stradiol ve
AMH'nin erken foliktler faz serum seviyeleri,
COVID-19 nedeniyle hastaneye yatirilan kadinlar
ve kontroller arasinda benzerdi. Benzer sekilde,
asemptomatik kadinlarda (ART dénglisinin ba-
sinda COVID-19 testi pozitif veya negatif ¢ikan-
lar) son 12 ay icinde &6l¢lilen AMH dizeyleri ile
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ART donglistine baslarken 6lgilen AMH dizeyleri
arasindaki fark benzerdi. Buna karsilik, ayni
yastaki 151 saglikli kontrolle karsilastirildiginda,
COVID-19'lu 78 kadinda anlamli derecede distk
serum AMH dizeyleri rapor edildi. Bu calismada
ayrica COVID-19 hastalarinda daha ytksek FSH,
prolaktin ve testosteron seviyeleri bildirilmistir.
Bu, viral enfeksiyonla iliskili hipofiz ve yumurta-
[tk fonksiyon bozuklugunu akla getirdi, ancak
calismanin sonuglari, hastalar ve kontroller ara-
sindaki numune toplama zamanindaki (yani adet
déongisindan farkli evresi) farkliliktan etkilenmis
olabileceginden bu sonucun gecerliligi heniz
dogrulanmamistir. COVID-19 dncesi ve sonrasin-
da aciklanamayan infertilitesi olan 132 kadinda
over parametrelerini degerlendiren gézlemsel bir
calisma, serum AMH, FSH, LH, FSH/LH orani veya
O6stradiol seviyeleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadigini bildirmistir. Bu calig-
mada, iki degerlendirme arasinda ortalama
dokuz ay vardir. Given verici olmakla birlikte, bu
sonucglar COVID-19 testleri hi¢ pozitif ¢ikmayan
veya herhangi bir semptom bildirmeyen 34 kadin
ile COVID-19 semptomlari olan ve testleri en az
bir kez pozitif ¢ikan 46 kadinin karsilastirildig:

bir calisma ile kismen dogrulanmistir.

Diger ¢alismalarda oldugu gibi, ovulasyonun
tetiklendigi gin serum o6stradiol, bazal serum
o6stradiol, bazal serum progesteron, AMH veya
AFC diizeylerinde gruplar arasinda fark bulunma-
mistir. Bununla birlikte, calismada COVID-19
grubundaki kadinlarin foliktler sivi interldokin-1
beta ve vaskiler endotelyal buyime faktérd
(VEGF) seviyelerinin énemli 6l¢cide daha dusuk
oldugu da bildirilmigstir. COVID-19 hastalarindan
alinan folikdler sivi, steroidojenik akut dizenle-
yici protein, Ostrojen reseptori beta ve VEGF
ekspresyonunda azalma ve kultlrlenmis gran-
loza hicrelerinden DNA hasarinin bir belirteci
olan YH2AX ekspresyonunda artis gostermistir.
Benzer sekilde, endotel hicre kaltirlerinin
COVID-19 hastalarindan alinan folikiler sivi ile
muamele edilmesi, hiicre géogcinin 6nemli &l¢lde

azalmasina ve YH2AX ekspresyonunun artmasina

neden olmus, ancak VEGF ekspresyonu veya

hicre proliferasyonu etkilenmemistir. Folikiler
sivida orta veya ylksek SARS-CoV-2 IgG seviye-
lerine sahip kadinlarda, distk antikor seviyele-
rine sahip kadinlara kiyasla énemli &élg¢tide daha
az (olgun) oosit toplanmistir. Ancak yazarlar,
farkli folikdler sivi antikor seviyelerine sahip
kadinlarin yas, BMI, AFC ve AMH gibi temel 6zel-
likler agisindan benzer olup olmadigini bildirme-
mistir. Kontrollerle karsilastirildiginda, COVID-
19 grubunda 35 vyasin dzerindeki kadinlardan
6nemli 6l¢iide daha az oosit toplanmistir, ancak
daha gen¢ yas grubunda (<35 yas) fark bulunma-
mistir. Bu molektler bulgular ilgi ¢ekici olmakla
birlikte, déllenme, bélinme, blastulasyon, 6ploi-
di, gebelik ve canli dogum oranlari gibi daha
6nemli olan embriyolojik ve klinik sonuglar rapor
edilmemistir. Diger ¢caligsmalar, COVID-19 sonrasi
ART'ye giren tim kadinlarin foliktler sivisinda
viral antijenlerin degil SARS-CoV-2 IgG antikor-
larinin varhigini dogrulamistir ancak steroidoge-
nez veya LH/hCG tetikleyicisine folikller yanit
olarak o6lgilen folikiler fonksiyon tzerinde her-
hangi bir etkisi olmamistir.

Tartigsma

Cogu caligma COVID-19'un yumurtalik rezervi,
yumurtalik fonksiyonu veya folikiler sivi para-
metreleri Gzerinde o6nemli bir etkisi oldugunu
bildirmemistir.
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Fresh ve Frozen Testis Sperminin intrasitoplazmik Enjeksiyonundan Sonra
Klinik Gebelik ve Canli Dogum Sonuclari

OZET

Bu c¢alisma frozen testis sperminin potansiyelini arastirirken ayni zamanda fresh veya frozen testis
sperminin intrasitoplazmik enjeksiyonunun klinik gebelik ve canli dogum sonuclarini retrospektif ana-
liz etmektir. Caligmaya Ocak 2017-Aralik 2021 yillari arasinda intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunda
(ICS1) fresh veya frozen testis spermi kullanilan 468 infertil ¢ift dahil edilmistir. Gruplar fresh testis
spermi kullanilanlar (n=324) ile frozen testis spermi kullanilanlar (n=144) olarak ikiye ayrilmistir.
Sonuglarda fertilizasyon orani, embriyo gelisimi, klinik sonuclar ve yenidogan dogum parametreleri
degerlendirilmistir. iki grup arasinda 2PN, 3. giin (G3) embriyo, yiksek kaliteli embriyo, blastosist
olusum, klinik gebelik, canli dogum ve erken dogum oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. Preterm dogum orani frozen ICSI grubunda, fresh ICSI grubundan daha disik olsa da
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (%5,6'ya karsi %15,1). iki grup arasinda klinik gebelik ve
dogum sonuglari ile yenidogan dogum parametrelerinde farkedilebilir bir ayrim olmamistir. Bu bul-
gular frozen testis sperminin pratik deger tasidigini ve klinik pratikte dikkate alinmasi gerektigini
gostermektedir.
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1.GiRIiS

Yardimci Ureme Teknikleri (YUT), dogal yol-
lardan gebelik elde edemeyen ¢iftlere tibbi mi-
dahalelerle umut olmustur ve bu ¢iftlerin %50’
sinin etyolojisinde erkek kaynakli nedenler bu-
lunmaktadir. Erkek infertilitesi arastirmalarinda
fare modellerinde gesitli antihipertansif ilaglarin
rolt oldugu gosterilmistir. Bu nedenle antihiper-
tansif ila¢g se¢imlerinde erkek hastalarin Greme
saghgr dikkate alinmalidir. Dislik testosteron
konsantrasyonlari olan erkeklerde enflamatuar
ve mikrobiyal formlarda erkek aksesuar bez ilti-
habi ve sperm kalitesinde bozulma goérilmekte-
dir. Ejaktle semen 6rneginde ylksek I6kosit var-
l1g1, akrozom ve ¢ekirdek dahil spermin yapisal
batinliginlt olumsuz etkilemektedir.

Azoospermi (ejakile edilen semen 6rneginde
spermin bulunmamasi), infertil erkeklerin %5-
10'unu  olusturur. Testis sperm ekstraksiyonu
(TESE) ile ICSI entegrasyonu erkegin azoosper-
mik oldugu ciftlerde gebelik saglanmasi igin
umut verici yontemlerdir. TESE ve oosit toplama
(OPU) islemlerinin es zamanli vyapilabilmesi,
TESE ile elde edilen fresh spermlerin ICSl'de
kullaniilmasinin ardindan fazla spermlerin sonra-
ki sikluslar i¢in dondurularak saklanabilmesiyle
tekrarlayan testis biyopsilerinin yapilmasinin
onlne gecer.

ICSI uygulamalarinda TESE ile elde edilen ta-
ze ve dondurulmus spermler arasindaki sonuglari
karsilastiran caligsmalar olsa da mevcut calisma-
larda kapsamli yenidogan dogum parametreleri
ve embriyolojik gelisimi gdsteren parametreler
eksiktir. Bu ¢alisma, fresh ve frozen testis sper-
minin kullanildigi ICSI uygulamalarinda klinik
gebelik ve canli dogum sonuclarini da karsilas-
tirarak literatire katki saglamayr amacglamistir.

2.MATERYAL VE YONTEM

2.1. Calisma Popiilasyonu

Ocak 2017 ile Aralik 2021 yillari arasinda TESE

ile elde edilen taze veya dondurulmus spermler
kullanilarak ICSI uygulamalarina giren hastalarin
verileri toplandi. Dahil etme kriterleri su sekil-
deydi: (i) azoospermi tanisi almis erkekler; (ii)
siddetli oligozoospermi veya astenozoospermi
tanisi almis erkekler; (iii) oligoozoospermi veya
astenozoospermi tanisi almis erkekler; (iv) tek-
rarlanan sikluslar dahil tim sikluslar. TESE ile
elde edilen fresh veya frozen spermlerle birlikte
ICSI'yi icerenler; (v) otolog fresh testis spermi;
(vi) otolog frozen testis sperminin kullanimi.

Dahil etmeme kriterleri: (i) geleneksel In Vit-
ro Fertilizasyon (IVF), kisa sireli fertilizasyon,
yarim-1CSI veya preimplantasyon genetik test
sikluslarina giren hastalar; (ii) in vitro matiras-
yonu iceren sikluslar; (iii) oosit vitrifikasyonunu
iceren sikluslar; (iv) konvansiyonel IVF'de belir-
siz nedenlerle total déllenme basarisizligl yasa-
nan énceki sikluslar; (v) oositlerin zona pellusi-
dalarinda tirtikli/mumsu anormallikleri olan &n-
ceki sikluslar; (vi) donér fresh sperm kullanimi;
(vii) dondr frozen sperm kullanimi. Toplam 468
siklus analiz edildi ve 324’0 fresh testis spermi
grubuna, 144’0 frozen testis spermi grubuna da-
hil edildi.

2.2. Testikiiler Sperm Hazirligi

Testis dokulari perkiitan testis sperm aspiras-
yonu yoluyla parsiyel olarak elde edildi ve kiltar
ortami iceren bir petriye yerlestirildi. Testikdler
sperm hazirlama adimlari: (i) Testis dokusu 1 ml
hacimli bir siringa ile parcalandi ve motil sperm-
ler mikroskopla incelendi. Daha sonra, petri en
az 30 dakika inkibatérde bekletildi. (ii) Sedi-
mentasyon: Tim testis dokusu slspansiyonu
konik tabanli santrifdj tapine alindi ve 8-10
dakika sonra, sivinin Ust tabakasi yeni bir konik
tabanli santrifiaj tipine aktarildi. (iii) Santrifij-
leme: Tutulan Gst tabaka sivisi 300 g'de 10 dk
santrifijlendi. Santriftujlemenin ardindan, Gstte-
ki sivi atilarak dipte kalan o,1 ml kisim birakildr.



Dipte kalan bu kisim iyice karistirildi ve daha

sonra kullanilmak Gzere inkibatdre yerlestirildi.

2.3. Testikiiler Spermlerin Dondurulmasi ve
Coziilmesi

Testis biyopsisinden elde edilen veya ICSI is-
leminden sonra kalan fresh testis spermini don-
durmak icin mikro-vitrifikasyon kullanildi. islem
sirasi: (i) Steril bir strawin én ucu keskinlestiril-
di. (ii) Képik kutu, 5 cm bosluk kalana kadar si-
vi nitrojen ile dolduruldu. (iii) 0,17 ml hacminde
sperm iceren sedime esit hacimde sperm dondur-
ma soliisyonu eklenerek karistirildi. (iv) Bu kari-
simdan yaklasik 20 pl steril strawin 6n ucuna
damlatildi ve sivi nitrojen buharina maruz bira-
kildi. (v) Yaklasik 40 sn sonra karisim beyazlasti
ve katilasti. Daha sonra sivi nitrojene yerlesti-
rildi ve saklama i¢in strawin dis kilifi ile kapa-
tildi. Dondurulmus testis spermleri daha sonra
kullanilmak Gzere sivi nitrojende saklandi.

Cézme prosediri: (i) Dondurulmus testis
spermi i¢ceren straw sivi nitrojenden hizla ¢ika-
rildi ve yaklasik 10 saniye 37°C'de yaga daldiril-
di. (ii) Dondurulmus testis spermi pipet ile ICSI
dishindeki bir droba tagindi. (iii) Yaklagik 15-20
dakika sonra motil sperm, sonraki ICSI| isleminde
kullaniimak Gzere mikroskop ile géozlemlendi.

2.4. Fertilizasyon, Embriyo Kiiltiirii ve
Degerlendirme
OPU'dan sonra taze veya dondurulmus testis
spermleri ICSI isleminde kullanildi. ICSI'den 16-
20 saat sonra zigotlarda iki pronikleus ve ikinci
polar body gorilmesi normal déllenme olarak ta-
nimlandi. Zigotlar 1. giin (D1) G1-plus medium, 3.
gin (D3) G2-plus medium iceren kaltir ortamla-
rinda, %5 O2 ve %6 CO2 sartlarini saglayan inkt-
bator icinde kiltlre edildi.

Bélinme evresindeki embriyolar istanbul Kon-

sensus’u kriterlerine gére degerlendirildi. Puan-

lamada sirasiyla hicre sayisi, hicre boyutu ve
fragmantasyonu temsil eden G¢ sayisal bilesen
kullanildi. Ornegin, 8 hiicreli grade | embriyolar
“811" , dlizensiz hicre boyutlu 8 hiicreli Grade Il
embriyolar “821" olarak ve %10'dan az fragman-
tasyonu olan 8 hicreli Grade Il embriyolar “812"
olarak gosterildi. 3. gin (D3) yuksek kaliteli
embriyolar, “811, 812, 821, 711 ve 911" olarak
tanimlandi.

2.5. Embriyo Transferi ve Klinik Sonuc

Embriyolar OPU sonrasi 3. Gin (D3) veya 5.
Giin (Ds5) transfer edildi. insan koryonik gonado-
tropin (HCG) seviyesi embriyo transferinden 12-
14 gin sonra degerlendirildi ve HCG'nin 10 J/ml
seviyesini asmasi pozitif kabul edildi. Fetal kalp
atisinin tespiti ve klinik gebeligin dogrulanmasi
USG ile yapildi. Takip ve degerlendirmeler dogu-
ma kadar dizenli uygulandi. Takibi eksik t¢ vaka
erken disik orani ve canli dogum orani ile ilgili
analizlerin disinda tutuldu. Prematire dogum,
gebelik yasinin 28 veya izeri ancak 37 haftadan
az olmasi olarak tanimlanirken, disik dogum
agirhigr 2,5 kg'dan az olarak tanimlandi.

2.6. istatistiksel Analiz

istatistik icin SPSS siiriim 25.0 kullanildi.Non-
parametrik degiskenler Mann Whitney-U testi ile
parametrik degerler Ki-kare testi kullanilarak
analiz edildi. P degeri <o0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

3. SONUCLAR

3.1. iki Grubun Demografik Verileri ve
Hormonal Ozellikleri

Fresh testis spermi grubu ile frozen testis
spermi grubu arasinda erkek ve kadin yasi, top-
lanan oosit sayisi, kadin bazal hormon dizeyleri
(FSH, LH ve E2) ve endometrial kalinlik agisin-
dan anlamli bir fark gézlenmedi( P> 0,05) (Tablo

1).
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Tablo 1: iki grubun Demografik Verileri ve Hormonal Ozellikleri

Demografik ve Hormonal Fresh Testikiiler Sperm

Frozan testikiiler

(N=324) sperm (N=144) Wilcoxen
ra P
degeri degeri
Kadin yasi (yil) 32.00 (28.00, 36.00) 31.00 (28.00, 35.00) 0,529 0.597
rkek yasi (yil) 34.00 (30.25, 39.00) 34.00 (30.00, 39.00) 0.499 0.618
Infertilite faktor . . 1786  0.181
Yalmzca erkek faktor 283 (87.35%) 130 (90.28%) . .
Erkek ve kadin faktor 41 (12.65%) 14 (9.72%) - -
Toplanan oosit sayisi 12.00 (7.00, 17.00) 13.00 (6.00, 18.00) 0.075 0.940
FSH (m 1U/ml) 7.60 (6.47,8.83) 7.55 (6.33, 9.22) 0370  0.711
LH (m Iml) 408 (3.02,573) 4.19(3.31, 553) 0.600 0.549
E2 (pg/ml) 42.00 (32,00, 56.00) 42,15 (32,00, 61.25) 0.390 0.697

Endometrial kalinlik (mm}) 11.20 (9.90, 13.60)

10.85 (9.00, 13.00) 1.848 0.065

FSH, folikil stimilan hormon; LH, luteinize edici hormon; E2 estradiol

3.2. Embriyo Gelisim Parametrelerinin

3.3. Klinik Gebelik ve Canli Dogum

Analizi Sonuglarinin Karsilastirilmasi

Fresh testis spermi grubu ile frozen testis s- Toplam 317 fresh embriyo transfer déngisi
permi grubu arasinda oosit matirasyon orani, (fresh testis spermi grubu: n=235, frozen testis
normal déllenme orani, 3. giin (D3) embriyo ora- spermi grubu: n=82) gerceklestirildi. ki grup
ni, 3. giin (D3) yiksek kaliteli embriyo orani ve arasinda intrauterin implantasyon orani, klinik
blastosist gelisimi orani agisindan anlamli bir gebelik orani, canli dogum orani, dogum agirlig:

fark bulunmamistir (P> 0,05) (Tablo 2).

ve dogum boyunda 6nemli bir fark goézlenmedi
(P>0,05) (Tablo 3).

Tablo 2: iki grubun Embriyolojik Parametrelerin Karsilastirilmasi

Sonuglar

Oosit maturasyon orani (%)

2PN fertilizasyon orani (%)
G3 embriyo orani (%)

G3 kaliteli embriyo orani (%)

M olusum orani (%)

Fresh testis spermi Frozen testis spermi X?degeri P degeri
(N=324) (N=144)
78.1 (3268/4185) 78.3 (1420/1813) 0.041 0.840
69.6 (2273/3268) 68.2 (968/1420) 0.889 0.346
90.1 (1976/2192) 88.5 (814/920) 1.943 0.163
29.6 (648/2192) 27.6 (254/920) 1.201 0.273
91.1 (582/1139) 93.3 (255/478) 0.683 0.409
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Tablo 3: iki Grubun Gebelik ve Dogum Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Sonuglar Fresh testikiiler Frozen Median (95% X2 degeri
sperm (N=324) testikiiler Ccl)
sperm (N=144) t B
dederi degeri
Ortalama implante edilen 173205 1.78+£0.45 — -0.85 0.398
embriyo sayisi
implantasyon orani 136/406 (%33.5) 471146 (%32.2) — 0.083 0.774
Erken disik orani 10112 (%68.93)2 2/41 (%4.88)° — 0.24 0627
Klinik gebelik oram 114/235 (%48.5) 42/82 (%51,2) — 0178 0673
Canli dogum orani 95/233 (%40.8)° 36/81 (%44.4)° — 0.333 0564
Prematire dogum orani 13/95 (%13.7) 2136 (%5.6) — 0994 0319
Deformite orani 3/114 (%2.6) 1/43 (%2.3) — 0.000  1.000
Dusuk dogum adirhd insidans)  28/112 (%25.0) 6/43 (%13.95) — 2.21 0.137
Dogum adirhd (kg) 3.10(2.60, 3.36) 2.83 (2.50, 0.05 (-0.15- 0372 0.710
3.13) 0.24)
Dogum boyu (cm) 50.00 (48.00, 49.00 (48.00, 0.00 (-1.00- 0.379 0.704
50.00) 50.50) 1.00)

2 |ki vaka, fresh sperm kullanilarak klinik gebelik elde edildikten sonra takipten ¢ikarildi.
b Bir vaka, frozen sperm Kullanilarak klinik gebelik elde edildikten sonra takipten gikarildi.

4. TARTISMA

Erkek infertilitesi etyolojisinde wvarikosel,
kriptorsidizm ve hipogonadizm vb. olabilecegi
gibi oligozoospermi, astenozoospermi ve/veya

terato-zoospermi gibi DSO referans degerlerinin
altinda sperm parametreleri ile karakterize idi-
yopatik infertilite de olabilir. Birka¢ arastirma,
ICSI
sikluslarinda, fresh testis spermi ile yapilanlara

frozen testis spermi kullanilarak yapilan
benzer klinik sonuglar géstermistir. Bizim ¢alis-
mamizin sonuglari da bunu dogrulayarak, fresh
ve frozen testis spermi gruplari arasinda klinik
gebelik orani, disik orani veya canli dogum ora-
ninda 6nemli bir fark olmadigini ortaya koymus-
tur. Dahasi, dondurulmus testis spermi kullani-
larak yaptlan ICSI, dogum deformitelerinin sikli-
gini artirmamis veya dogum agirligini ve boyunu
etkilememistir. Ozellikle, caligmamiz mikro pipet

ve kriyo tup gruplari arasinda normal sperm

morfolojisi ve DNA fragmantasyon indeksinde
hi¢gbir farklilik géstermemis ve mikro pipet ile
sperm kriyoprezervasyonunun etkinligini dog-
rulamistir. Sonug¢ olarak, mikro-vitrifikasyon ve
ICSI'den sonra biyopsi veya fresh testis spermi-
nin korunmasinin, klinikte uygulanabilir oldugu-
nu ve hastalari tekrarlanan TESE'den koruyarak
hasta konforu sagladigini ve cerrahi maliyetleri

distrdigini gostermistir.

Huang ve ark., ART destekli gebeliklerde er-
ken dogum riskinin dogal gebeliklere gbére 1,72
kat daha fazla oldugunu géstermistir (OR=1,72,
%95 Cl (1,60, 1,85)),
dogum riskini disinmek 6nemlidir. Calismamiz-

bu nedenle ART'de erken

da frozen testis spermi grubuna kiyasla fresh
testis spermi grubunda daha yuksek erken do-
gum orani gozlemledik, ancak bu istatistiksel
degildi (%13,7'ye %5,6,

P=0,319). Benzer sekilde, cogul gebelik orani iki

olarak anlamli karsi



grup arasinda karsilastirilabilirdi (%21,1'e karsi

%19,4, P>0,05).Bu bulgular frozen ve fresh testis
spermi gruplari arasinda erken dogum oraninda
(P=0,224) ve c¢ogul gebelik oraninda (P=0,329)
6nemli bir fark olmadigini bildiren Wu ve ark.
6nceki c¢alismalariyla uyumludur. Ayrica, calis-
mamiz frozen testis spermi grubunda klinik ge-
belik oraninin (51,2%-48,5%, P=0,673) ve canli
dogum oraninin (44,4%-40,8%, P=0,564) daha
yiksek oldugunu gdstermistir. Bu sonug, frozen-
fresh islemi sirasinda yiksek motiliteye sahip
spermlerin secilmesine baglayan Meng ve ark.
sonuclartyla uyumludur.

5. SONUC

Mikro-vitrifikasyon teknikleri, testis spermi
kriyoprezervasyonu icin pratik bir alternatif su-
narak, diger yontemlerin maliyetini ve etik kay-
gilari ortadan kaldirmaktadir. Bulgularimiz, fro-
zen ve fresh testis spermlerinin karsilastirilabi-
lir klinik sonuglar gosterdigini ve yiksek sperm
kurtarma oranlarina sahip oldugunu goéstermek-
tedir. Mikro-vitrifikasyon korumasinin basitligi
ve rahathg:, klinik uygulamada tercih edildigini

géstermektedir.
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Assisted Hatching’in in Vitro Fertilizasyonda Rolii

Blastosistin hatch olmasi implantasyona gi-
den yolda ¢cok 6nemli bir basamaktir. insan dre-
me verimliligini sinirlayan bircok faktérden biri
blastokist veya zona pellucida (ZP)'daki anor-
mallikler sebebiyle catlamanin basarisiz olmasi-
dir. Assisted hatching (AH), in vitro fertilizas-
yonda implantasyon ve gebelik oranlarini artir-
mak i¢in ZP'nin yapay olarak inceltilmesi ya da
delinmesidir. Kismi zona diseksiyonu sonrasi
implantasyon oranlarinda artis ilk olarak 1990
yitlinda rapor edilmistir. Hastalar lGzerinde yapi-
lan randomize bir calismada, yumurta toplama
isleminden 72 saat sonra yapilan Tyrode ¢6zelti-
si ile ZP delme isleminde; kalin ZP, yiksek frag-
mantasyon oranlari, ileri anne yas:t gibi kot

prognoz durumlarinda embriyolara secici olarak

uygulandiginda implantasyon oranlarinda artis
oldugu 6ne sdardldd. Bu 6n raporlardan sonra
bircok yardimci Greme teknolojisi (ART) klinik
sonuclart iyilestirmek amaciyla AH'i programla-
rina dahil etmistir. AH fertilizasyondan sonraki
3.-5. ve 6. glinde embriyo transferinden &nce
ZP'y1 Tyrode sollsyonuyla inceltme, cam mikro-
igne yardimiyla kismi ZP diseksiyonu yapma, la-
zer fotoablasyon ya da piezo mikromaniptlatérd
kullanarak ZP'da ag¢iklik olusturma gibi c¢esitli
yontemlerle yapilir. Ginimtzde AH genellikle
embriyo transfer gininde lazer vasitasiyla tam
kat AH vyapilarak kullanilir. AH ne kadar faydali
olsa da embriyo hasari ve/veya blastomer hasa-
riyla birlikte embriyo canliliginda azalma gibi
bircok komplikasyona sebep olabilmektedir.



Ek olarak ZP'ya uygulanan yapay manipilasyon-

lar monozigot ikizlik (MZT) riskinde artisa sebep
olabilmektedir. AH bazi durumlarda ZP'y:1 hatch
yapmak icin degil de preimplantasyon genetik
test esnasinda biyopsi islemini kolaylastirmak
amaciyla ya da embriyo dondurma isleminden
6nce embriyonun kollapse olabilmesi igin kulla-
nilir. Bu durumlarda AH kullanimi zaten gerekli
oldugu icin kilavuzda yer almamistir. Bu kilavu-
zun amaci taze ve donmus embriyo sikluslarinda
embriyo transfer gininde uygulanan AH'in canh
dogum oranlari, klinik gebelik, implantasyon ve
MZT lzerine olan etkilerini degerlendirmektir.

ONCEKi CALISMALARDAKIi SINIRLAMALAR

AH etkinligini degerlendirmede &nceki calis-
malarin sonuglarini yorumlamanin bir¢cok zorlugu
vardir. Gincel ART uygulamalarinda ¢cogu klinik
embriyo transferinden 6nce tam kat lazer-AH'i
kullanmaktadir. Onceden yayinlanan bircok ca-
[tsma ginimizde sik kullanilmayan hatch yén-
temlerini icermekteydi (Orn; Tyrode soliisyonu,
parsiyal zona diseksiyonu). Bu kilavuz ise sadece
embriyo transfer ginlinde uygulanan tam kat la-
zer-AH ile gebelik sonucunu incelemektedir.
Mevcut literatirlin diger kisitlamalari, birgok
arastirmanin yetersiz glcte olmasi ve canli do-
gum vyerine klinik veya devam eden gebelik gibi
ikincil sonuglari rapor etmesidir.

METOD
Metodoloji ek 1'de belirtilmistir.

TAZE EMBRiIYO TRANSFERINDE AH CANLI
DOGUM ORANLARINI ARTIRIR MI? FAYDALI
OLDUGU HASTA GRUPLARI HANGILERI?

Bu kilavuz taze embriyo transferinde AH ile
ya da AH olmadan canli dogum oranlarini deger-
lendirmek amaciyla, bir yiksek kaliteli randomi-
ze kontrolld calisma (RKG), 2 orta kaliteli RKC, 5
orta kaliteli sistematik inceleme ve 4 orta kalite
kohort calismasina atifta bulunmaktadir.

Yiksek kaliteli bir RKC'de iyi prognozlu 203 has-
tanin 121 tanesine AH ile 82 tanesine AH olma-
dan 3. gtn transferi planlandi. Dahil edilme kri-
terleri; 39 yasindan kic¢lk olmak, 6nceden birden
fazla basarisiz dongi gecirmemis, birinci veya
ikinci IVF dénglisinde olmak; aciklanamayan in-
fertilite, endometriozis veya erkek faktdéri ya da
tubal faktdr ve iyi kalitede bélinme asamasinda
embriyoya sahip olmaktir. iki grup arasinda kli-
nik gebelik oranlarinda (% 53 vs.% 54, P=0.92),
dustik oranlarinda (% 13 vs. %15, P=0.64) veya
canli dogum oranlarinda herhangi bir fark goéral-
medi(%47 vs. %46, P=0.9). Orta kalitede bir
RKC'de, ileri anne yasina sahip 210 kadin (>37
yas) ve tekrarlayan implantasyon basarisizlig
olan 796 kadinda (>2 siklus) AH'in faydalari de-
gerlendirilmistir. Hastalar transfer giintinde ran-
domize edilmis ve yalnizca distk kaliteli embri-
yolari olan ve ZP kalinligi >16 mm olan kadinlar
hari¢ tutulmustur. AH'den sonra, ileri anne
yasina sahip kadinlarda (%15.1 vs %21, P=0.12)
veya tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan
kadinlarda (%27,1 vs %26,9 P=0.57) klinik gebelik
oranlarinda bir fark bulunmamistir. Caligsma can-
[t dogum oranlarini degerlendirmemistir. Bir ran-
domize ¢alisma da (n= 60) , dondurulmus donér
oositlerinden elde edilen taze transfer embri-
yolarin AH ile gebelik orani Gzerinde hi¢bir fayda
saglamadigini goéstermistir (sirasiyla %43,3 ve
%33,3; P=0.19), ancak bu durum nispeten kigik
6rneklem ile iliskili olabilir. 2004-2006 yillari
arasinda Yardimla Ureme Teknolojisi Dernegi
(SART) wveri tabaninin 225.000'den fazla taze
transfer donglsiyle yaptigi retrospektif analizde
AH kullaniminin artan klinik gebelik oraniyla
bulunmustur (odds ratio[OR]:
1,29, %95 given arahigi [CI], 1,27-1,32; P<.001).

iliskili oldugu

Arastirmacilar hastalari yasa veya taniya gore
siniflandirmamistir. SART verilerinin sonraki ret-
rospektif analizinde 2004-2011 yillari arasinda,
azalmis over rezervinin birincil tant oldugu vak-
alarda AH sonuglari incelendiginde, AH uygula-
nan hastalarda canli dogum oranlarinin aslinda
6nemli ol¢ide daha dusik oldugu gordlmistar
(dizeltilmis odds ratio [aOR]: o0.77; %95 Cl,
0.71-0.824).



Japonya'da yapilan baytdk bir caligsmada, tim

yas gruplarinda 35.000'den fazla taze siklus in-
celenmis ve AH grubundaki hastalarda kontrol
grubundaki hastalara gore daha disik canli do-
gum oranlari bulunmustur (OR: 0,87, %95 ClI:
0,82-0,93). Arastirmada analiz 35 yas Ustd ka-
dinlarla sinirlandiginda, yas, déllenme ydntemi,
kGltar sdresi, stimtlasyon protokolli ve luteal
destek (aOR:0,88, %95 Cl: 0,79-0,98) kontrol
edildikten sonra bile AH daha distk canli dogum
oranlariyla (OR:0,88, %95 Cl:0,81-0,95) iligkili
olmaya devam etmistir. Bu ¢alismalarin kisitlan-
ma nedenleri arasinda AH'nin teknik metodlarin-
daki veri eksikligi, azalmis yumurtalik rezervinin
nasil teshis edildigi ve AH'nin neden yapildigl
bulunmaktadir. 39 yas Ustd ilk IVF siklusunda
olan 892 kadinla yapilan retrospektif ¢alismada
klivaj donemde transfer edilen embriyoya uygu-
lanan lazer-AH'in distik dogum oranlarina sebep
oldugu (OR:0.36, 95% Cl: 0.19-0.68), blastokist
déneminde uygulanan lazer-AH'in ise sonuglar
lzerinde herhangi bir etkisinin olmadigi gézlem-
lenmistir.

Bircok meta-analiz, AH'in faydalarini incele-
meye caligmistir ancak hepsinin sinirlamalari
bulunmaktadir. Cinkt AH'i farkli teknik yontem-
leri uygulayarak kullanan calismalart ve kilavuza
dahil edilmeyen c¢aligsmalari icermektedir. Biz
yalnizca lazer-AH kullanan o6nemli c¢aligsmalari
iceren metaanalizleri dahil ettik. Yapilan 36
RKC'nin meta-analizinde AH ile klinik gebelik
oranlarinda anlamli bir artis bulunmustur (OR:
1.16, %95 GA:1.00- 1.36, orta dlzeyde heterojen-
lik [12=%48.4]), ancak analiz lazer kullanilan 18
calisma ile sinirlandirildiginda herhangi bir iyi-
lesme goridlmemistir (OR:1.03, %95 GA: 0.81-
1.30).

Yalnizca lazer-AH sonrasi canli dogum oranla-
rint bildiren 5 calisma degerlendirildiginde, AH
ile anlamli bir iyilesme gérilmemistir (OR:1.19,
%95 GA:0.77-1.83).

Analiz, iyi prognoza sahip hastalari (daha 6n-
ce basarisiz siklus 8yklisi olmayanlar) degerlen-

HEMUD

diren 21 calismayla sinirlandirildiginda da an-
lamli bir iyilegme gérilmemistir (OR:1,18, %95
Cl:0,98-1,40, orta dizeyde heterojenlik [l2= %
33,9]). AH'in birden fazla teknik yénteminin kul-
lanildigr 28 caligsmayi iceren bir baska meta-ana-
lizde, AH uygulamasinin tim hastalar i¢in klinik
gebelik oranlarinda anlamli bir artisa yol agma-
digr bulunmustur (rélatif risk [RR]:1,11, %95 GA:
1,00-1,24). 35 yas Ustl hastalarla sinirlandirilan
bir sistematik incelemede, lazer kullanilan 3 ¢a-
lismada canli dogum oraninda (RR: 0,88, %95 Cl:
0,65-1,18) veya klinik gebelik oraninda (RR: 0,92,
%95 Cl: 0,76-1,12) anlamli bir fark bulunmamis-
tir.

Cochrane derlemesine dahil edilen tim c¢alis-
malarin (28 RKC) ilk degerlendirmesinde AH ile
klinik gebelik oraninda bir artis oldugu gosteril-
mistir (OR:1,29; %95 GA: 1,12-1,49).Arastirmacilar
analizi daha saglam metodolojiye sahip ylksek
kaliteli caligmalarla (16 RKC) sinirladiginda, kli-
nik gebelik oranindaki iyilesme zayiflamistir
(OR:1.20, %95 GA:1.00-1.45, P=0.05). 12 ¢aligma-
nin alt grup analizlerinde, lazer-AH kullanilan
grupta klinik gebelik orani AH grubundan biraz
daha iyi tespit edilmistir (OR:1.27, %95 GA:1.03-
1.56). Canli dogumlar:i bildiren ¢aligmalarin (7
RKC) analizinde, AH &énemli bir iyilesme sagla-
mamistir (OR:1.13, %95 Cl:0.83-1.54). 2012'de
RKC'yi
icermistir; bunlardan 5'i lazer-AH'yi degerlen-

gincellenmis Cochrane Derlemesi 31
dirmis ve AH uygulanan kadinlarda canli dogum
oraninda bir iyilesme bulunmamistir (OR, 1.01;
%95 GA, 0.81-1.26). Arastirmacilar, lazer-AH uy-
gulanan koétd prognozlu hastalari degerlendirme-

mistir.

Ozet Agiklama

Rastgele secilen popllasyonda gebelik oran-
larint degerlendirmek icin yaptlan bir ¢caligsmada
AH uygulanan embriyolar ile uygulanmayanlar
arasinda 6nemli él¢tide fark olmadigina dair orta
dlzeyde kanit vardir. Kéti prognozlu hastalarda
lazer-AH ile canli dogum oranlarini iyilestirmeye
iliskin veriler net degildir.
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Yorum

Lazer-AH, IVF uygulanan tdim hastalar igin
rutin olarak o6nerilmemelidir. Koétd prognozlu
hastalarda bir 6neride bulunmak igin yeterli veri
yoktur.

DONDURULMUS EMBRiYO TRANSFERINDE
AH CANLI DOGUM ORANLARINI ARTIRIR MI?
FAYDALI OLDUGU HASTA GRUPLARI
HANGILERI?

Dondurulmus embriyolarda canli dogum oran-
larint degerlendirmek icin, bu kilavuz 2 orta kali-
teli RKC'ya, bir yiuksek kaliteli meta-analize, 3
orta kaliteli meta-analize ve 2 orta kaliteli bu-
yik veri tabani caligsmasina atifta bulunmakta-
dir. Bu caligmalar dondurulmus embriyo trans-
ferinde (DET) AH wuygulanan kadinlarda canh
dogum oranlarinda bir iyilesme gdstermemistir.
Bir RKC'de, dondurulmus embriyo transferi de-
gerlendirildiginde AH grubunda (n=96) blasto-
kist transferinden sonra canli dogum oranlari,
kontrol grubuna (n=102) kiyasla (5. Gin %40.6-
%28.4) anlamli bir fark gdéstermemistir, ancak
transfer 6. Gun blastokistleri ile sinirlandirildi-
ginda canli dogum oraninda bir artis gézlenmis-
tir (AH grubu n = 72, kontrol grubu n = 75, canli
dogum orani %43.1- %26.7, P<o,05). Orta kalite-
de bir ¢aligma DET yapilacak 180 kadinda AH'in
faydalarini degerlendirdi. Hastalar transfer gint
rastgele olarak gruplara ayrildi ve sadece distk
kaliteli embriyolari olan hastalar diglandi. Klinik
gebelik orani, AH kullanilarak dondurulan grupta
kontrol grubuna kiyasla iyilesti (%31,1 -%11.1,
P=0,001). Kontrol grubundaki gebelik oraninin
%11,1 olmasi dikkat ¢ekici olup bu da bu sonucg-
larin genellenemeyecegini godstermektedir. Bir
Cochrane sistematik incelemesinde, donmus
embriyo transferi yapilacak AH uygulanan has-
talar arasinda gebelik oranlarinda 6nemli bir
iyilesme gorilmedi. Cochrane sistematik ince-
lemesi, 2012 yilinda 9 ek ¢caligsma ile giincellendi
ve benzer sonucglar bulundu. Bir meta-analiz,
donmus embriyo transferi yapilan hastalar ara-

sinda AH olan grupta ve AH olmayan grupta can-

[t dogum igin 1.2 OR bildirmistir. Baska bir meta-

analiz, donmus embriyo transferinde AH'in gebe-
lik sonuclari Gzerindeki etkisini degerlendirerek
canli dogum oraninda bir fayda goéstermedigini
0.77-
1.54).Japonya‘'da 59.000'den fazla DET dénglsi-

tespit etmistir (OR: 1.09, 95% ClI:
ni inceleyen buyik bir veri tabani ¢alismasi, AH
grubundaki hastalar ile kontrol grubundaki has-
talar arasinda canli dogum oranlarinda 6nemli
bir fark gézlemlemedi (OR, 0.93; %95 Cl, 0.84-
1.03). 2004-2013 yillari arasinda SART veritaba-
ninda ilk DET déngllerinin geriye déntk anali-
zinde, 151,533'den fazla dénglde AH kullaniminin
canli dogum oraninda hafif bir azalma ile iliskili
oldugunu bulmustur (34.2%-35.4%, P=0,001). 42
yasindan buyik kadinlarda AH sonrasi canli do-
gum oranindaki azalma daha belirgindi, ancak bu
grup icin 6rneklem boyutu kigikti (AH (-) %30,
AH(+) %14; P<0,001).

Ozet Agiklama

DET uygulanan hastalarda, lazer-AH ile canli
dogum oranindaki iyilesme konusunda veriler
karigiktir.

Yorum
DET dongtlerinde lazer-AH igin bir éneri yap-
mak Gzere yeterli veri yoktur.

AH MONOZIGOTIK iKizLiGi ARTIRIR MI?

AH'in monozigot ikizligi (MZT) artirip artirma-
digini degerlendirmek igin, bu kilavuz 8 orta ka-
litede retrospektif kohort ¢alismasina, 1 orta ka-
litede buyik veri tabani ¢aligsmasina, 6 orta kali-
tede meta-analize ve 2 orta kalitede vaka-kont-
rol caligsmasina atifta bulunmaktadir.

AH uygulanan vakalarda MZT oranlarinin art-
tigini destekleyen birkag¢ orta kalitede calisma
bulunmaktadir. Aksine, AH ile MZT riskinin art-
madigini gbsteren birka¢ orta kalitede ¢alisma
da bulunmaktadir. Ocak 2005'ten Temmuz 2018'e
kadar 40 calismanin orta kalitede bir meta-ana-
lizi, IVF sonrasi MZT olan ve olmayan kadinlari
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degerlendirdi. AH (+) ve AH (-) IVF'i karsilastiran
16 c¢alismada, AH ile MZT arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki vardi (OR: 1.17, %95 Cl:
1.09-1.27, P<0,0001; orta derecede heterojenite
[12 =%29]). Ancak, analiz yalnizca yiksek kaliteli
kohort ve vaka-kontrol ¢caligsmalariyla sinirli ol-
dugunda bu iliski dogrulanamadi (OR: 1.00, %95
Cl: 0.81-1.24, P = 0,99, orta derecede heteroje-
nite [l2 =%53]). Ayrica, AH yéntemleri (lazer,
mekanik ve kimyasal) calismalarda degismekte-
dir. 2004-2010 yillari arasinda SART veri taba-
ninin bir analizi, 197,327 gebeligi degerlendirdi
ve bunlardan 2,924'G MZT ile sonuglandi. Cok
degiskenli analizde, AH'in MZT olusumunda 5.
veya 6. gin embriyolarinda etkisi 6nemsizken
(AH (+) aOR: 1.77-3.29 ve AH (-) OR: 2.43-3.36),
2. veya 3. gin embriyolarinda AH'in énemli bir
etkisi vardi (AH(+) aOR: 2.05-2.48 ve AH (-)
1.00).

Bircok orta kalitede calisma, AH ile MZT ris-
kinde bir artis gosterse de, hepsinin 6nemli si-
nirlamalari vardir. ikizlerin tarind bildirmemek,
farkli AH yoéntemlerin kullanilmasi, MZT'yi dog-
farkl
bunlardan

rulayan wultrason eksikligi ve embriyo
olmasi birkagidir.
2003-2012 yillari arasinda ABD Ulusal ART Goze-
tim Sistemi (NASS) veri tabanindan elde edilen

28.596 gebelik lGzerine yapilan bir analizde, AH

transfer gunleri

uygulanan hastalarda 2. veya 3. glin embriyo
transferi MZT riskini
(duzeltilmis RR, 2.16; %95 Cl, 1.53-3.06), 5. ve 6.

6nemli o6lgtide artirirken
gin blastokist embriyo transferinde ayni risk
gozlemlenmemistir.

2000-2010 yillari arasinda NASS verilerinin

751,879 donglyd
retrospektif ¢caligmada 3. giin veya 5. glin emb-

analizinde iceren baska bir
riyo transferi yapilan vakalarda AH'in 337,109
dénglide (%44.8) kullanildigi tespit edilmis. MZT
riski, AH
transferinden sonra artmistir (aOR: 1.77, %95 Cl:
1.31-2.38). NASS

dogasi

uygulanan hastalarda 3.glin embriyo

calismalarinda retrospektif

analizin nedeniyle bir¢ok degiskeni

kontrol etmek zordur. SART veri tabani kullanan
IVF embriyo transfer déngllerine dayali bir vaka-

kontrol ¢alismasinda, (n=535,503), AH

uygulan-
diktan sonra MZT riski agisindan 11,247 gebelik
degerlendirildi. Birden fazla degisken (hasta ya-
si, transfer edilen embriyo sayisi, 6nceki déngi
sayisi, tani, intrasitozplazmik sperm enjeksiyonu
kullanimi ve dondurulmus embriyo kullanimi)
ayarlanmasindan sonra, AH'in diger coklu gebe-
liklerle (aOR, 3.2; %95 Cl, 1.2-8.0) ve tekil gebe-
liklerle (aOR, 3.8; %95 Cl, 1.8-9.8) karsilastiril-
diginda MZT riskinin artmasiyla iliskili oldugu
bulundu. NASS ve SART veri setlerinin bir sinir-
lamasi, AH yontemi hakkinda bilgi saglamalarina
ragmen, bu c¢aligsmanin

zaman c¢ercevesi goz

6nlne alindiginda, muhtemelen lazer-AH degildi.

Benzer sayida orta kalitede calisma, AH ile
MZT riskinde artis olmadigini éne striyor. Ancak
AH ile MZT riskinde artis géstermeyen bircok ca-
[risma; bildirilen MZT gebelik sayisinin sinirli ol-
masi, transfer edilen embriyo sayisinda tutarsiz-
[tk olmasi, AH yoéntemiyle ilgili yetersiz veri ol-
masi veya hatch olmus bélinme asamasindaki
embriyolari hatch olmayan blastokistlerle karsi-
lastirdigindan yetersiz gli¢gteydi. 2000-2007 yil-
lari arasinda otolog ve yumurta donasyonu olan
4,976 gebeligi analiz eden IVF déngilerinin ret-
rospektif bir incelemesinde, AH (+) veya AH (-)
3. glin embriyo transfer dénguleri arasinda MZT
oranlarinda 6nemli 6l¢ide fark olmadigr bulun-
mustur (%1.1-%1.3, aOR:0.94, %95 Cl:0.26-3.44,
P=0,74).

Ozet Agiklama

MZT'nin AH ile olan riskine iliskin veriler kari-
stktir. Cesitli caligsmalardan elde edilen bazi ka-
nitlar AH ile MZT arasindaki iliskiyi yiksek oran-
da desteklemektedir. Ancak benzer sayida calis-
ma AH sonrasi MZT'de artis olmadigini ileri sir-
mektedir.

Yorum

AH ile MZT arasindaki iliski bu sonucun nadir
olmasi, mevcut c¢aligmalarin celiskili bulgulara
sahip olmasi nedeniyle kesin sonuca varmak icin
yeterli degildir.



HABERLER

1) Bursa Sehir Hastanesi UYTE Merkezi 12.11.2024'te acilmis olup 3 kadin hastaliklari ve dogum uz-
mani, 1 tibbi histoloji ve embriyoloji uzmani ile bélge halkina hizmet vermektedir. igerisinde androloji
laboratuvari, sperm numune odasi, hasta bilgilendirme alani, uygulama alani, personel caligma/dinlen-
me odasi gibi bir cok bolimu icermektedir. Temel semen analizinden baslayarak intrauterin inseminas-
yon icin sperm hazirlama da dahil bircok androlojik test yapilmaktadir.

2) Kayseri Sehir Hastanesi UYTE Merkezi 8 Ekim 2024 tarihinde acilisinin birinci yilini kutlamistir. Tap
Bebek Unitesi Kadin Dogum ve Cocuk Hastanesi Kulesi 5.katinda aktif olarak hizmet vermektedir. Unitede 2
kadin dogum uzmani, 3 tibbi histoloji ve embriyoloji uzmani, 2 hemsire, 2 laboratuvar teknisyeni, 2 sekreter
ve 1 temizlik hizmeti gorevlisi gérev yapmaktadir.




HABERLER

3) 16. Ulusal ve 2. Uluslararasi Histoloji ve Embriyoloji Kongresi (NICHE2024; 16th National and 2nd
International Congress of Histology and Embryology), Tirk Histoloji ve Embriyoloji Dernegi tarafindan
26-28 Eylil 2024 tarihleri arasinda Sakarya Universitesi'nin ev sahipliginde Turgut Ozal Kiltir ve
Kongre Merkezinde basarili bir sekilde diizenlenmistir.

& NMATIONALAND
0) 2INTERNATIONAL

CONGRESS o+ HISTOLOGY s+ EMBRYOLOGY

1% 26-282024

¥ OLAKARYA UMIYFREITY

4) Tip Bebek ve infertilite Dernegi tarafindan organize edilen Tiip Bebek ve infertilite Dernegi Kong-
resi'nin Gglnclstd bu yil 26 — 29 Eylil 2024 tarihleri arasinda Elexus Hotel, Kibris'ta dizenlenmistir.

P BEBEK ve
iNFERTILITE DERNEG]

HKlremrer
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5) XI. Ureme Tibbi ve Cerrahisi Dernegi (UTCD) Kongresi, XIX. Akdeniz Ulkeleri Ureme Tibbi Dernegi
(MSRM) Kongresi ve OVIN 2024 Oviilasyon indiksiyonu, infertilite ve ART'de Tartigmali Konular ve
Gincel Yaklagsimlar Sempozyumu 30 Ekim - 3 Kasim 2024 tarihleri arasinda Nirvana Cosmopolitan
Hotel ve Kongre Merkezi — Antalya'da gerceklestirilmistir.

30 EKIM -3 KASIM 2024
KIRVANA COSMOPOLITAN HOTEL £ KONGRE MERKET
ANTALYA - TORKIYE i)

&
OVIN-4

OVULASYOM INDUKSIVOML, INFERTILITE VE
TARTDE TARTIGMALI KONULAR VE GUMCEL S8
; YAELASIMLAR SEMPOTYLIML == 25

6) TSRM'nin 12. Bilimsel Kongresi 14 — 17 Kasim 2024 tarihleri arasinda Kaya Palazzo Otel & Kongre
Merkezi Antalya'da gergeklestirilmistir.

14 - 17 KASIM
Kaya Palarza Otel

Kanagre Merkegz

ANTALYA
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7) ESHRE bu yil 40. kongresini 7-10 Temmuz 2024 tarihleri arasinda Amsterdam’da gerceklestirmistir.

ESHRE 40th
Annual Meeting (&

Amsterdam, The Netherlands
7-10 July 2024

ﬁshre 000 00

8) ASRM 2024, 19-23 Ekim 2024 tarihleri arasinda Denver, Colorado’'da diizenlenmistir.

 —

ASRM 2024

Equity, Access, and Innovation
Denver, Colorado
October 19- 23 2024 pw=




