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I. Gametonogez

Canl› organizmalarda üreme süreci, anne ve babaya ait kro-

mozomlar›n birleflmesiyle kendi genetik özelliklerini kaza-

nan zigot ile bafllar. Oluflan diploid kromozoma sahip zigot

formunun arka arkaya geçirdi¤i mitoz bölünmeler embriyo

denilen ilk canl› tasla¤›n›n oluflumu ile devam eder.

embriyonik geliflimin ilk aflamalar›nda, somatik ve germ hüc-

re soylar› birbirinden ayr›l›r. Germ hücreleri, embriyonik geli-

flim s›ras›nda farkl›laflmam›fl gonadlara göç ederek, mitoz ve

mayoz bölünme süreçlerine girer. Germ hücrelerinin olgunlafl-

mas› ve kromozom say›lar›n›n indirgenmesi sürecine diflilerde

o o g e n e z, erkeklerde ise spermatogenez ad› verilir. Sonuç ola-

rak, geliflimin devaml›l›¤›nda mitoz ve mayoz hücre bölünme-

leri temel oluflturur (1).

Ökaryotik hücrelerde her hücre bölünmesi, DNA sentezinin

oldu¤u ve yaklafl›k 8 saat süren bir sentez faz›yla (S) bafllar.

Bunu yaklafl›k 4 saat süren Gap2 (G2) faz› izler. Bu fazda

kromozom yap›s› diploiddir. Ard›ndan yaklafl›k 1 saat süren

mitoz faz› (M) gelir. Bu fazda kromozomlar›n görünür hale
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Abstract

Growth Factors in Gametogenesis and Embryogenesis

Growth factors have a critical role in cell proliferation, regeneration and differantiation in gametogenesis,

embriyogenesis, puberty and other developmental stages of organisims. Growth factors synthesized at different

embriyogenic stages and by reproductive tract and ovarian cells acts with interacting cytokines and hormones. These

molecules triggers intracellular signal pathways interacting with cell surphace receptors and has direct or indirect a role

in cellular process via otocrin, paracrine and endocrine mechanisms. Recent studies have shown that in vitroe m b r i y o

development and survival is lower when compared with in vivosystems which may be caused by the poor in vitro

conditions. To overcome these problems and improve the success rates of IVF-ET treatments culture systems were

supported with specific growth factors and significantly positive results were achieved. I n v i t r omaturation and coculture

studies in animals and human one or more factors or hormones added in in vitrocondition and improvement were seen

in oocyte and embriyo development which have important roles in infertility treatment. These factors which have

complex control mechanisms take part in oocyte, preimplantation embriyo development and cell differantiation

processes and should be studied in detail in order to describe the molecular mechanisms which lay behind.
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Özet

Organizmada gamet, embriyo oluflumu, puberte ve geliflimin di¤er aflamalar›nda hücre proliferasyonu, rejenerasyon ve fark-

l›laflma gibi temel olaylar›n sürdürülmesinde büyüme faktörleri kritik öneme sahiptir. Overyen somatik hücreler, farkl›

embriyo geliflim aflamalar› ve difli üreme yollar›nda sentezi olan büyüme faktörleri reprodüktif sistemde hormonlar ve sito-

kinlerle birlikte görev yapmaktad›r. Spesifik hücre yüzey reseptörlerine ba¤lanarak intrasellüler sinyal yollar›n› tetikleyen

bu moleküller otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalarla direkt ya da indirekt olarak hücresel olaylar› gerçeklefltirir.

Günümüzde in vitroçal›flmalara bak›ld›¤›nda insan embriyolar›n›n geliflimi ve ömrünün, in vivoya göre ortam›n yetersizli-

¤ine ba¤l› olarak daha düflük oldu¤u saptanm›flt›r. Bu durumla ilgili olarak olumsuzlu¤u ortadan kald›rmak ve IV-ET teda-

visinde baflar›y› art›rmak amac› ile in vitrokültür ortamlar›na spesifik büyüme faktörlerinin eklenmesi yoluna gidilmifl ve

önemli ölçüde olumlu ilerlemeler kaydedilmifltir. Gerek hayvan gerekse insanlarda yap›lan in vitromatürasyon ve “cocul-

ture” çal›flmalar›nda in vitroortama eklenen bir ya da birden fazla büyüme faktörü ve hormonun özellikle oosit ve embriyo

matürasyonunu ve geliflimini olumlu yönde etkiledi¤i, bunun da infertilite aç›s›ndan önem tafl›d›¤› bilinmektedir. Karma-

fl›k bir iflleyifl yap›s›na sahip olan ve oosit, preimplantasyon embriyo geliflimi, farkl›laflma gibi süreçlerde etki gösteren bu

moleküllerin yap›s› ve fonksiyonunun anlafl›lmas› için detayl› araflt›rmalar›n yap›lmas› gerekmektedir. 

Anahtar sözcükler: gametogenez, embriyogenez, büyüme faktörleri, moleküler mekanizmalar, IVF-ET
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geldi¤i profaz ve mitotik i¤ci¤in olufltu¤u metafaz evreleri

gerçekleflir. Bunu sürekli bir de¤iflimin oldu¤u interfaz izler

(G1). Bu evrelerin d›fl›nda her hücre tipinde görülmeyen an-

cak, üreme hücrelerinde izlenen G0 faz› vard›r. Hücre siklu-

sunun bütün fazlar› hücre-bölünme siklus genlerinin (cdc)

bir grubu taraf›ndan kodlanan özgün proteinler taraf›ndan

düzenlenmektedir. Bu proteinler özellikle, G1’den S’ye ve

G2’den M’ye geçifl s›ras›nda etkindir (1,2).

Erkek üreme hücrelerinin olufltu¤u spermatogenezin ilk hüc-

resi, diploid kromozoma sahip spermatogonium’dur. Puber-

tenin bafllang›c›nda spermatogonium, testislerdeki seminifer

tubüllerde prolifere olarak, spermatosit oluflumuna do¤ru

farkl›lafl›r. Oluflan primer spermatositin mayoz bölünme ge-

çirmesiyle iki adet sekonder spermatosit oluflur. Geçirilen 2.

bir mayoz bölünme sonras›nda da dört adet spermatid hücre-

si oluflur. Spermatid geçirdi¤i matürasyon aflamas›ndan son-

ra spermatozoa halini al›r. ‹nsanlarda birinci mayozun bafl-

lang›c›ndan primer spermatosite kadar olan farkl›laflma ve

olgun spermatositin oluflumu yaklafl›k alt› hafta sürer. Bir

spermatozoan›n matürasyonu ancak difli üreme kanallar›nda

tamamlanabilmektedir (1). 

Difli üreme hücrelerinin olufltu¤u oogenez süreci, düzenlenme-

si ve sonucu bak›m›ndan spermatogenezden farkl›d›r. ‹lk difli

üreme hücresi olan o o g o n i a yumurtal›klarda tekrarlayan mi-

tozlarla ço¤al›p primer oosite dönüflür. Primer oosit, spermler-

den farkl› olarak etraf› folikül hücreleri ile çevrili olarak pri-

mordial folikül içinde geliflir. Oositin içinde bulundu¤u bu or-

tam oositin büyüme ve geliflimi için gereken faktörleri içerir;

ve ayn› zamanda çevresinde bulunan ba¤ dokusuyla olan ba¤-

lant›s›n› da gerçeklefltirir. Folikül hücreleri daha sonra artarak

granüloza hücreleri ad›n› al›r. Oositler büyüme ve geliflimleri-

ni ovaryumlardaki bu foliküler ortamlarda tamamlayarak ol-

gunlafl›r. Olgunlaflan oositler döllenebilme ve embriyonik ge-

liflime devam edebilme yetene¤i kazan›r. Primordial folikül-

lerde bulunan oositler birinci mayoz bölünmenin profaz›ndaki

diploten aflamas›nda durur. Ovülasyon oluncaya kadar, hücre

siklusunun G0 olarak adland›r›lan dinlenme aflamas›nda bek-

ler. Diploten aflamas›ndaki oositlerin, büyüme ve geliflimleri

s›ras›nda mayozun yeniden tamamlanmas› için nükleer lokali-

zasyon ve hücre siklus regülatör proteinlerinde progresif art›fl-

lara ve bunu izleyen translasyonel ve post-translasyonel modi-

fikasyonlara gereksinim vard›r (3-7). Matürasyon olarak ad-

land›r›lan bu aflama, hücrenin nükleer ve sitoplazmik bölümle-

rindeki de¤iflimlerin tümünü kapsar. Oosit ancak bu aflamalar›

geçtikten sonra fertilizasyona haz›r hale gelebilmektedir. Oo-

sitin nüklear matürasyonu esnas›nda mayoz yeniden bafllar ve

Metafaz II’ye geçifl olur (8). Bu s›rada uzun süre foliküler sü-

reç içerisinde bekleyen oositler hem mayozu yeniden bafllata-

bilme yetene¤i, hem de mayotik matürasyonu tamamlamay›

sa¤layacak protein ve RNA yükünü kazan›rlar. Bu aflamadan

önce preantral foliküllerde bekleyen oositler, mayozu yeniden

bafllatabilme yetene¤ine sahip de¤ildir. Ancak bu aflamadan

sonra, henüz olgunlaflmam›fl oosit nükleusunun bozunmas›

(germinal vezikülün da¤›lmas›) ile Metafaz I’i tamamlayarak

Anafaza girifl yapar; ve Metafaz II’ye ulaflarak bu aflamada

tekrar durur (9). Sitoplazmik matürasyonda ise; oositin fertili-

zasyon ve erken embriyo geliflimi (preimplantasyon) için ha-

z›rland›¤› ve mayotik ilerleme ile do¤rudan ilgisi olmayan di-

¤er matürasyon olaylar› gerçekleflir (10,11). Bu aflamada oosi-

tin sitoplazmas› ve organellerinin iç yap›s›nda de¤ifliklikler

gerçekleflir (9).

Bu flekilde inhibitör bir folliküler ortamda bekleyen oositler-

de, foliküllerdeki in vivo luteinizan hormon (LH) art›fl›na

ba¤l› olarak bir “pozitif sinyal” geliflir. Bu sinyal folliküler

inhibisyonu ortadan kald›rarak, primer oositin sitoplazmas›-

n›n asimetrik olarak bölünüp, farkl› büyüklükte iki hücre

oluflturmas›na yol açar (12-14). Büyük olan sekonder oosit

(Metafaz II), küçük olan ise kutup cisimci¤i (polar cisimcik)

olarak adland›r›l›r. Bu haliyle oosit art›k tam olarak fertili-

zasyon için haz›r durumdad›r. Fertilizasyon gerçeklefltikten

sonra embriyonun arka arkaya geçirdi¤i mitoz bölünmeleri

devam eder ve ikinci kutup cisimci¤i at›l›r.

Oosit Gelifliminin Düzenlenmesi

Oosit gelifliminin düzenlenmesi ve kontrolü; hem lokal (pa-

rakrin) hem de over d›fl› (endokrin) faktörleri kapsayan

kompleks bir süreçtir. Oosit gelifliminin düzenlenmesinde,

hormonlar›n yan› s›ra (LH, FSH), büyüme faktörleri, sitokin-

ler, inhibin/aktivin gibi faktörler de kritik önem tafl›r (15-17).

Reprodüktif sistemde, hormonlar ve büyüme faktörleri yak›n

iliflki içerisindedir. Büyüme faktörleri overlerde somatik

hücreler taraf›ndan, embriyonun de¤iflik bölünme aflamalar›

da embriyo taraf›ndan ve difli üreme kanallar›na ait hücreler

taraf›ndan sentezlenebilmektedirler (8,18-20).

Organizmada, tek bir yumurta hücresinden embriyo oluflumu

ve puberte dahil geliflimin pek çok evresinde sürekli bir bü-

yüme faktörü sal›m› mevcuttur. Bu faktörlere, hücre prolife-

rasyonu, rejenerasyon ve farkl›laflma gibi temel olaylarda ih-

tiyaç duyulmaktad›r. Hücre siklusunun M faz›nda, büyüme

faktörleri ve sitokinler etki göstermektedir. Bununla birlikte

di¤er fazlarda da etkili olan faktörlerin varl›¤› da bilinmekte-

dir. Son y›llarda G1 faz›na girmifl hücrelerin pek çok seçene-

¤e sahip oldu¤u, örne¤in oositte de oldu¤u gibi; uygun büyü-

me faktörlerinin varl›¤›nda G0 faz›na girdikleri bildirilmek-

tedir. E¤er bu aflamada büyüme faktörlerinin miktar› uygun

de¤ilse, bu hücreler di¤er hücre tiplerine farkl›laflabilmekte-

dir. Buna ek olarak, G1 faz›ndaki hücrelerde programlanm›fl

hücre ölümü de gerçekleflebilmektedir (21).

Büyüme Faktörleri

Büyüme faktörleri, genellikle 6-30 kDa büyüklü¤ünde ge-

nifl bir regülatör molekül grubudur. Bunlar özgün hücre yü-

zey reseptörlerine ba¤lanarak intraselüler sinyal yollar›n›

tetikler. Otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalarla etki

gösterirler. Bu mekanizmalar›n harekete geçmesi ço¤un-

lukla hücre bölünmesiyle sonuçlan›r (22). Büyük bir aile

olan bu moleküller de kendi içinde gruplara bölünmüfltür.

Reseptörleri intrinsik tirozin-kinaz aktivitesine sahiptir

(23). Son y›llarda reseptörlerin bir bölümünün serin/tre-

onin-kinaz aktivitesi gösterdi¤i de tespit edilmifltir (TGF-β
ailesi gibi) (24). 
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Büyüme faktörlerinin özellikle in vitro kültür flartlar›ndaki

etkileri genel olarak saptanm›flt›r ancak, in vivo iflleyifli hak-

k›nda bilinenler azd›r. ‹n vivo ortamda, stimülatör ve inhibi-

tör etkilerinin oldu¤u bilinen bu moleküllerin, oosit ve

embriyo gelifliminden, yara iyileflmesi, kemik rejenerasyonu,

anjiyogenezin de oldu¤u birçok konuyla olan iliflkisine tam

olarak aç›kl›k getirilememifltir (22). Karmafl›k bir iflleyifle ve

genifl alt gruplara sahip büyüme faktörlerinin oosit ve

embriyo geliflimi üzerine etkileri, daha önceki y›llarda ve gü-

nümüzde pek çok çal›flmaya konu olmufltur. Bu çal›flmalar;

hem oosit ve embriyo gelifliminin anlafl›lmas›, hem de büyü-

me faktörlerinin fonksiyon ve iflleyiflinin aç›klanmas› bak›-

m›ndan yol gösterici olmufltur. Oosit ve erken embriyo geli-

flimiyle ilgili olarak üzerinde durulanlar; epidermal büyüme

faktörü (EGF), transforme edici büyüme faktörü (TGF-α, β),

insülin büyüme faktörü (IGF-I, II), fibroblast büyüme faktö-

rü (FGF), trombosit kaynakl› büyüme faktörü (PDGF), vas-

küler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), büyüme farkl›lafl-

ma faktörü (GFG-9) fleklinde s›ralan›r.

Epidermal Büyüme Faktörleri (EGF)

Epidermal büyüme faktörü (EGF); 6 kDa a¤›rl›¤›nda bir pep-

tid olup, mitojenik bir potansiyele sahiptir. Hücrelerin ço-

¤unda proliferasyonu uyar›r. EGF, proteolitik bir bölünme

ürünü olan 128 kDa a¤›rl›¤›nda tirozin kinaz aktivitesi göste-

ren, bir hücre-yüzey reseptörü ile ifllev görmektedir. Bu re-

septör ayn› zamanda TGF-α’n›n mitojenik etkisinde de gö-

rev yapar (25). 

Fare preimplantasyon embriyolar›nda yap›lan bir çal›flmada;

maternal orijinli EGF’nin blastosistin tüm hücrelerinde,

embriyonik EGF’nin ise sadece iç hücre kütlesi (inner cell

mass- ICM) ve trofoektoderm hücrelerde oldu¤u saptanm›flt›r

(26).

Büyüme faktörlerinin in vivo etki mekanizmalar›n›n anlafl›-

labilmesi, in vitro kültür çal›flmalar›yla mümkün olmufltur.

Oosit inhibitör ortamdan ç›kar›l›p, in vitro ortama konuldu-

¤unda, kendili¤inden tam olmayan bir flekilde germinal ve-

zikülün da¤›lmas›na kadar olgunlaflabilmektedir (27). Bu-

nunla birlikte, in vitro olarak kendili¤inden geliflen oositle-

rin, in viv o geliflenlere göre polar cisimcik oluflturma, döl-

lenme ve gebelik oranlar›n›n daha düflük oldu¤u gözlenmifl-

tir (28,29). Bu olaylar›n oluflabilmesi için gerekli olan si-

toplazmik matürasyon, in vitro geliflen oositlerde yetersiz

kalabilmektedir (30,31). Buradan yola ç›karak, in vitro g e-

liflen oositlerin sitoplazmik matürasyonu için pozitif bir

sinyalin gerekli oldu¤u düflünülmüfl ve bunun için EGF kul-

lan›m› denenmifltir. EGF’nin folikül ve kümülüs hücrele-

riyle çevrelenmifl fare oositlerinde, germinal vezikülün da-

¤›lmas› sürecini stimüle etti¤i gösterilmifltir (13,32). Bu-

nunla birlikte EGF, peptid kal›nt›lar›n›n fosforilasyonu ve

sitoplazmik olgunlaflma için gerekli olan kinaz aktivasyo-

nunu da uyarmaktad›r. Tüm bunlar in vitro ortama eklenen

E G F ’ n i n , in vivo LH taraf›ndan indüklenen pozitif sinyali

taklit etti¤ini göstermektedir (14). Sonuç olarak; tirozin-ki-

naz aktivasyonu ile oosit matürasyonunu kontrol etmede

fizyolojik bir öneme sahiptir (35).

Yap›lan bir araflt›rmada, oosit kümülüs hücreleri ile birlikte ve

kümülüs hücreleri olmadan in vitro kültüre edilmifl ve bunlardan

kümülüs hücresi ile birlikte kültüre edilen oositlerde I. kutup ci-

simci¤in oluflumu gözlenmifltir (14). Bu durumun kümülüs hüc-

relerindeki aktif EGF salg›lan›fl› ile ba¤lant›l› oldu¤u düflünül-

müfltür. Ayr›ca granüloza ve kümülüs hücrelerinin, EGF ile bir-

likte di¤er büyüme faktörlerini salg›lad›¤› ve bunlar›n da oosit

geliflimi için gerekli sinyaller oldu¤u da bilinmektedir (31,36).

Kutup cisimci¤inin oluflmas› ve Metafaz II’de bekleme süreci

için sitoplazmik matürasyon flartt›r. Yeterli sitoplazmik olgun-

laflma, peptid kal›nt›lar›n›n fosforilasyonu, gen ekspresyonu

ve transkripsiyon için kalsiyuma ba¤l› kinaz aktivasyonu ge-

reklidir. Bir oositin ilk kutup cisimci¤i olufltu¤unda, fertilizas-

yon ve preimplantasyon geliflimi için gerekli tüm ribonükleik

asit transkriptlerini de içeriyor durumdad›r (36). Buna göre si-

toplazmik matürasyonun durumunu tayin etmek için I. kutup

cisimci¤inin oluflumunu izlemek önemlidir. EGF’nin tirozin-

kinaz fosforilasyonu, kalsiyuma ba¤l› tirozin-kinaz aktivasyo-

nuyla gerçekleflir. Sonuç olarak yap›lan insan ve hayvan de-

neylerinde; EGF’nin sitoplazmik ve nüklear matürasyon üze-

rine do¤rudan pozitif etki yapt›¤› gösterilmifltir (14). Bu bul-

gular; IVF veya cerrahi olarak elde edilmifl, matür olmayan

germinal vezikül oositlerinin i n v i t r o geliflimi için EGF’nin

kullan›lmas›n›n uygun olabilece¤i yönünde klinik önem tafl›-

maktad›r. Bu flekilde immatür oositlerin matür hale getirilme-

siyle; ovülasyon indüksiyonunun getirdi¤i maliyet, kompli-

kasyon ve zahmetten kaç›n›lmas› da mümkün olabilmektedir.

Reprodüktif kanal veya preimplantasyon embriyo kaynakl›

EGF gibi birçok büyüme faktörü embriyonik geliflimi otok-

rin/parakrin yollarla etkilemektedir (37). Bununla birlikte,

EGF oositte foliküler geliflimi sa¤larken, embriyoda da blas-

tosist bafl›na düflen hücre say›s›n› art›rarak mitojenik etki ve

farkl›laflt›rma etkisi de gösterebilmektedir (38,39).

Transforme Edici Büyüme Faktörü (TGF- , )

Önemli büyüme faktörlerinden biri olan TGF, kendi aralar›n-

da alt gruplara ayr›lm›fl genifl bir ailedir (TGF-α, β). TGF-α;

EGF ile ayn› reseptörle reaksiyona giren 50 amino asitli bir

peptiddir. Erken embriyo gelifliminde etkilidir (40). 

Yap›lan in vitro çal›flmalarda, fertilize olmufl oositte, blasto-

siste maternal kaynakl› transkriptler olarak TGF-α ve ancak

fertilizasyondan sonra ise TGF-β’n›n varl›¤› belirlenmifltir

(26). Bu faktörlerin genel olarak memeli embriyolar›n›n bü-

yüme ve farkl›laflmas›nda etkisi vard›r. Preimplantasyon ev-

redeki fare embriyolar›nda, bunlar›n bir grubuna ait

mRNA’lar tespit edilmifl ve ayr›ca tekli yerine grup halinde

yap›lan fare embriyo kültürlerinde müflterek bir iliflkinin ol-

du¤u gözlenmifltir (37). Tekli embriyo kültüründe bu iliflkiler

T G F -α ya da EGF’nin eklenmesiyle artma göstermifltir (41). 

Yine insan in vitro kültürlerinde, TGF-α ve IGF-II üretiminin

özellikle fertilizasyondan 5 gün sonra yani moruladan blastosist-

te geçifl s›ras›nda çarp›c› flekilde oldu¤u ortaya konulmufltur (41).
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T G F -β; 112 amino asitten oluflan ayn› büyüklükte iki alt ünite

içeren 25 kDa a¤›rl›¤›ndaki peptidlerdir (42,43). Bu grubun

üyelerinin reseptörleri di¤erlerinden farkl› olarak serin/treonin

kinaz aktivitesine sahiptir ve bu nedenle sinyal transdüksiyo-

nunu farkl› etkiler. Çeflitli hücrelerde; hücresel göç, proliferas-

yon ve farkl›laflma stimülasyonu ile birlikte inhibisyonunu da

gerçeklefltirebilen multifonksiyonel bir peptiddir. Ekstraselü-

ler matriks formasyonu ve hücre yüzey moleküllerinin olufl-

mas›nda görev al›r (44). ‹nhibin ve “müllerian inhibiting subs-

tance” gibi büyüme üzerine inhibitör etki göstermektedir (41).

Memeli ovaryumlar›nda, TGF-β’n›n bilinen 5 formundan

3’ünün (TGF-β1, -β2, -β3 ) mRNA’lar› saptanm›flt›r (45). ‹nt-

raovarian regülatör proteinler olarak TGF-β’lar›n potansiyel

rolleri vard›r. Thompson ve arkadafllar›, teka ile interstitial

h ü c r e l e r d e in vivo T G F -β1’in lokalizasyonunu bulmufllar fa-

kat granülosa hücrelerinde tespit edememifllerdir (46). 

T G F -α ve TGF-β’n›n anjiyogenik etkilerinin oldu¤u da bilin-

mektedir (47). Bu faktörlerin uterus kapillerlerinde yüksek

oranda bulunmas› blastosist implantasyonuna z›t etki yapmak-

tad›r (48). TGF-α, embriyo uterus kavitesine ulaflt›¤›nda

önemli miktarda üretilerek, desidualizasyonu stimüle eder

(41). Blastosist oluflumunda TGF-β1, epitel hücre tabakalar›n-

da “tight junction”lar›n kurulmas› ve trofoektoderm hücreleri-

nin embriyonik farkl›laflmas›nda da etki gösterir (49). Blasto-

sist oluflumu ve ilerlemesi için, spesifik büyüme faktörlerinden

daha çok, bu faktörlerin kombinasyonuna ihtiyaç duyulur. Yi-

ne EGF ile birlikte “zona hatching” oran›n› art›rabilmesi de,

bu büyüme faktörünün trofoektoderm hücrelerinde plazmino-

jen etki göstermesiyle mümkün olabilmektedir (50). Ayr›ca

T G F -β1 ve reseptörleri preimplantasyon sürecinde embriyo

ile reprodüktif kanal aras›ndaki etkileflimde rol oynar (51).

Ayr›ca TGF-α testiste, sertoli hücre üretimi ve spermatogo-

nial büyümede de etkilidir. Testis fonksiyonunun süreklili-

¤inde büyüme inhibisyonu önem tafl›r. Bu nedenle büyüme

inhibitörlerinin varl›¤› testis fonksiyonunun kontrolü için ge-

reklidir. Multifonksiyonel regülatör bir molekül olan TGF-

b1, EGF ile birlikte indüklenmifl hücre proliferasyonunu in-

hibe ederek etki gösterir. TGF-β yine testiste hücre farkl›lafl-

mas›n›n ilerlemesi, ekstraselüler matriks üretiminin stimü-

lasyonu ve kemotaksisin ilerlemesini de sa¤lar (52).

‹nsülin Benzeri Büyüme Faktörü (IGF-I, II) 

‹nsan in vitro fertilizasyon (IVF) çal›flmalar› yaklafl›k 20 y›l-

d›r sürmektedir. IVF baflar›s›zl›klar›n›n en önemli nedeni ola-

rak, implantasyondan önceki embriyo gelifliminin durmas›

(arrest) gösterilmektedir. Bu noktadan yola ç›k›larak, kültür

ortamlar›n›n embriyo geliflim sürecine uygun flekilde modifi-

ye edilerek kullan›lmas› yayg›nlaflm›flt›r. Pek çok memeli tü-

ründe suboptimal kültür flartlar›n›n geliflimsel durmaya yol aç-

t›¤› gözlenmifltir (53).

Maternal ve embriyo kaynakl› büyüme faktörlerinin, in vivo

preimplantasyonel geliflimi düzenledi¤i, çok say›da hayvan

çal›flmalar›yla da desteklenmektedir (54). Yine bu çal›flmalar-

da insülin ve insülin benzeri büyüme faktörlerinin (IGF-I, II)

yer ald›¤› bilinmektedir. IGF ailesi; insülin, IGF-I, II ligand-

lar›, IGF-IR, IIR diye bilinen insülin reseptörlerinden ve en az

10 adet olan IGF-ba¤lay›c› proteinden oluflmaktad›r (55,56).

Küçük bir peptid olan insülin, mitojenik etkiye sahip olmak-

la birlikte, primer olarak glukoz transportunu yürütmektedir.

‹nsan ve hayvan çal›flmalar›nda IGF ailesinin üyelerinin, oo-

sitte, embriyonun erken aflamalar›nda, difli üreme kanal›nda-

ki s›v›da, epitel hücrelerinde ve endometriyumda eksprese

oldu¤u gösterilmifltir. Temel olarak çeflitli hücre tiplerinde,

hücresel mayoz ve farkl›laflmayla ilgisi bulunan IGF-I, II 7

kDa a¤›rl›¤›ndad›r (41,57-59).

Daha önce de belirtti¤imiz gibi büyüme faktörleri genel ola-

rak overyen fonksiyonun düzenlenmesinden sorumludur

(60). ‹ntraoveryen IGF sistemi, do¤al foliküler geliflimin sa¤-

lanmas›, integrasyonu ve dominant folikülün seleksiyonunda

etkilidir (61). Pawshe ve arkadafllar› su bufalolar›nda yapt›k-

lar› bir çal›flmada; IGF-I’in granüloza hücrelerinin prolife-

rasyonu ve oositlerin matürasyonuna etki etti¤ini belirtmifller

ve IGF-I varl›¤›nda matür hale getirilen oositlerin bölünme

oranlar›nda ve blastosiste geliflimlerinde önemli bir art›fl ol-

du¤unu saptam›fllard›r (62). Bu ve bunun gibi uygulamalarla

memelilerde; IGF’lerin preimplantasyon embriyo geliflimin-

de anahtar bir rol oynad›¤› ortaya konulmufltur (63). Büyüme

faktörü ligad ve reseptör genleri, embriyonik genom aktivas-

yonundan önce ve sonra farkl› eksprese edilir. Bununla bir-

likte preimplantasyon, embriyo gelifliminin çeflitli aflamala-

r›nda da de¤iflik etki gösterir. IGF-I ve II embriyogenezin er-

ken aflamalar›nda izlenirken, insülinin sekiz hücreli kompakt

fare embriyolar›nda, blastosistlerde ve ekspande blastosistte

protein sentezini uyard›¤› saptanm›flt›r (64-66).

In vitro insan embriyo kültürlerinde daha önce de belirtti¤i-

miz gibi, TGF ve IGF-II aktivitesine ait ilk bulgular fertili-

zasyondan sonra moruladan blastosiste geçifl s›ras›nda yo¤un

bir flekilde belirlenmifl ve sekizinci günde de iyice artt›¤›

gözlenmifltir (41). Ve yine insülinin de bu geçifl aflamas›nda

RNA ve DNA’y› stimüle etti¤i gösterilmifltir (67,68). 

Birçok memeli türünde maternal çevreden ba¤›ms›z olarak

sürdürülen in vitro embriyo geliflimi için, ovidukt hücreleri

ile “cocultur” yap›lm›fl ve blastosist geliflim oran›nda

önemli bir art›fl tespit edilmifltir (69). Su bufalolar›nda ya-

p›lan çal›flmada, preimplantasyon aflamas›ndaki embriyo-

larda IGF-I reseptörünün varl›¤›nda ovidukt epitel hücrele-

rinde IGF-I ekspresyonunun parakrin mekanizmayla etki

gösterdi¤i tespit edilmifltir (58). Ayr›ca insan ve s›çanda ya-

p›lan çal›flmalarda da preimplantasyon embriyo s›ras›nda

IGF transkriptleri tespit edilememiflken, ovidukt ve uterus-

ta gözlenmifltir (70,71). Yine IGF-II ve insülin fertilize ol-

mam›fl oositlerde maternal transkriptler olarak izlenmifl, fa-

kat 2-4 hücreli embriyoda maternal mRNA harap oldu¤un-

dan belirlenememifltir (72). Daha sonra sekiz hücreli afla-

mada zigotik transkriptler olarak yeniden sentezlendikleri

bilinmektedir (58). I n v i t r o embriyo kültürlerine IGF ve in-
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sülin eklenmesi dikkat çekici flekilde geliflimi art›rmaktad›r

(73). Blastosist kültürlerinde IGF-I’in etkisi, trofoektoderm

ve ICM hücrelerinin say›s›n› belirgin olarak art›rmak flek-

lindedir (74). Gardner ve Kaye farelerde yapt›¤› çal›flmalar-

da benzer bulgular elde etmifllerdir (75). Farelerdeki gen

mutasyon çal›flmalar›nda IGF ailesinin geliflimsel önemi

vurgulanmaya çal›fl›lm›fl ve bununla ilgili olarak IGF-I, II

ve IR genlerinin olmad›¤› “knockout” farelerde, neonatal

letalite ile birlikte düflük do¤um a¤›rl›klar› saptanm›flt›r

(76,77). IGF’ler tüm embriyonik ve neonatal dokularda

eksprese edildi¤inden fetal bir büyüme faktörü olarak da

a n › l m a k t a d › r .

IGF’ler ayn› zamanda insan endometriyumunda da eksprese

edildi¤inden, hücre bölünmesi, farkl›laflma ve endometri-

yum-trofoblast hücre iliflkileri, erken gebelik oluflumunda da

etkili olabilmektedir (78).

IGF ailesinden IGF-I, tüm testis dokusunda tan›mlanm›fl ve

kendisinin sertoli hücrelerinde, reseptörlerinin ise leydig,

sertoli ve germinal hücrelerde üretildi¤i gözlenmifltir (79-

81). IGF leydig hücre steroidogenezini ve sertoli hücre trans-

ferin üretimini art›rarak, hücre fonksiyonunu uyarmaktad›r

(82,83). 

Genel olarak fare ve insan preimplantasyon embriyo gelifli-

minin düzenlenmesinde, embriyonik kaynakl› IGF-II ve ma-

ternal kaynakl› insülin ile IGF-I rol oynamaktad›r (84). So-

nuç olarak diyebiliriz ki; embriyonik geliflimin çeflitli safha-

lar›nda insülin, IGF-I, IGF-II ve reseptörleri selektif olarak

eksprese edilmekte ve bunlar preimplantasyon embriyo geli-

flimi için kritik önem tafl›maktad›r.   

Fibroblast Büyüme Faktörü (FGF)

Büyüme faktörlerinden FGF ailesinin en az 14 farkl› üyesi

vard›r. FGF’lerin orijinal karakterini tafl›yan 2 türü önem

tafl›maktad›r: FGF1 (asidik FGF, aFGF) ve FGF2 (bazik

FGF, bFGF). ‹ntrinsik tirozin kinaz aktivitesi gösteren 4

farkl› reseptöre sahiptir (FGF R1-4). FGF özellikle iskelet

ve sinir sistemi geliflimi için esas olan bir büyüme faktörü-

dür. bFGF ile birlikte, büyüme farkl›laflma faktörü (GDF),

insan oositlerinin matürasyonu ve embriyonik geliflimden

sorumludur (85). 

bFGF, mezodermal orijinli hücreler için mitojenik özellik ta-

fl›yan genifl bir grubu kapsar. Ve memeli overyen fonksiyo-

nunun parakrin bir regülatörü olarak gösterilir (86). Overyen

fonksiyondaki bFGF’nin potansiyel rolü; overyen geliflimin

regülasyonu, anjiyogenezin kontrolü ve foliküler geliflim s›-

ras›nda granüloza hücrelerinin proliferasyonu, ovülasyon ile

birlikte olan plazminojen aktivatör aktivitesinin düzenlenme-

si ve erken korpus luteum gelifliminin sa¤lanmas› fleklindedir

(87,88). ‹nsan oositlerinde bFGF mRNA’s›n›n ekspresyonu

granüloza ve kümülüs hücrelerinde saptanm›flt›r (89). Bu-

nunla birlikte erken foliküler aflamada oosit taraf›ndan üretil-

mekte ve temel olarak primordial folikül geliflimini düzenle-

mektedir (90).

Bununla birlikte erkekte gonadal fonksiyonun düzenlenme-

sinde de bFGF lokal etki gösterir (84,91). Yap›lan immatür

domuz sertoli hücre çal›flmalar›nda bFGF’nin mitojenik etki

gösterdi¤i de saptanm›flt›r (92,93).

Trombosit Kaynakl› Büyüme Faktörü (PDGF)

PDGF, A ve B olmak üzere disülfit ba¤lar›yla ba¤lanm›fl 2

alt üniteden oluflmufl, 30 kDa a¤›rl›¤›nda bir proteindir (94).

Alt üniteleri homodimer ve heterodimerlerden oluflmufltur.

PDGF’ye ait PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB olmak üzere

3 homodimer formu mevcuttur. Bu izoformlarda a ve b diye

adland›r›lan ve intrinsik kinaz aktivitesi gösteren 2 farkl› re-

septöre ba¤lanmaktad›r (95).

Farelerdeki preimplantasyon ve postimplantasyon embriyo-

lar›nda RT-PCR ve “ribonükleaz-protection metodlar›” ile,

PDGF-A zinciri ile PDGF-a alt ünite reseptörlerinin eksp-

resyonu gösterilmifltir (26). Ve yine farelerde yap›lan bir i n

v i t r o çal›flmada, 2 hücreli bir embriyonun hücrelerinden bi-

rine endojen PDGF geni de bask›lanm›fl durumda iken mu-

tant PDGF geni enjekte edilmifl ve enjeksiyonun yap›lmad›-

¤› di¤er hücre ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda mutant al›c›da daha

ileri olan hücre bölünmelerinde belirgin bir azalma saptan-

m›flt›r. Enjeksiyonun yap›lmad›¤› hücrelerde ise blastosiste

ulafl›lm›flt›r (96). Bu bulgular bize PDGF’nin erken fare

embriyolar›nda otokrin mekanizmalar yoluyla hücre bölün-

melerini ilerletti¤ini göstermektedir.

PDGF-A ve TGF-a fertilize, fertilize olmam›fl ovüle oosit ve

blastosistte maternal transkripler olarak tespit edilmifltir.

PDGF-A transkriplerinin art›fl›, zamana ba¤l› flekilde ortaya

ç›kar. Maternal transkriptler ilk olarak fertilize olmam›fl ovü-

le oositte saptanm›fl, daha sonra 2-8 hücre aflamas›nda göz-

den kaybolmufl ve erken kavitasyon aflamas›nda (32-64 hüc-

re) tekrar gözlenmifltir. PDGF-A ekspresyonundaki bu de¤i-

flim, oosit ve blastosist aras›ndaki transkript say›lar›n›n 10

kat fazla olufltu¤u fleklindedir. Di¤er büyüme faktörleri gibi

PDGF’de memeli embriyogenezindeki büyüme farkl›laflma-

s›n›n kontrolünde rol oynayan genellikle maternal kaynakl›

önemli bir proteindir (26).

Vasküler Endotel Büyüme Faktörü (VEGF)

VEGF, mayotik bölünmenin yeniden olufltu¤u s›rada gözle-

nen, mikrovasküler de¤iflikliklere neden olan ve granüloza

hücreleri taraf›ndan sal›nan pek çok anjiyogenik faktörden

biridir (97,98). Folikül fonksiyonuyla ilgili olarak, s›v› (foli-

kül s›v›s›) biyokimyas›nda de¤iflikliklere yol açt›¤› hem hüc-

resel, hem de kromozomal tabakalarda insan oositinin geli-

flim potansiyelini etkiledi¤i bilinmektedir (99-103)

Fizyolojik flartlar alt›nda LH ve HCG, granüloza hücrele-

rinden VEGF mRNA ekspresyonunu etkileyen stimülatör-

lerdir (104,105). Foliküler s›v› anjiyotensin faktörler bak›-

m›ndan zengin bir ortamd›r. VEGF, TGF-β, anjiyotensin ve

bFGF gibi anjiyogenik faktörler overyumlarda da bulun-

mufltur (98,106).
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Do¤rudan bir vasküler yap›ya sahip olamayan oosit granü-

loza hücreleri ve foliküler s›v› aras›ndaki oksijen difüzyo-

nu karars›z bir flekildedir. Oksijen difüzyonunun azald›¤›

VEGF gibi anjiyogenik faktörlerin eksikli¤inden de kay-

naklanabilen yetersiz mikrosirkülasyon durumunda, pH

azalmakta ve anaerobik ürünlerin oluflumu izlenmektedir.

Bunun sonucunda oluflan asidemi tablosu ilk mayoz bölün-

medeki kromozomlar›n spindle büyüklü¤ünü ve oositlerde

normal kromozom ayr›l›fl›n› engeller (107-109). Bu durum

özellikle yafll› kad›nlarda yo¤un olarak kromozomlar›n ay-

r›lmamas› (nondisjunction) fleklinde ortaya ç›kmaktad›r

(110). Bu hipotez Van Blerkom taraf›ndan da desteklen-

mifltir. Burada azalm›fl oksijen içeri¤ine sahip foliküllerden

elde edilen oositlerde, kromozomal da¤›l›m insidans›nda

bir art›fl saptanm›flt›r (103). Yine hipoksiye ba¤l› olarak oo-

sit-kümülüs kompleksinde VEGF konsantrasyonunun yük-

seldi¤i ve buna ba¤l› olarak fertilizasyonun olumsuz etki-

lendi¤i de gözlenmifltir (111).

‹lerlemifl yaflta HCG uygulamas›na ra¤men, VEGF ve di¤er

anjiyogenik faktörlerin yetersiz sal›nd›¤› gözlenmifltir. Nor-

malde mayozun yeniden bafllad›¤› periyodda folikül s›v›s›n-

daki VEGF konsantrasyonunda bir art›fl meydana gelmesi

gerekirken, yafll› kad›nlarda hipoksik foliküler çevre oluflu-

mu s›kt›r (110).

Hipoksik foliküler ortama ba¤l› olarak, overyen kan ak›fl›n›n

azalm›fl oldu¤u ve bunun sonucunda aneuploidilerin artt›¤›

ileri yafltaki ve ovülasyon indüksiyonuna kötü cevap veren

kad›nlarda, folikül s›v›s› VEGF insan oositlerinin ve erken

preimplantasyon embriyo gelifliminin tan›mlanabilmesi için

kullan›labilecek önemli bir marker olarak düflünülmektedir.

Ayr›ca endometriyozisli hastalar›n folikül s›v›s›nda VEGF

konsantrasyonu düflük bulunmufl ve zay›f oosit-embriyo kali-

tesi ile seyreden bu tip folikül içi de¤iflimlerin infertiliteye ne-

den olabilece¤i öne sürülmüfl ve ayn› zamanda bu embriyola-

r›n implante olma özelli¤inin azald›¤› saptanm›flt›r (112).

Büyüme Farkl›laflma Büyüme Faktörü-9

(GDF-9)

Son y›llarda üzerinde en çok çal›fl›lan büyüme faktörlerinden

biri de GDF-9’dur. GDF-9, TGF-β ailesinin bir üyesidir. Ge-

rek farelerde gerekse insanlarda yap›lan çal›flmalarda, GDF-

9, overyen folikülogenez için ihtiyaç duyulan önemli faktör-

lerdendir (20,112).

Farelerde yap›lan çal›flmalarda tek tabakal› primer folikül-

lerdeki oositten ovülasyon s›ras›nda GDF-9 mRNA’s›n›n

sentezlendi¤i gösterilmifltir. Bu çal›flmalar›n sonucuna göre

GDF-9 yetmezli¤inin oldu¤u durumlarda tek tabakal› pri-

mer foliküler aflamadan sonraki ileri foliküler geliflim afla-

mas›nda belirgin bir blo¤un oldu¤u ve buna ba¤l› olarak in-

fertiliteye neden oldu¤u saptanm›flt›r (114,115). Bu neden-

le GDF-9 in vivo somatik hücre fonksiyonlar› için ihtiyaç

duyulan ilk oosit kaynakl› faktör olarak gösterilmektedir

(20). Yine bu görüfl birçok çal›flma ile desteklenmektedir.

Bilindi¤i gibi primordial foliküllerden matür Graff folikü-

lünün geliflimi hipofizer gonodotropinler ve overyen fak-

törlerle kontrol edilmektedir. Overyen baflar›s›zl›ktan dola-

y› olan infertiliteye, overyen fonksiyon kusurlar› veya go-

nodotropin sal›m›ndaki disfonksiyonlar neden olmaktad›r.

Günümüzde insan ya da genetik olarak manipüle edilmifl

hayvanlar kullan›larak overyen baflar›s›zl›¤›n ya da yetmez-

li¤in sebepleri araflt›r›lm›fl ve bu durumdan, gonadlarda sal-

g›lanan overyen fonksiyon için esansiyel olan ve aralar›nda

GDF-9’un da oldu¤u spesifik genlere ait defektler sorumlu

tutulmufltur (112,116-118).

Yine Zinn ve arkadafllar›n›n yapt›¤› bir çal›flmada ilginç

olarak, overyen bozukluklar›n görüldü¤ü Turner Sendrom-

lu hastalar›n oositlerinde GDF-9B/BMP-15 diye adland›r›-

lan transkriptlerin eksprese oldu¤u ve bunlar›n Turner

Sendrom fenotipinde overyen bozukluklara yol açabilece¤i

öne sürülmüfltür (119).

Gerek maternal gerekse oosit ya da embriyo kaynakl› büyü-

me faktörleri, folikülogenezin ilk aflamalar›ndan bafllayarak

oosit matürasyonu, fertilizasyon, erken embriyonal bölün-

melerin takip etti¤i preimplantasyonel geliflim ve implan-

tasyon aflamalar›nda büyüme ve farkl›laflmay› direkt ya da

indirekt olarak etkileyen ve önemi kesinlikle göz ard› edi-

lemeyen çok genifl ve karmafl›k bir ailedir. Oosit ve

embriyoda hücre bölünmesi, farkl›laflmas› ve hatta ölümü

peptid yap›l› bu faktörler taraf›ndan regüle edilmektedir.

Ve art›k spesifik büyüme faktörleri (TGF-α gibi), preimp-

lantasyon aflamas›ndaki embriyo için bir hayatta kalma fak-

törü olarak ifade edilmektedir (120). Oosit ve embriyo ge-

liflimi üzerinde etkin potansiyelleri olan bu faktörlerin

fonksiyonlar›n›n ve iflleyiflinin anlafl›lmas› ço¤unlukla i n

v i t r o kültür modelleriyle mümkün olabilmifltir. Normalde

in vitro kültürler, yard›mc› üreme tekniklerinin temelini

teflkil etmektedir. Ne var ki pek çok çal›flmada in vitro i n-

san embriyolar›n›n geliflimi ve ömrü, kültür ortam›ndaki

yetersizliklere ba¤l› olarak, in vivo embriyo geliflimi ile

karfl›laflt›r›ld›¤›nda belirgin flekilde düflük bulunmufltur. Bu

noktadan yola ç›k›larak gerek oosit, gerek embriyo, gerek-

se kültür ortam›ndaki eksiklikleri gidermek üzere büyüme

faktörleri s›kl›kla kullan›lm›fl ve önemli ölçüde olumlu so-

nuçlar al›nm›flt›r. Günümüzde oosit ve erken embriyo geli-

flimi veya matürasyonu için pek çok in vitro matürasyon ve

“cocultur” sistemleri gelifltirilmifltir. Spesifik infertilite ne-

denlerinden olan polikistik over sendromu ve prematür

overyen yetmezlik durumlar›ndan sorumlu olan immatür

oositlerin, özel hormon ve büyüme faktörleri eklendi¤i i n

v i t r o matürasyon kültürlerinde oositlerin matür hale gelme-

si sa¤lanarak implantasyon ve gebelik flanslar›n›n art›r›ld›-

¤› birçok çal›flma ile desteklenmifltir (121,122). Yine gra-

nüloza, tuba epitel hücreleri ve endometriyum stroma hüc-

releriyle yap›lan embriyo “cocultur” çal›flmalar›nda da pre-

implantasyon embriyo geliflimi ile ilgili olarak olumlu so-

nuçlar al›nm›flt›r (123). Sonuç olarak; oosit ve preimplan-

tasyon embriyo geliflimi ve farkl›laflmas› üzerine ciddi fle-

kilde etkili olan büyüme faktörlerinin tam olarak anlafl›l›p,

uygulamaya geçirilebilmesi için daha birçok in vivo ve i n

v i t r o çal›flmalarla desteklenmesi gerekmektedir.     
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