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Biiyiime Faktorlerinin Oosit ve Embriyo Gelisimi Uzerindeki Etkisi
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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 vitroembriyo
development and survival is lower when compared with in vivosystems which may be caused by the poor in wvitro
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. In vitromaturation 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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Ozet

Organizmada gamet, embriyo olusumu, puberte ve gelisimin diger agamalarinda hiicre proliferasyonu, rejenerasyon ve fark-
lilagma gibi temel olaylarin siirdiiriilmesinde biiyiime faktorleri kritik dneme sahiptir. Overyen somatik hiicreler, farkl
embriyo geligim asamalari ve disi tireme yollarinda sentezi olan biiyiime faktorleri reprodiiktif sistemde hormonlar ve sito-
kinlerle birlikte gorev yapmaktadir. Spesifik hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak intraselliiler sinyal yollarini tetikleyen
bu molekiiller otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalarla direkt ya da indirekt olarak hiicresel olaylari gerceklestirir.
Giintimtizde in vitrocalismalara bakildiginda insan embriyolarinin gelisimi ve émriiniin, in vivoya gére ortamin yetersizli-
gine bagli olarak daha disiik oldugu saptanmistir. Bu durumla ilgili olarak olumsuzlugu ortadan kaldirmak ve IV-ET teda-
visinde bagariy1 artirmak amact ile in vitrokiiltiir ortamlarina spesifik biiyiime faktorlerinin eklenmesi yoluna gidilmis ve
onemli dlgiide olumlu ilerlemeler kaydedilmistir. Gerek hayvan gerekse insanlarda yapilan in vitromatiirasyon ve “cocul-
ture” caligmalarinda in vitroortama eklenen bir ya da birden fazla biiyiime faktsrii ve hormonun 6zellikle oosit ve embriyo
matiirasyonunu ve gelisimini olumlu yonde etkiledigi, bunun da infertilite acisindan ¢nem tagidig1 bilinmektedir. Karma-
sik bir igleyis yapisina sahip olan ve oosit, preimplantasyon embriyo gelisimi, farklilasma gibi siireclerde etki gdsteren bu
molekiillerin yapist ve fonksiyonunun anlagilmast icin detayli aragtirmalarm yapilmast gerekmektedir.

Anahtar sozciikler: gametogenez, embriyogenez, biiyiime faktorleri, molekiiler mekanizmalar, IVE-ET

I. Gametonogez

Canli organizmalarda iireme siireci, anne ve babaya ait kro-
mozomlarin birlesmesiyle kendi genetik 6zelliklerini kaza-
nan zigot ile baglar. Olusan diploid kromozoma sahip zigot
formunun arka arkaya gecirdigi mitoz boliinmeler embriyo
denilen ilk canli taslaginin olusumu ile devam eder.
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embriyonik gelisimin ilk asamalarinda, somatik ve germ hiic-
re soylart birbirinden aynlir. Germ hiicreleri, embriyonik geli-
sim sirasinda farklilasmamis gonadlara goc ederek, mitoz ve
mayoz boliinme siireglerine girer. Germ hiicrelerinin olgunlas-
mas1 ve kromozom sayilarinin indirgenmesi siirecine disilerde
oogenez, erkeklerde ise spermatogenez adi verilir. Sonug ola-
rak, gelisimin devamlilifinda mitoz ve mayoz hiicre bdliinme-
leri temel olusturur (1).

Okaryotik hiicrelerde her hiicre boliinmesi, DNA sentezinin
oldugu ve yaklasik 8 saat siiren bir sentez faziyla (S) baglar.
Bunu yaklasik 4 saat siiren Gap2 (G2) fazi izler. Bu fazda
kromozom yapis1 diploiddir. Ardindan yaklasik 1 saat siiren
mitoz fazi1 (M) gelir. Bu fazda kromozomlarin goriiniir hale
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gerceklesir. Bunu siirekli bir degisimin oldugu interfaz izler
(G1). Bu evrelerin disinda her hiicre tipinde goriilmeyen an-
cak, iireme hiicrelerinde izlenen GO fazi vardir. Hiicre siklu-
sunun biitiin fazlar1 hiicre-boliinme siklus genlerinin (cdc)
bir grubu tarafindan kodlanan 6zgiin proteinler tarafindan
diizenlenmektedir. Bu proteinler 6zellikle, G1’den S’ye ve
G2’den M’ye gecis sirasinda etkindir (1,2).

Erkek iireme hiicrelerinin olustugu spermatogenezin ilk hiic-
resi, diploid kromozoma sahip spermatogonium’dur. Puber-
tenin baglangicinda spermatogonium, testislerdeki seminifer
tubiillerde prolifere olarak, spermatosit olusumuna dogru
farklilagir. Olusan primer spermatositin mayoz boliinme ge-
cirmesiyle iki adet sekonder spermatosit olusur. Gegirilen 2.
bir mayoz boliinme sonrasinda da dort adet spermatid hiicre-
si olusur. Spermatid geg¢irdigi matiirasyon asamasindan son-
ra spermatozoa halini alir. Insanlarda birinci mayozun bag-
langicindan primer spermatosite kadar olan farklilagma ve
olgun spermatositin olusumu yaklasik alt1 hafta siirer. Bir
spermatozoanin matiirasyonu ancak disi iireme kanallarinda
tamamlanabilmektedir (1).

Disi iireme hiicrelerinin olustugu oogenez siireci, diizenlenme-
si ve sonucu bakimindan spermatogenezden farklidir. flk disi
iireme hiicresi olan oogonia yumurtaliklarda tekrarlayan mi-
tozlarla cogalip primer oosite doniisiir. Primer oosit, spermler-
den farkli olarak etrafi folikiil hiicreleri ile cevrili olarak pri-
mordial folikiil icinde gelisir. Oositin i¢inde bulundugu bu or-
tam oositin biiyiime ve gelisimi i¢in gereken faktorleri icerir;
ve ayni zamanda cevresinde bulunan bag dokusuyla olan bag-
lantisimt da gergeklestirir. Folikiil hiicreleri daha sonra artarak
graniiloza hiicreleri adin1 alir. Oositler biiylime ve gelisimleri-
ni ovaryumlardaki bu folikiiler ortamlarda tamamlayarak ol-
gunlagir. Olgunlasan oositler dollenebilme ve embriyonik ge-
lisime devam edebilme yetenegi kazanir. Primordial folikiil-
lerde bulunan oositler birinci mayoz boliinmenin profazindaki
diploten asamasinda durur. Oviilasyon oluncaya kadar, hiicre
siklusunun GO olarak adlandirilan dinlenme agamasinda bek-
ler. Diploten asamasmdaki oositlerin, biiyiime ve gelisimleri
strasinda mayozun yeniden tamamlanmast icin niikleer lokali-
zasyon ve hiicre siklus regiilator proteinlerinde progresif artig-
lara ve bunu izleyen translasyonel ve post-translasyonel modi-
fikasyonlara gereksinim vardir (3-7). Matiirasyon olarak ad-
landirilan bu asama, hiicrenin niikleer ve sitoplazmik boliimle-
rindeki degisimlerin tiimiinii kapsar. Oosit ancak bu agamalar1
gectikten sonra fertilizasyona hazir hale gelebilmektedir. Oo-
sitin niiklear matiirasyonu esnasinda mayoz yeniden baslar ve
Metafaz II’ye gecis olur (8). Bu sirada uzun siire folikiiler sii-
re¢ icerisinde bekleyen oositler hem mayozu yeniden baglata-
bilme yetenegi, hem de mayotik matiirasyonu tamamlamay1
saglayacak protein ve RNA yiikiinii kazanirlar. Bu asamadan
once preantral folikiillerde bekleyen oositler, mayozu yeniden
baglatabilme yetenegine sahip degildir. Ancak bu asamadan
sonra, heniiz olgunlagsmamig oosit niikleusunun bozunmasi
(germinal vezikiiliin dagilmasr) ile Metafaz I'i tamamlayarak
Anafaza giris yapar; ve Metafaz II'ye ulasarak bu asamada
tekrar durur (9). Sitoplazmik matiirasyonda ise; oositin fertili-
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zasyon ve erken embriyo gelisimi (preimplantasyon) icin ha-
zirlandig1 ve mayotik ilerleme ile dogrudan ilgisi olmayan di-
ger matiirasyon olaylar1 gerceklesir (10,11). Bu asamada oosi-
tin sitoplazmasi ve organellerinin i¢ yapisinda degisiklikler
gergeklesir (9).

Bu sekilde inhibitor bir follikiiler ortamda bekleyen oositler-
de, folikiillerdeki in vivo luteinizan hormon (LH) artisina
bagli olarak bir “pozitif sinyal” geligir. Bu sinyal follikiiler
inhibisyonu ortadan kaldirarak, primer oositin sitoplazmasi-
nin asimetrik olarak boliiniip, farkli biiyiikliikte iki hiicre
olusturmasina yol acar (12-14). Biiyiik olan sekonder oosit
(Metafaz II), kiiciik olan ise kutup cisimcigi (polar cisimcik)
olarak adlandirilir. Bu haliyle oosit artik tam olarak fertili-
zasyon i¢in hazir durumdadir. Fertilizasyon gergeklestikten
sonra embriyonun arka arkaya gecirdigi mitoz boliinmeleri
devam eder ve ikinci kutup cisimcigi atilir.

Oosit Gelisiminin Diizenlenmesi

Oosit gelisiminin diizenlenmesi ve kontrolii; hem lokal (pa-
rakrin) hem de over dis1 (endokrin) faktorleri kapsayan
kompleks bir siirectir. Oosit geligiminin diizenlenmesinde,
hormonlarin yani sira (LH, FSH), biiylime faktorleri, sitokin-
ler, inhibin/aktivin gibi faktorler de kritik onem tasir (15-17).
Reprodiiktif sistemde, hormonlar ve biiyiime faktorleri yakin
iliski icerisindedir. Biiylime faktorleri overlerde somatik
hiicreler tarafindan, embriyonun degisik boliinme asamalari
da embriyo tarafindan ve disi lireme kanallarina ait hiicreler
tarafindan sentezlenebilmektedirler (8,18-20).

Organizmada, tek bir yumurta hiicresinden embriyo olusumu
ve puberte dahil gelisimin pek cok evresinde siirekli bir bii-
ylime faktorii salimi1 mevcuttur. Bu faktorlere, hiicre prolife-
rasyonu, rejenerasyon ve farklilagma gibi temel olaylarda ih-
tiya¢ duyulmaktadir. Hiicre siklusunun M fazinda, biiyiime
faktorleri ve sitokinler etki gostermektedir. Bununla birlikte
diger fazlarda da etkili olan faktorlerin varligi da bilinmekte-
dir. Son yillarda G1 fazina girmis hiicrelerin pek ¢ok secene-
ge sahip oldugu, drnegin oositte de oldugu gibi; uygun biiyii-
me faktorlerinin varliginda GO fazmna girdikleri bildirilmek-
tedir. Eger bu asamada biiyiime faktorlerinin miktari uygun
degilse, bu hiicreler diger hiicre tiplerine farklilagabilmekte-
dir. Buna ek olarak, G1 fazindaki hiicrelerde programlanmig
hiicre 6limii de gerceklesebilmektedir (21).

Biiyiime Faktorderi

Biiyiime faktorleri, genellikle 6-30 kDa biiyiiklii§iinde ge-
nig bir regiilator molekiil grubudur. Bunlar 6zgiin hiicre yii-
zey reseptorlerine baglanarak intraseliiler sinyal yollarini
tetikler. Otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalarla etki
gosterirler. Bu mekanizmalarin harekete ge¢mesi ¢ogun-
lukla hiicre boliinmesiyle sonuclanir (22). Biiyiik bir aile
olan bu molekiiller de kendi icinde gruplara boliinmiigtiir.
Reseptorleri intrinsik tirozin-kinaz aktivitesine sahiptir
(23). Son yillarda reseptorlerin bir boliimiiniin serin/tre-
onin-kinaz aktivitesi gosterdigi de tespit edilmistir (TGF-b
ailesi gibi) (24).
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Biiyiime faktorlerinin 6zellikle in vitro kiiltiir sartlarindaki
etkileri genel olarak saptanmistir ancak, in vivo isleyisi hak-
kinda bilinenler azdir. /n vivo ortamda, stimiilator ve inhibi-
tor etkilerinin oldugu bilinen bu molekiillerin, oosit ve
embriyo gelisiminden, yara iyilesmesi, kemik rejenerasyonu,
anjiyogenezin de oldugu bir¢ok konuyla olan iligkisine tam
olarak aciklik getirilememistir (22). Karmagik bir igleyise ve
genis alt gruplara sahip biiylime faktorlerinin oosit ve
embriyo geligimi iizerine etkileri, daha onceki yillarda ve gii-
niimiizde pek ¢ok calismaya konu olmustur. Bu ¢alismalar;
hem oosit ve embriyo gelisiminin anlagilmasi, hem de biiyii-
me faktorlerinin fonksiyon ve isleyisinin agiklanmasi baki-
mindan yol gosterici olmustur. Oosit ve erken embriyo geli-
simiyle ilgili olarak iizerinde durulanlar; epidermal biiyiime
faktorii (EGF), transforme edici biiyiime faktorii (TGF-a, b),
insiilin biiyiime faktorii IGF-I, II), fibroblast biiyiime fakto-
rii (FGF), trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), vas-
kiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), biiyiime farklilas -
ma faktorii (GFG-9) seklinde siralanir.

Epidermal Biiyiime Faktorderi (EGF)

Epidermal biiyiime faktorii (EGF); 6 kDa agirliginda bir pep-
tid olup, mitojenik bir potansiyele sahiptir. Hiicrelerin ¢o-
gunda proliferasyonu uyarir. EGF, proteolitik bir boliinme
lirlinii olan 128 kDa agirliginda tirozin kinaz aktivitesi goste-
ren, bir hiicre-yiizey reseptorii ile islev gormektedir. Bu re-
septor ayn1 zamanda TGF-a’nin mitojenik etkisinde de go-
rev yapar (25).

Fare preimplantasyon embriyolarinda yapilan bir ¢aligmada;
maternal orijinli EGF’nin blastosistin tiim hiicrelerinde,
embriyonik EGF’nin ise sadece i¢ hiicre kiitlesi (inner cell
mass- ICM) ve trofoektoderm hiicrelerde oldugu saptanmustir
(26).

Biiytime faktorlerinin in vivo etki mekanizmalarinin anlasi-
labilmesi, in vitro kiiltiir ¢alismalartyla miimkiin olmustur.
Oosit inhibitor ortamdan ¢ikarilip, in vitro ortama konuldu-
gunda, kendiliginden tam olmayan bir sekilde germinal ve-
zikiiliin dagilmasina kadar olgunlagabilmektedir (27). Bu-
nunla birlikte, in vitro olarak kendiliginden gelisen oositle-
rin, in vivo geligsenlere gore polar cisimcik olusturma, dol-
lenme ve gebelik oranlarinin daha diisiik oldugu gozlenmis-
tir (28,29). Bu olaylarin olusabilmesi i¢in gerekli olan si-
toplazmik matiirasyon, in vitro gelisen oositlerde yetersiz
kalabilmektedir (30,31). Buradan yola ¢ikarak, in vitro ge-
lisen oositlerin sitoplazmik matiirasyonu icin pozitif bir
sinyalin gerekli oldugu diigiiniilmiis ve bunun i¢in EGF kul-
lanim1 denenmistir. EGF’nin folikiil ve kiimiiliis hiicrele-
riyle ¢cevrelenmis fare oositlerinde, germinal vezikiiliin da-
gilmasi siirecini stimiile ettigi gosterilmistir (13,32). Bu-
nunla birlikte EGF, peptid kalintilarinin fosforilasyonu ve
sitoplazmik olgunlasma i¢in gerekli olan kinaz aktivasyo-
nunu da uyarmaktadir. Tiim bunlar in vitro ortama eklenen
EGF’nin, in vivo LH tarafindan indiiklenen pozitif sinyali
taklit ettigini gostermektedir (14). Sonug olarak; tirozin-ki-
naz aktivasyonu ile oosit matiirasyonunu kontrol etmede
fizyolojik bir oneme sahiptir (35).
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Yapilan bir arastirmada, oosit kiimiiliis hiicreleri ile birlikte ve
kiimiiliis hiicreleri olmadan in vitro kiiltiire edilmis ve bunlardan
kiimiiliis hiicresi ile birlikte kiiltiire edilen oositlerde I. kutup ci-
simcigin olusumu gézlenmistir (14). Bu durumun kiimiiliis hiic-
relerindeki aktif EGF salgilanisi ile baglantili oldugu diisiniil-
miistiir. Ayrica graniiloza ve kiimiiliis hiicrelerinin, EGF ile bir-
likte diger biiyiime faktorlerini salgiladigi ve bunlarin da oosit
gelisimi i¢in gerekli sinyaller oldugu da bilinmektedir (31,36).

Kutup cisimciginin olusmasi ve Metafaz II’de bekleme siireci
icin sitoplazmik matiirasyon sarttir. Yeterli sitoplazmik olgun-
lasma, peptid kalintilarmin fosforilasyonu, gen ekspresyonu
ve transkripsiyon icin kalsiyuma bagli kinaz aktivasyonu ge-
reklidir. Bir oositin ilk kutup cisimcigi olustugunda, fertilizas-
yon ve preimplantasyon gelisimi i¢in gerekli tiim riboniikleik
asit transkriptlerini de iceriyor durumdadir (36). Buna gore si-
toplazmik matiirasyonun durumunu tayin etmek icin I. kutup
cisimciginin olusumunu izlemek onemlidir. EGF’nin tirozin-
kinaz fosforilasyonu, kalsiyuma bagli tirozin-kinaz aktivasyo-
nuyla gergeklesir. Sonug¢ olarak yapilan insan ve hayvan de-
neylerinde; EGF nin sitoplazmik ve niiklear matiirasyon iize-
rine dogrudan pozitif etki yaptig1 gosterilmistir (14). Bu bul-
gular; IVF veya cerrahi olarak elde edilmig, matiir olmayan
germinal vezikiil oositlerinin in vitro gelisimi i¢in EGF’nin
kullanilmasinin uygun olabilecegi yoniinde klinik énem tagi-
maktadir. Bu sekilde immatiir oositlerin matiir hale getirilme-
siyle; oviilasyon indiiksiyonunun getirdigi maliyet, kompli-
kasyon ve zahmetten kacginilmasi da miimkiin olabilmektedir.

Reprodiiktif kanal veya preimplantasyon embriyo kaynakli
EGF gibi bircok biiyiime faktorii embriyonik gelisimi otok-
rin/parakrin yollarla etkilemektedir (37). Bununla birlikte,
EGF oositte folikiiler gelisimi saglarken, embriyoda da blas-
tosist bagina diisen hiicre sayisin artirarak mitojenik etki ve
farklilastirma etkisi de gosterebilmektedir (38,39).

Transforme Edici Biiyiime Faktoni (TGF- o, B)

Onemli biiyiime faktorlerinden biri olan TGF, kendi aralarin-
da alt gruplara ayrilmig genis bir ailedir (TGF-a, b). TGF-a;
EGF ile ayni1 reseptorle reaksiyona giren 50 amino asitli bir
peptiddir. Erken embriyo gelisiminde etkilidir (40).

Yapilan in vitro ¢alismalarda, fertilize olmus oositte, blasto-
siste maternal kaynakli transkriptler olarak TGF-a ve ancak
fertilizasyondan sonra ise TGF-b’nin varligi belirlenmistir
(26). Bu faktorlerin genel olarak memeli embriyolarinin bii-
yiime ve farklilagsmasinda etkisi vardir. Preimplantasyon ev-
redeki fare embriyolarinda, bunlarin bir grubuna ait
mRNA lar tespit edilmis ve ayrica tekli yerine grup halinde
yapilan fare embriyo Kkiiltiirlerinde miisterek bir iliskinin ol-
dugu gozlenmigtir (37). Tekli embriyo kiiltiiriinde bu iligkiler
TGF-a ya da EGF’nin eklenmesiyle artma gostermistir (41).

Yine insan in vitro kiiltiirlerinde, TGF-a ve IGF-II iiretiminin
ozellikle fertilizasyondan 5 giin sonra yani moruladan blastosist-
te gecis sirasinda carpici sekilde oldugu ortaya konulmustur (41).
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TGF-b; 112 amino asitten olusan aym biiyiikliikte iki alt iinite
iceren 25 kDa agirhgindaki peptidlerdir (42,43). Bu grubun
iyelerinin reseptorleri digerlerinden farkli olarak serin/treonin
kinaz aktivitesine sahiptir ve bu nedenle sinyal transdiiksiyo-
nunu farkli etkiler. Cesitli hiicrelerde; hiicresel gog, proliferas-
yon ve farklilasma stimiilasyonu ile birlikte inhibisyonunu da
gerceklestirebilen multifonksiyonel bir peptiddir. Ekstraselii-
ler matriks formasyonu ve hiicre yiizey molekiillerinin olus-
masinda gorev alir (44). Inhibin ve “miillerian inhibiting subs-
tance” gibi biiyiime {izerine inhibitor etki gostermektedir (41).
Memeli ovaryumlarnnda, TGF-b’nin bilinen 5 formundan
3’iiniin (TGF-bl, -b2, -b3 ) mRNA’lar1 saptanmustir (45). Int-
raovarian regiilator proteinler olarak TGF-b’larin potansiyel
rolleri vardir. Thompson ve arkadaglari, teka ile interstitial
hiicrelerde in vivo TGF-b1’in lokalizasyonunu bulmuglar fa-
kat graniilosa hiicrelerinde tespit edememiglerdir (46).

TGF-a ve TGF-b’nin anjiyogenik etkilerinin oldugu da bilin-
mektedir (47). Bu faktorlerin uterus kapillerlerinde yiiksek
oranda bulunmasi blastosist implantasyonuna zit etki yapmak-
tadir (48). TGF-a, embriyo uterus kavitesine ulastigmda
onemli miktarda iiretilerek, desidualizasyonu stimiile eder
(41). Blastosist olusumunda TGF-b1, epitel hiicre tabakalarin-
da “tight junction”larin kurulmasi ve trofoektoderm hiicreleri-
nin embriyonik farklilagsmasinda da etki gosterir (49). Blasto-
sist olusumu ve ilerlemesi igin, spesifik biiyiime faktdrlerinden
daha ¢ok, bu faktorlerin kombinasyonuna ihtiya¢ duyulur. Yi-
ne EGF ile birlikte “zona hatching” oranimi artirabilmesi de,
bu biiylime faktdriiniin trofoektoderm hiicrelerinde plazmino-
jen etki gostermesiyle miimkiin olabilmektedir (50). Ayrica
TGF-b1 ve reseptorleri preimplantasyon siirecinde embriyo
ile reprodiiktif kanal arasindaki etkilegsimde rol oynar (51).

Ayrica TGF-a testiste, sertoli hiicre iiretimi ve spermatogo-
nial biiylimede de etkilidir. Testis fonksiyonunun siireklili-
ginde biiylime inhibisyonu onem tasir. Bu nedenle biiyiime
inhibitorlerinin varlig: testis fonksiyonunun kontrolii i¢in ge-
reklidir. Multifonksiyonel regiilator bir molekiil olan TGF-
bl, EGF ile birlikte indiiklenmis hiicre proliferasyonunu in-
hibe ederek etki gosterir. TGF-b yine testiste hiicre farklilag-
masiin ilerlemesi, ekstraseliiler matriks tiretiminin stimii-
lasyonu ve kemotaksisin ilerlemesini de saglar (52).

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF-I, I)

Insan in vitro fertilizasyon (IVF) ¢alismalar1 yaklagik 20 yil-
dir siirmektedir. IVF basarisizliklarinin en 6nemli nedeni ola-
rak, implantasyondan Onceki embriyo gelisiminin durmasi
(arrest) gosterilmektedir. Bu noktadan yola cikilarak, kiiltiir
ortamlarnin embriyo gelisim siirecine uygun sekilde modifi-
ye edilerek kullanilmasi yayginlagmistir. Pek ¢ok memeli tii-
riinde suboptimal kiiltiir sartlarinin gelisimsel durmaya yol ac-
t181 gézlenmistir (53).

Maternal ve embriyo kaynakl biiyiime faktorlerinin, in vivo
preimplantasyonel gelisimi diizenledigi, cok sayida hayvan

LT 4

calismalariyla da desteklenmektedir (54). Yine bu ¢aligmalar-
da insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktorlerinin (IGF-I, IT)
yer aldig1 bilinmektedir. IGF ailesi; insiilin, IGF-I, II ligand-
lar1, IGF-IR, IIR diye bilinen insiilin reseptorlerinden ve en az
10 adet olan IGF-baglayici proteinden olusmaktadir (55,56).

Kiigiik bir peptid olan insiilin, mitojenik etkiye sahip olmak-
la birlikte, primer olarak glukoz transportunu yiirtitmektedir.
Insan ve hayvan galismalarinda IGF ailesinin iiyelerinin, oo-
sitte, embriyonun erken agamalarinda, disi tireme kanalinda-
ki sivida, epitel hiicrelerinde ve endometriyumda eksprese
oldugu gosterilmistir. Temel olarak cesitli hiicre tiplerinde,
hiicresel mayoz ve farklilasmayla ilgisi bulunan IGF-I, II 7
kDa agirligindadir (41,57-59).

Daha once de belirttigimiz gibi biiyiime faktorleri genel ola-
rak overyen fonksiyonun diizenlenmesinden sorumludur
(60). Intraoveryen IGF sistemi, dogal folikiiler geligimin sag-
lanmasi, integrasyonu ve dominant folikiiliin seleksiyonunda
etkilidir (61). Pawshe ve arkadaglar1 su bufalolarinda yaptik-
lar1 bir ¢aligmada; IGF-I’in graniiloza hiicrelerinin prolife-
rasyonu ve oositlerin matiirasyonuna etki ettigini belirtmigler
ve IGF-I varliginda matiir hale getirilen oositlerin boliinme
oranlarinda ve blastosiste gelisimlerinde onemli bir artis ol-
dugunu saptamiglardir (62). Bu ve bunun gibi uygulamalarla
memelilerde; IGF’lerin preimplantasyon embriyo gelisimin-
de anahtar bir rol oynadi81 ortaya konulmustur (63). Biiylime
faktorii ligad ve reseptor genleri, embriyonik genom aktivas-
yonundan 6nce ve sonra farkli eksprese edilir. Bununla bir-
likte preimplantasyon, embriyo gelisiminin ¢esitli agsamala-
rinda da degisik etki gosterir. IGF-I ve II embriyogenezin er-
ken agamalarinda izlenirken, insiilinin sekiz hiicreli kompakt
fare embriyolarinda, blastosistlerde ve ekspande blastosistte
protein sentezini uyardig1 saptanmustir (64-66).

In vitro insan embriyo kiiltiirlerinde daha dnce de belirttigi-
miz gibi, TGF ve IGF-II aktivitesine ait ilk bulgular fertili-
zasyondan sonra moruladan blastosiste ge¢is sirasinda yogun
bir sekilde belirlenmis ve sekizinci giinde de iyice arttif1
gozlenmistir (41). Ve yine insiilinin de bu gec¢is asamasinda
RNA ve DNA'’y1 stimiile ettigi gosterilmistir (67,68).

Bir¢cok memeli tiiriinde maternal ¢evreden bagimsiz olarak
siirdiiriilen in vitro embriyo gelisimi i¢in, ovidukt hiicreleri
ile “cocultur” yapilmig ve blastosist gelisim oraninda
onemli bir artig tespit edilmistir (69). Su bufalolarinda ya-
pilan ¢alismada, preimplantasyon asamasindaki embriyo-
larda IGF-I reseptoriiniin varliginda ovidukt epitel hiicrele-
rinde IGF-I ekspresyonunun parakrin mekanizmayla etki
gosterdigi tespit edilmistir (58). Ayrica insan ve si¢canda ya-
pilan calismalarda da preimplantasyon embriyo sirasinda
IGF transkriptleri tespit edilememisken, ovidukt ve uterus-
ta gdzlenmistir (70,71). Yine IGF-II ve insiilin fertilize ol-
mamis oositlerde maternal transkriptler olarak izlenmis, fa-
kat 2-4 hiicreli embriyoda maternal mRNA harap oldugun-
dan belirlenememistir (72). Daha sonra sekiz hiicreli aga-
mada zigotik transkriptler olarak yeniden sentezlendikleri
bilinmektedir (58). In vitro embriyo kiiltiirlerine IGF ve in-
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siilin eklenmesi dikkat ¢ekici sekilde gelisimi artirmaktadir
(73). Blastosist kiiltiirlerinde IGF-I’in etkisi, trofoektoderm
ve ICM hiicrelerinin sayisini belirgin olarak artirmak sek-
lindedir (74). Gardner ve Kaye farelerde yaptig1 calismalar-
da benzer bulgular elde etmislerdir (75). Farelerdeki gen
mutasyon calismalarinda IGF ailesinin gelisimsel onemi
vurgulanmaya calisilmig ve bununla ilgili olarak IGF-I, 11
ve IR genlerinin olmadig1 “knockout” farelerde, neonatal
letalite ile birlikte diisik dogum agirliklart saptanmigtir
(76,77). IGF’ler tiim embriyonik ve neonatal dokularda
eksprese edildiginden fetal bir biiyiime faktorii olarak da
anilmaktadir.

IGF’ler ayn1 zamanda insan endometriyumunda da eksprese
edildiginden, hiicre boliinmesi, farklilasma ve endometri-
yum-trofoblast hiicre iligkileri, erken gebelik olusumunda da
etkili olabilmektedir (78).

IGF ailesinden IGF-I, tiim testis dokusunda tanimlanmis ve
kendisinin sertoli hiicrelerinde, reseptorlerinin ise leydig,
sertoli ve germinal hiicrelerde iiretildigi gozlenmistir (79-
81). IGF leydig hiicre steroidogenezini ve sertoli hiicre trans-
ferin iiretimini artirarak, hiicre fonksiyonunu uyarmaktadir
(82,83).

Genel olarak fare ve insan preimplantasyon embriyo gelisi-
minin diizenlenmesinde, embriyonik kaynakli IGF-II ve ma-
ternal kaynakli insiilin ile IGF-I rol oynamaktadir (84). So-
nug olarak diyebiliriz ki; embriyonik gelisimin ¢esitli satha-
larinda insiilin, IGF-I, IGF-II ve reseptorleri selektif olarak
eksprese edilmekte ve bunlar preimplantasyon embriyo geli-
simi i¢in kritik 6nem tasimaktadir.

Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Biiyiime faktorlerinden FGF ailesinin en az 14 farkh iiyesi
vardir. FGF’lerin orijinal karakterini tagiyan 2 tiirli dnem
tasimaktadir: FGF1 (asidik FGF, aFGF) ve FGF2 (bazik
FGF, bFGF). Intrinsik tirozin kinaz aktivitesi gosteren 4
farkli reseptore sahiptir (FGF R1-4). FGF ozellikle iskelet
ve sinir sistemi geligimi i¢in esas olan bir biiylime faktorii-
diir. bFGF ile birlikte, biiyiime farklilagsma faktorii (GDF),
insan oositlerinin matiirasyonu ve embriyonik gelisimden
sorumludur (85).

bFGF, mezodermal orijinli hiicreler i¢in mitojenik 6zellik ta-
styan genig bir grubu kapsar. Ve memeli overyen fonksiyo-
nunun parakrin bir regiilatorii olarak gosterilir (86). Overyen
fonksiyondaki bFGF’nin potansiyel rolii; overyen gelisimin
regiilasyonu, anjiyogenezin kontrolii ve folikiiler gelisim si1-
rasinda graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu, oviilasyon ile
birlikte olan plazminojen aktivator aktivitesinin diizenlenme-
si ve erken korpus luteum gelisiminin saglanmasi seklindedir
(87.,88). Insan oositlerinde bBFGF mRNA’sinin ekspresyonu
graniiloza ve kiimiiliis hiicrelerinde saptanmistir (89). Bu-
nunla birlikte erken folikiiler asamada oosit tarafindan tiretil-
mekte ve temel olarak primordial folikiil gelisimini diizenle -
mektedir (90).
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Bununla birlikte erkekte gonadal fonksiyonun diizenlenme-
sinde de bFGF lokal etki gosterir (84,91). Yapilan immatiir
domuz sertoli hiicre ¢caligmalarinda bFGF’ nin mitojenik etki
gosterdigi de saptanmuistir (92,93).

Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktori (PDGF)

PDGF, A ve B olmak iizere disiilfit baglariyla baglanmis 2
alt tiniteden olusmus, 30 kDa agirliginda bir proteindir (94).
Alt tiniteleri homodimer ve heterodimerlerden olusmustur.
PDGF’ye ait PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB olmak iizere
3 homodimer formu mevcuttur. Bu izoformlarda a ve b diye
adlandirilan ve intrinsik kinaz aktivitesi gosteren 2 farkl re-
septore baglanmaktadir (95).

Farelerdeki preimplantasyon ve postimplantasyon embriyo-
larinda RT-PCR ve “riboniikleaz-protection metodlar1” ile,
PDGF-A zinciri ile PDGF-a alt iinite reseptorlerinin eksp-
resyonu gosterilmistir (26). Ve yine farelerde yapilan bir in
vitro ¢alismada, 2 hiicreli bir embriyonun hiicrelerinden bi-
rine endojen PDGF geni de baskilanmis durumda iken mu-
tant PDGF geni enjekte edilmis ve enjeksiyonun yapilmadi-
81 diger hiicre ile karsilastirildiginda mutant alicida daha
ileri olan hiicre boliinmelerinde belirgin bir azalma saptan-
mustir. Enjeksiyonun yapilmadig: hiicrelerde ise blastosiste
ulagilmigtir (96). Bu bulgular bize PDGF’nin erken fare
embriyolarinda otokrin mekanizmalar yoluyla hiicre boliin-
melerini ilerlettiini gostermektedir.

PDGF-A ve TGF-a fertilize, fertilize olmamais oviile oosit ve
blastosistte maternal transkripler olarak tespit edilmistir.
PDGF-A transkriplerinin artig1, zamana bagh sekilde ortaya
cikar. Maternal transkriptler ilk olarak fertilize olmamuis ovii-
le oositte saptanmig, daha sonra 2-8 hiicre asamasinda goz-
den kaybolmus ve erken kavitasyon asamasinda (32-64 hiic-
re) tekrar gozlenmistir. PDGF-A ekspresyonundaki bu degi-
sim, oosit ve blastosist arasindaki transkript sayilarinin 10
kat fazla olustugu seklindedir. Diger biiyiime faktorleri gibi
PDGF’de memeli embriyogenezindeki biiyiime farklilasma-
simin kontroliinde rol oynayan genellikle maternal kaynakli
onemli bir proteindir (26).

Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktori (VEGF)

VEGF, mayotik boliinmenin yeniden olustugu sirada gozle-
nen, mikrovaskiiler degisikliklere neden olan ve graniiloza
hiicreleri tarafindan salinan pek ¢ok anjiyogenik faktdrden
biridir (97,98). Folikiil fonksiyonuyla ilgili olarak, siv1 (foli-
kiil stvist) biyokimyasinda degisikliklere yol actig1 hem hiic-
resel, hem de kromozomal tabakalarda insan oositinin geli-
sim potansiyelini etkiledigi bilinmektedir (99-103)

Fizyolojik sartlar altinda LH ve HCG, graniiloza hiicrele-
rinden VEGF mRNA ekspresyonunu etkileyen stimiilator-
lerdir (104,105). Folikiiler siv1 anjiyotensin faktorler baki-
mindan zengin bir ortamdir. VEGF, TGF-b, anjiyotensin ve
bFGF gibi anjiyogenik faktorler overyumlarda da bulun-
mustur (98,106).
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Dogrudan bir vaskiiler yapiya sahip olamayan oosit granii-
loza hiicreleri ve folikiiler sivi arasindaki oksijen difiizyo-
nu kararsiz bir sekildedir. Oksijen difiizyonunun azaldigi
VEGF gibi anjiyogenik faktorlerin eksikliginden de kay-
naklanabilen yetersiz mikrosirkiilasyon durumunda, pH
azalmakta ve anaerobik iiriinlerin olusumu izlenmektedir.
Bunun sonucunda olugan asidemi tablosu ilk mayoz boliin-
medeki kromozomlarin spindle biiyiikliigiinii ve oositlerde
normal kromozom ayrilisin1 engeller (107-109). Bu durum
ozellikle yash kadinlarda yogun olarak kromozomlarmn ay-
rilmamasi (nondisjunction) seklinde ortaya cikmaktadir
(110). Bu hipotez Van Blerkom tarafindan da desteklen-
mistir. Burada azalmis oksijen icerigine sahip folikiillerden
elde edilen oositlerde, kromozomal dagilim insidansinda
bir artig saptanmustir (103). Yine hipoksiye bagli olarak oo-
sit-kiimiiliis kompleksinde VEGF konsantrasyonunun yiik-
seldigi ve buna bagl olarak fertilizasyonun olumsuz etki-
lendigi de gozlenmistir (111).

Ilerlemis yasta HCG uygulamasina ragmen, VEGF ve diger
anjiyogenik faktorlerin yetersiz salindigi gozlenmistir. Nor-
malde mayozun yeniden basladig1 periyodda folikiil sivisin-
daki VEGF konsantrasyonunda bir artis meydana gelmesi
gerekirken, yagh kadinlarda hipoksik folikiiler ¢evre olusu-
mu siktir (110).

Hipoksik folikiiler ortama bagl olarak, overyen kan akigmin
azalmis oldugu ve bunun sonucunda aneuploidilerin arttig1
ileri yastaki ve oviilasyon indiiksiyonuna kotii cevap veren
kadinlarda, folikiil sivis1 VEGF insan oositlerinin ve erken
preimplantasyon embriyo gelisiminin tanimlanabilmesi icin
kullanilabilecek onemli bir marker olarak diisiiniilmektedir.
Ayrica endometriyozisli hastalarin folikiil sivisinda VEGF
konsantrasyonu diisiik bulunmus ve zayif oosit-embriyo kali-
tesi ile seyreden bu tip folikiil i¢i degisimlerin infertiliteye ne-
den olabilecegi 6ne siiriilmiis ve ayn1 zamanda bu embriyola-
rin implante olma 6zelliginin azaldig1 saptanmigtir (112).

Biiyiime Farklilasma Biiyiime Faktorii-9
(GDF-9)

Son yillarda lizerinde en ¢ok caligilan biiylime faktorlerinden
biri de GDF-9’dur. GDF-9, TGF-b ailesinin bir iiyesidir. Ge-
rek farelerde gerekse insanlarda yapilan ¢alismalarda, GDF-
9, overyen folikiilogenez icin ihtiya¢ duyulan 6nemli faktor-
lerdendir (20,112).

Farelerde yapilan caligmalarda tek tabakali primer folikiil-
lerdeki oositten oviilasyon sirasinda GDF-9 mRNA’sinin
sentezlendigi gosterilmistir. Bu ¢aligmalarin sonucuna gore
GDF-9 yetmezliginin oldugu durumlarda tek tabakali pri-
mer folikiiler agsamadan sonraki ileri folikiiler geligim asa-
masinda belirgin bir blogun oldugu ve buna bagli olarak in-
fertiliteye neden oldugu saptanmistir (114,115). Bu neden-
le GDF-9 in vivo somatik hiicre fonksiyonlan icin ihtiyag
duyulan ilk oosit kaynakli faktor olarak gosterilmektedir
(20). Yine bu goriis bircok calisma ile desteklenmektedir.
Bilindigi gibi primordial folikiillerden matiir Graff folikii-
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liiniin gelisimi hipofizer gonodotropinler ve overyen fak-
torlerle kontrol edilmektedir. Overyen basarisizliktan dola-
y1 olan infertiliteye, overyen fonksiyon kusurlart veya go-
nodotropin salimindaki disfonksiyonlar neden olmaktadir.
Giiniimiizde insan ya da genetik olarak manipiile edilmis
hayvanlar kullanilarak overyen basarisizliin ya da yetmez-
ligin sebepleri arastirilmis ve bu durumdan, gonadlarda sal-
gilanan overyen fonksiyon i¢in esansiyel olan ve aralarinda
GDF-9’un da oldugu spesifik genlere ait defektler sorumlu
tutulmustur (112,116-118).

Yine Zinn ve arkadaglarimin yaptig1 bir ¢aligmada ilging
olarak, overyen bozukluklarin goriildiigii Turner Sendrom-
Iu hastalarin oositlerinde GDF-9B/BMP-15 diye adlandiri-
lan transkriptlerin eksprese oldugu ve bunlarin Turner
Sendrom fenotipinde overyen bozukluklara yol acabilecegi
one siiriilmiistiir (119).

Gerek maternal gerekse oosit ya da embriyo kaynakli biiyii-
me faktorleri, folikiilogenezin ilk asamalarindan baglayarak
oosit matiirasyonu, fertilizasyon, erken embriyonal boliin-
melerin takip ettigi preimplantasyonel gelisim ve implan-
tasyon asamalarinda biiyiime ve farklilagsmay1 direkt ya da
indirekt olarak etkileyen ve 6nemi kesinlikle goz ardi edi-
lemeyen cok genis ve karmagik bir ailedir. Oosit ve
embriyoda hiicre boliinmesi, farklilasmasi ve hatta 6liimii
peptid yapili bu faktorler tarafindan regiile edilmektedir.
Ve artik spesifik biiylime faktorleri (TGF-a gibi), preimp-
lantasyon asamasindaki embriyo i¢in bir hayatta kalma fak-
torii olarak ifade edilmektedir (120). Oosit ve embriyo ge-
lisimi iizerinde etkin potansiyelleri olan bu faktorlerin
fonksiyonlarinin ve igleyisinin anlagilmasi cogunlukla in
vitro kiiltir modelleriyle miimkiin olabilmistir. Normalde
in vitro kiiltiirler, yardimci tireme tekniklerinin temelini
teskil etmektedir. Ne var ki pek ¢ok calismada in vitro in-
san embriyolarinin gelisimi ve omrii, kiiltiir ortamindaki
yetersizliklere bagli olarak, in vivo embriyo gelisimi ile
kargilagtirildiginda belirgin sekilde diisiik bulunmustur. Bu
noktadan yola ¢ikilarak gerek oosit, gerek embriyo, gerek-
se kiiltiir ortamindaki eksiklikleri gidermek tizere biiytime
faktorleri siklikla kullanilmig ve 6nemli Sl¢iide olumlu so-
nuglar alinmistir. Gliniimiizde oosit ve erken embriyo geli-
simi veya matiirasyonu i¢in pek ¢ok in vitro matiirasyon ve
“cocultur” sistemleri gelistirilmistir. Spesifik infertilite ne-
denlerinden olan polikistik over sendromu ve prematiir
overyen yetmezlik durumlarindan sorumlu olan immatiir
oositlerin, 6zel hormon ve biiyiime faktorleri eklendigi in
vitro matiirasyon kiiltiirlerinde oositlerin matiir hale gelme-
si saglanarak implantasyon ve gebelik sanslarinin artirildi-
81 bircok calisma ile desteklenmistir (121,122). Yine gra-
niiloza, tuba epitel hiicreleri ve endometriyum stroma hiic-
releriyle yapilan embriyo “cocultur” caligmalarinda da pre-
implantasyon embriyo geligsimi ile ilgili olarak olumlu so-
nuglar alimmistir (123). Sonug olarak; oosit ve preimplan-
tasyon embriyo gelisimi ve farklilagsmasi iizerine ciddi se-
kilde etkili olan biiyiime faktorlerinin tam olarak anlagilip,
uygulamaya gegcirilebilmesi i¢cin daha birgok in vivo ve in
vitro ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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