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OZET

INFERTIL ENDOMETRIOZIS OLGULARIN KLOTHO SEViYELERI VE
KUMULUS HUCRELERINDEKiI DNA HASARLARININ
DEGERLENDIRILMESI

Endometriya implantlarin uterus boslugu disinda bulunmasi ve biiylimesi ile
karakterize edilen endometriozis, siklikla infertilite ile iligkilidir ve lireme ¢agindaki
kadinlarin %10-15"ini ve infertil kadinlarin ise yaklagik %30'unu etkilemektedir.
Endometriozisin  erken  bir asamasinda bile kadinlarin  dogurganligin
bozulabilmektedir. Insanlarm oosit yaslanmasi, beslenme aliskanliklar1 ve yasam
tarzi gibi farkli gevresel faktorlerden etkilenmektedir. Yumurtalik mikrogevresi oosit
yaslanmasina ve Omriinlin uzamasina katkida bulunmaktadir. Oksidatif stres,
hiicresel yaslanmanin altinda yatan en kritik mekanizmalardan biri olarak kabul
edilmektedir Endomeriozis oosit kalitesini bozabilen ve boylece embriyo gelisimini

riske atabilecek bir faktor olan oksidadif stres ile iliskilendirilmektedir.

Ozellikle, endometriozisli kadinlarda artmis oksidatif stresin klotho diizeylerini
diistirebilecegi  ve inflamasyonunklotho protein sentezini bozabilecegi One
strilmektedir. Kadinlarda, serum Klotho diizeylerinin infertilite ile iligkisi iizerine
yapilan aragtirmalar sinirlidir. Ancak, bazi c¢alismalar, disiik serum klotho
diizeylerinin  kadinlarda infertilite riskini  artirabilecegini = gostermektedir.
Infertilendometriozis hastalarinin  kiimiiliis hiicrelerindeki DNA hasarma kars
klothonun potansiyel koruyucu rolii, bilimsel ¢aligmalarda kapsamli bir sekilde

arastirilmamustir.

Bu tez projesinde; infertilendometriozis hastalarin serum klotho dizeyleri ile
kimulus hicrelerindeki DNA hasarinin belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu ¢alisma
Istanbul Momartinfertiliteklinigine tedavi igin basvuran endometriozis tanisi alan
35infertil ve endometriozis tanis1 almayan 32fertil (kontrol grubu) kadin olgularindan
alinan serum ve kiimiilis Ornekleri toplanmistir. Serum Orneklerinde o-klotho
duzeyleri ELISA yontemi kullanilarak olgtilmistiir. IVF sikluslarinda elde edilen

kiimiiliis hiicrelerindeki DNA hasar1 Cometassay analizi ile degerlendirilmistir.

Calismanin  sonuglari; infertilendometriozis hastalarinda serum klotho

seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu belirlendi.
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Tek ve cok degiskenli regresyon analizine gore infertil endometriozis olgularinda
klotho dlzeylerini etkiledigi saptandi. Kiimiiliis hiicrelerindeki DNA hasarinin
infertil endometriozis hastalarinda saptanan DNA Tail (%)’nin daha yiiksek oldugu
belirlendi. Serum klotho seviyeleri ile kiimiiliis hiicrelerindeki DNA hasar1 arasinda
anlaml1 olmayan negatif bir iliski belirlendi. Sonug olarak endometriozisli hastalarda

ki digiik serum klotho seviyelerinin infertilite riskini artirabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler:Endometriyoz (cikolata Kisti),Klotho,DNA hasari,kiimiiliis
hiicreleri, Infertilite (Kisirlik)

Esra Biisra DURDU, 2023
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ABSTRACT

EVALUATION OF KLOTHO LEVELS AND DNA DAMAGES
IN CUMULUS CELLS OF INFERTILE ENDOMETRIOSIS CASES

Endometriosis, characterized by the presence and growth of endometrial
implants outside the uterine cavity, is frequently associated with infertility and
affects 10-15% of women of reproductive age and approximately 30 years of age.
Percentage of infertile women. Even in the early stages of endometriosis, it can
impair women's fertility. People's oocytes are affected by different environmental
factors such as aging, nutritional habits and lifestyle. The ovarian microenvironment
contributes to oocyte aging and longevity. Oxidative stress is considered one of the
most critical mechanisms underlying cellular aging. Endomeriosis is associated with
oxidative stress, a factor that can impair oocyte quality and therefore compromise
embryo development.

It has been suggested that increased oxidative stress, especially in women
with endometriosis, may reduce Klotho levels and inflammation may disrupt Klotho
protein synthesis. Research on the relationship between serum Klotho levels and
infertility in women is limited. However, some studies suggest that low serum
Klotho levels may increase the risk of infertility in women. The potential protective
role of Klotho against DNA damage in cumulus cells of infertile endometriosis
patients has not been extensively investigated in scientific studies. In this thesis
project; It is aimed to determine DNA damage in cumulus cells according to serum
Klotho levels of infertile endometriosis patients.

In this study, serum and cumulus samples were collected from 35 infertile
women diagnosed with endometriosis and 32 fertile (control group) women without
endometriosis who applied to Istanbul Momart Infertility Clinic for treatment. a-
Klotho levels in serum samples were measured using the ELISA method. DNA
damage in cumulus cells obtained in in vitro fertilization cycles was evaluated by
Comet assay analysis.

The results of the study; It was determined that serum klotho levels in infertile

endometriosis patients were significantly lower than in the control group.
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According to univariate and multivariate regression analysis, it was found to
affect klotho levels in infertile Endometriosis cases. It was determined that DNA
damage in cumulus cells was higher in the DNA Tail (%) detected in infertile
endometriosis patients. A non-significant negative relationship was determined
between serum Klotho levels and DNA damage in cumulus cells. As a result, it is
thought that low serum klotho levels may increase the risk of infertility in patients

with endometriosis.

Keywords: Endometriosis (chocolatecyst), Klotho, DNA damage, cumulus cells,
Infertility
Esra Biisra DURDU, 2023
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1.GIRiS

Infertilite, ‘tibbi 6ykii, psikososyal ve ekonomik ydnleriyleele alian, herhangi
bir korunma yontemi kullanilmadan, 12 ay veya daha fazla korunmasiz cinsel
iliskiden sonra gebe kalamama” olarak tanimlanan bir hastaliktir. Infertilite tiim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de onemli bir halk sagligi sorunudur ve infertilite
oraninin tilkemizde %10-15 oldugu ve her alt1 ¢iftten birinin de bu sorunu yasadigi
bildirilmektedir. Kadin faktorl tek basma tiim infertilite vakalarinin en az %35’ini
olusturmaktadir. Infertil kadinlarin yaklasik %25-50’sine endometriozis (gikolata
Kisti) tanist konurken, endometriozisli kadinlarin da %30-50’sinin infertil oldugu
gorilmektedir. Infertil kadinlarin endometriozise sahip olma olasihig1 fertil
kadinlardan 6 ila 8 kat daha fazladir (Agarwal,2005;Bulletti vd.,2010; Sezgin
vd.,2014).

Endometriozis, endometriyal epitelyal ve/veya stromal hicrelerinin
uteruskavitesi disinda bagka bolgelerde biiylimesi sonucu gelisen, iireme ¢agindaki
kadinlarin yaklasik %10'nu etkileyen, pelvik agri, dismenore (agrili adet gorme) ile
kendini gosteren ostrojene duyarli bir hastaliktir (Giudice vd., 2004; Zondervan
vd.,2018).

Endometriozisli kadinlarda, hastalifin erken asamasinda bile (minimal/hafif
endometriozisli) dogurganlik siklikla bozulabilmektedir. Endometriozis ile infertilite
iligkisini destekleyenpek c¢ok ¢alisma bulunmasmma ragmen infertiliteye bagh
endometriozisin altinda yatan mekanizmalar konusunda calismalarin hala sinirh

oldugu goriilmektedir(Da Broi, 2018; Fan vd.,2016).

Kimulus hcrelerinin kadin iireme sisteminde yumurta gelisimini nasil
etkiledigini ve oositi zararli sistemik hastaliklardan nasil korudugunu anlamak
infertilitenin tedavisi agisindan oldukg¢a 6nemli bir role sahiptir. Bu nedenle bu
hiicrelerde oksidatif hasarin belirlenmesi hem kadin iireme sisteminin biyolojik
potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in bir test hem de ¢evredeki toksik maddeleri igin
biyobelirtec olarak gosterilmektedir (Sinké vd.,2005; Lin vd., 2020).
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Son yillarda yapilan ¢aligmalar, endometriozisli kadinlarda antioksidan ve
anti-inflamatuar etkisi olan klotho proteininin disiik seviyelerde oldugunu
gOstermistir. Bu durum, endometriozisin patogenezinde klotho proteininin olasi bir
rol oynayabilecegini diisiindirmektedir. Endometriozisli kadinlarda artmis oksidatif
stresin Klotho diizeylerini disiirebilecegi bildirilmekle birlikte, kadinlardaki serum
klotho diizeylerinin infertilite ile iligskisi ve mekanizmalar1 konusunda daha fazla

arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Badosa vd.,2023; Takemura vd., 2016).

Bu tez projesi ile; Istanbul Momart infertilite  klinigine
In vitro fertilization (IVF) tedavi i¢in basvuran endometriozis tanisi alan infertil ve
endometriozis tanist almayan fertil (kontrol grubu) kadin olgularindan alinan serum
orneklerindeki a-Klotho diizeyleri ile IVF sikluslarinda elde edilen kiimiiliis

hiicrelerindeki DNA hasarinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Bu ¢aligmadan elde edilecek bulgular; infertil endometriozis ve endometriozis
olmayan fertil olgularda ilk defa serum klotho duzeylerinin belirlenmesi ile gerekli
olan literatiir a¢igina katki saglayacaktir. Elde edilen verilerin bundan sonraki

calismalara onciiliik etmesi beklenmektedir.
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2.GENEL BIiLGILER

2.1infertilite

Infertilite, 12 aylik diizenli, korumasiz cinsel iliskiden sonra veya bir kisinin
yeniden  {retme  kapasitesinin  bozulmasindan  dolayr  klinik  bir
hamilelikolusturulmamas: ile karakterize bir hastalik olarak tanimlanmaktadir
(Zegers vd.,2017). Infertilite problemi hayat: tehdit eden bir hastalik olarak
degerlendirilmese de hem bireyi hem de toplumu etkileyen biyolojik, sosyal, kiiltiirel
ve psikolojik boyutlar1 olan bir saglik sorunudur (Upkong vd., 2006). Infertilite her
iki cinsiyette de bazi nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikabilmekte ve prevalansi da her
gecen giin artmaktadir. Diyabet, obezite, hipertansiyon gibi kronik hastaliklarkoti
beslenme aliskanliklari, agir metallere ve pestisitlere gibi cervresel Kirleticilere
maruz kalmak infertiliteye neden olabilir ayrica, stres, sigara, kronik alkol tiketimi,
cesitli katki maddeleri igeren kafeinli icecekler ve asir1 fiziksel aktivite gibi degisken
yasam tarzi aligkanliklar1 da kadinlarda infertiliteyeneden olabilmektedir (Broughton
vd., 2017; Guo, D vd., 2017; Piché vd., 2018). infertilitenin etiyolojisi incelendiginde
ciftlerin %30'unda izole erkek faktorii %20°de hem kadin hem de erkek faktorii,
%40-50'sinde ise izole kadin faktoriinden kaynaklandigi goriilmektedir (Borght
vd.,2018;Cabler vd.,2010; Dohle vd.,2010).

Infertilite modern toplumda iireme c¢agindaki kadmn niifusunun %20-35’ini
etkileyen kiiresel bir saglik sorunu oldugu bildirilmektedir (World Fertility Patterns,
2015).

Ureme ¢agindaki kadimlarda infertiliteprevalansmin, Bati diinyasindaki her 7
ciftten birinde ve gelismekte olan iilkelerde ise her 4 ¢iftten biri oldugu

gorulmektedir (Mascarenhas vd.,1990).

Infertilite birincil (primer) veya ikincil infertiliteolarak smiflandiriimaktadur.
Primerinfertil kadin, hi¢ klinik gebelik tanisi konmamis olarak siniflandirilirken,
sekonder kadimn infertilitesi, klinik gebelik olusturamayan ancak daha once klinik

gebelik tanisi almis kadinlar i¢in kullanilmaktadir (Zegers vd.,2017).

Noroendokrin ve uterin faktorlere ragmen, yumurtaliklarin ve yumurtalik
folikiillerinin {ireme yaslanmasinda Onde gelen duzenleyicilerinin oldugu
bilinmektedir (Faddy, 2000).
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Bu hipotez yasa bagli infertiliteyi arastiran ¢alismalarda geng¢ kadinlardan
alinan oositlerin Kkalitesiyle de dogrulanmaktadir (Sauer vd.,1990; VeldevePearson,
2002). Olgun bir oositin bliylimesi, tiim yumurtalik bolmeleri arasindaki iletisime
bagli olupmultifaktoriyel bir slirectir. Folikiil/oosit yaslanmasini etkileyen faktorlerin
ve yaslanma mekanizmalarinin belirlenmesi infertilite agisindan oldukca 6nemlidir.

(Hamet ve Tremblay, 2003).

2.2 Endometriozis

Endometriozis, kadinlar1 etkileyen en yaygin gorilen ureme
bozukluklarindan biridir (Dominguez vd.,2018). Endometriozisendometriyalepitelyal
vel/veya stromal hicrelerinin uterus kavitesi disinda yumurtaliklarda, fallop
tiiplerinde, vajina veya uterusun diger kisimlarinda, nadiren de karin ve akcigerlerde
biiylimesi sonucu gelisen ve iireme ¢agindaki kadinlarin yaklasik %10'unu etkileyen,
pelvik agri, dismenore ve infertiliteye neden olan Ostrojen hormonuna duyarli
kronikinflamatuarbir hastaliktir (Giudice vd.,2004; Peiris vd.,2018). Endometriozis,
kadinlar1 etkileyen en yaygin goriilen iireme bozukluklarindan biridir (Dominguez
vd.,2018).

Infertil kadinlarin yaklasik %25-50’si endometriozisli iken, endometriozisli
kadinlarin %30-50’sinin de infertil oldugu ayrica infertil kadinlarin endometriozise
sahip olma olasiliginin fertil kadinlara gore daha fazla oldugu bildirilmektedir
(Agarwal vd.,2005; Bulletti vd.,2010; Sezgin vd., 2014). 35 yasin altindaki
endometriozisli kadinlarda infertilite goriilme orani, endometriozis tanist olmayan
kadinlara kiyasla iki kat arttigi bildirilmektedir (Prescott vd.,2016). Bu nedenle
endometriozis,  kendi  bagina  veya  diger  dogurganligi  etkileyen
faktorlerileinfertilitenin Onemli nedenleri arasinda gosterilmektedir (Tanbo ve
Fedorcsak, 2016).

IVF’te yapilan calismalarda endometriozisli kadinlarda fertil kadinlardan
daha diisiik implantasyon ve gebelik oranlari gézlenmistir. Bu durum endometriozis
ve endometriyal kisimlarda bozulma olan hastalarda diisiik oosit kalitesi ile iliskili
olabilecegi bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda endometriozisli kadinlardan alinan
oositler saglikli kadinlardan alinan oositlerle karsilastirildiginda daha olumsuz

sonuglar vermistir (Marcellin vd., 2015).
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Bu oositlerde anormal gelisim gosterme oraninin saglikli kadinlardan
alianlara gore daha fazla oldugu ve gelisen blastomer sayisinin da daha az oldugu
tespit edilmistir (Marcellin vd., 2015).

Endometriozisle ilgili yapilan epidemiyolojik agidan yapilan calismalarda,
farkli etiyolojik hipotezleri onermek veya desteklemek icin ¢esitli risk faktorleri
incelenmistir. Sosyal smif ve aile Oykiisii bir yana, endometriozis ile en tutarl
sekilde iliskili faktorler, erken menars yasi ve uzun ve agir adet dongiileridir. Diger
ana risk faktorleri, alkol alimi, oral kontraseptif kullanim1 ve poliklorlubifeniller ve
dioksinmaruziyeti gibi gevresel kirleticilere maruziyet endometriozis patogenezinde
rol oynamaktadir (Parazzini vd.,2014; Mcleod vd.,2010).

Bazi c¢alismalar dioksinlere maruz kalmanin endometriozise neden
olabilecegini one slirmektedir. Son kanitlar ayrica diger ¢evresel toksik maddelerin
(ftalatlar, bisfenol A veya organoklorlu kirleticiler gibi) endometriozis gelisiminde

rol oynayabilecegini gostermektedir (Buck vd.,2013)

2.3 Oosit Kalitesi

Oosit kalitesi, bir yumurtanin igsel gelisim potansiyelini yansitmaktadir. Bu,
olgun bir oositin dollenmesine ve bir embriyoya gelismesine izin veren biyokimyasal
ve molekiler durumu ifade etmektedir, diisiik oosit kalitesi ya polispermi (bir
yumurta hiicresine birden daha fazla sayida spermle doéllenmesi) ve/veya durmus
embriyonik gelisim ya da spontan kiirtaj ile sonuglanabilmektedir. Ayrica embriyo ve
fetiislerin cevresel faktorlerle gelisimsel olarak programlanmasinin oosit gelisim
potansiyeline aracilik ettigi 6ne surilmektedir (Fleming vd., 2004; Maloney ve Rees
2005, Thompson vd.,2006).

Oosit gelisim yeterliligi (veya kalitesi), gebelik basarisi i¢in hiz sinirlayicidir;
clinkl oositler, embriyogenez sirasinda gerekli olan mitokondri dahil olmak {izere
hemen hemen tiim hiicresel yap1 taglari igin temel olusturmaktadir. Oosit kalitesinin
kotli olmasimin en yaygin nedeni, oosit mitokondriyal verimliliginin azalmasi ve
oksidatif stresin artmasiyla giiclii bir sekilde baglantili olan dogal yaslanmadir. Yas
artisginin  fetlisteki  kromozomal anormallikler ile iliskisinde primer oositlerin
yaslandik¢a DNA hasarina duyarli olduklart bilinmektedir (Sadler, 2011).
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Bununla birlikte gen¢ kadinlarda oosit ve embriyo gelisimi sirasinda ciddi
bozukluklara neden olan hizli yaglanma veya genetik mutasyonlar nedeniyle de oosit

kalitesi bozulabilmektedir (Homer, 2020).

2.4 Oksidatif Stres

Insan oosit yaslanmasi, beslenme aliskanliklar1 ve yasam tarzi gibi farkli
cevresel faktorlerden etkilenmektedir. Yumurtalik mikrogevresi oosit yaslanmasina
ve dmriiniin uzamasinda énemli rol oynamaktadir (Toka vd.,2019).

Reaktif oksijen turlerinin (ROS) molekdllerde ve DNA da hasara yol agabilen
reaktif kimyasal bilesenlerdir. ROS fazlaligi veya antioksidan eksikligi oksidatif stres
olarak tanimlanmaktadir. Normalde vicut, antioksidanlar gibi serbest radikalleri
dengelemek icin koruyucu mekanizmalara sahiptir. Oksidatif stres, hicresel
yaslanmanin altinda yatan en kritik mekanizmalardan biri olarak kabul edilmektedir
(Toka vd.,2019;Younis vd.,2022). Oksidatif stres, ROS iiretimi ve antioksidanlarin
stipiiriicii etkileri dengesiz hale geldiginde ortaya ¢ikmaktadir. Bu dengesizlik,
normal metabolizma sirasinda {iretilen ROS'un birikmesine neden olmaktadir.
Yumurtalikta olusan oksidatif stres folikiler atreziye ve oositlerin say1 ve kalitesinde
azalmaya yol acabilmektedir (Toka vd.,2019). Oksidatif stres telomer kisalmasini ve
kromozomal ayrisma bozukluklarin1 arttirarak mayoz, fertilizasyon, embriyo
gelisimini,oosit kalitesini bozarak infertiliteye neden olabilmektedir. Bu nedenle
antioksidanlar, yumurtalik fonksiyonunun ve dogurganligin korunmasinda kritik bir
rol oynamaktadir (Devine vd.,2011; Agarwalvd.,2005).

DNA hasari, mutasyonlara ve genetik degisikliklere yol agabilmektedir. Bu
durum hiicrelerin normal islevlerini engellemesine ve ¢esitli hastaliklarin gelismesine
neden olmaktadir. Endometriozis,genetik hormonal ve gevresel faktorlerin karmasik
bir etkilesiminin sonucu olarak ortaya ¢ikmasiyla birlikte oksidatif stres ve dna hasari
endometriozisin patogenizinde 6nemli rol oynamaktadir (Carvalho vd., 2012).

Al-Saleh ve digerlerinin yaptig1 bir ¢aligmada IVF tedavisi goren 599 giftte
oksidatif stres durumu, iireme hormonlari, sigara kullanimi ve sonuglart ile iligkisi
incelenmis ve bu faktorlerin IVF tedavisinin basarisini etkileyip etkilemeyecegini
arastiritlmistir. Calisma sonuglari, yumurtayr ¢evreleyen sividaki yiiksek antioksidan

seviyelerinin yiiksek dollenme orani ile baglantili oldugunu ortaya koymustur (Al-
Saleh vd., 2021).
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Hem erkeklerde hem de kadinlarda subfertilitenin etiyolojisinde énemli bir
rolu olan oksidatif stresin endometriozisli hastalar ile arasindaki iliskiyi belirlemek
i¢in yapilan g¢alismalarda en ¢ok kullanilan biyolojik 6rneklerin serum, peritoneal
sivi, follikiiler s1vi, yumurtalik korteksi ve endometriyal dokular olabilecegi rapor
edilmektedir (Gusti vd.,2022).

Kadin lireme sisteminde graniiloza ve teka hiicreleri tarafindan salgilanan
folikiiler s1v1, folikiilogenezi ve oosit biiyiimesini ve olgunlagsmasini bozabilen ROS
dahil olmak iizere kan plazmasindan tiiretilen faktorler igermektedir (Da Broi
vd.,2018).

Yapilan galismalar da endometriozisli kadinlarin folikilersivisindaki oksidatif
stres yaygin olarak degerlendirmistir. Folikiiler sividaki ROS ve antioksidan
sistemler arasindaki dengesizlik, DNA sitoiskelet ve hiicre zar1 hasarina neden olarak
daha diisiik yumurta kalitesi, diisiik kaliteli embriyolar ve endometriozis ile iligkili
infertiliteye neden olabilmektedir (Marcellin vd.,2015; Singh vd., 2014;Da Broi
vd.,2018).

Memelilerde yumurtalik i¢ci ROS artisi, bircok faktér tarafindan
induklenmektedir. Oositlerdeki hasarli mitokondri, in vivo olarak artan ROS'un ana
nedenidir. Yasa bagli yumurtalik yaglanmasi, mitokondriyal islev bozuklugu ve ROS
agregasyonu ile iligkilendirilmistir (Hou vd., 2019).

Viucutta ROS birikimine ek olarak sigara igmek, sagliksiz beslenme
aligkanligir egzersiz eksikligi, cevresel Kirleticilerinde in vitro olarak oosit
olgunlagmasi sirasinda bir ROS kaynagi olarak hiperoksik ortam olusturup asiri
inflamasyon sonucu oksidatif stres ve DNA hasarina neden olabilecegi
bildirilmektedir (Dattilo vd.,2016;Zhang vd.,2021;Asadi vd.,2017).

Son yapilan ¢alismalarda folikiler sividaki ROS ve antioksidan sistemler
arasindaki dengesizlik arastirilarakendometriozisli kadinlarin serumundaki total
antioksidan sistem (TAS) diizeylerinin kontrollere gore anlamli derecede diisiik
oldugu ve antioksidan tedavilerin yumurta kiiltiirii ortaminin takviyesi veya oral
uygulama vyoluyla yumurta Kkalitesini iyilestirebilecegi bildirilmektedir (Zhang
vd.,2021; Tirkyilmaz vd.,2016; Turgut vd., 2013).

Sonug olarak antioksidan takviyesi, ROS aracili oosit hasarin1 azaltmakta ve

yaslanan oosit ve folikullerin kalitesini korumaktadir (Piatek vd.,2016).
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2.5 Kimulus Hucreleri ve DNA Hasar

Memeli oositleri, bitisik somatik hiicrelerle karsilikli bagimli bir iliski i¢inde
gelismektedir. Oosit biiyiimesinin biiyiik kismi, yumurtanin nispeten farklilasmamis
graniiloza hiicreleri ile yakindan iliskili oldugu preantral foliklllerde meydana
gelmektedir. Yaklasik olarak oosit biiylime fazinin sonuna karsilik gelen
folikiilerantrum olusumu {izerine, granlloza hicreleri anatomik ve fonksiyonel
olarak farkli iki gruba ayrilir: folikiil duvarmi kaplayan ve esas olarak steroidojenik
bir role sahip olan muralgranuloza hiicreler ve oosit ile yakin bir iligki olusturan
kimulus hucreleridir Kimualls hicreleri zona pellucidaya nufuz eden ve oosit ile
uclarinda bosluk kavsaklar1 olusturan ve kiimiiliis-oosit kompleksi adi verilen trans-
zonalsitoplazmik yapiya sahiptir (Albertini vd., 2001; Da Broivd.,2018). Embriyonik
gelisim kapasitesiniarttirmak igin antralfolikiiler gelisim siirecinde 00sit yavas yavas
ve sirali olarak mayotik ve gelisimsel yeterlilik kazanmaktadir (Gilchrist vd.,1997).

Oogenez (yumurta farklilagmasi) asamasinda,oosit embriyo gelisiminin
molekdler ve sitolazmik mekanizmasi Sekil 1°de gosterilmektedir (Sirard vd., 2006).

Bu siireg 'oosit kapasitasyonu' olarak adlandiriimaktadir (Hyttelvd.,1997).
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SEKIL2.1: Yumurtalik anatomisi olgun antralfolikiilde oosit, antrum igindeki folikiiler s1v1 ile temas
halinde olan, kiimiilis hiicreleri adi verilen O6zellesmis graniiloza hiicreleri ile gevrilidir (Von
Mengden vd. 2020 ).
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Farklilagmamis graniiloza hiicrelerinden kdken alan kiimiiliis hiicreleri, 00sit
kalitesini ve embriyonik gelisim siirecini ve infertilitetedavisinde gebelik sonuglarini
tahmin etmede 6nemli rol oynayan hiicrelerdir. (Da Broi vd.,2018; Bongkoch
vd.,2021). Kumulas hicrelerinde ROS lretiminin endoplazmik retikulum (ER)
stresini uyandirma yoluyla endometriozisover kiimiiliis/graniiloza hicrelerinin
yaslanmasini indiikledigini ve bunun da endometriozis ile iligkili infertiliteye katkida
bulundugunu gostermistir (Xiang vd.,2020).

DNA hasarinin, dogurganlik tizerinde olumsuz etkileri olabilir. Kimiiliis
hicrelerindeki DNA hasar1 veya apoptozun belirlenmesi oosit kalitesini yansitmasi
nedeniyle, DNA hasarinin belirlenmesi hem kadin iireme sisteminin biyolojik
potansiyelinin degerlendirilmesiigin bir test,hem de cevredeki toksik maddeleri igin
biyobelirte¢ olarak gosterilmektedir (lldik6 vd., 2005). Endometriozisli hastalarin
patofizyolojisinin altinda yatan mekanizmalarinin daha ¢ok arastirilmasina ihtiyag
duyulmaktadir (Carvalho vd.,2012).

Son yillarda yapilan arastirmalar, DNA hasarmin fertilite iizerindeki
etkilerini incelemekte ve kiimiiliis hiicrelerindeki DNA hasarinin belirlenmesi de

onem kazanmaktadir.

2.6 Klotho

Admi Yunan kader tanricasindan alan klothoyakin zamanda kesfedilenve
viicutta cesitli organlarda iiretilen o, B ve g-Klotho izoformlarini igeren tek gegisli
transmembran proteinleridir (Xu vd.,2020). Insanlarda, o-klotho c¢ogunlukla
bobreklerde, paratiroid bezinde, yag dokusunda ve koroid pleksusta eksprese edilerek
membrana bagli ve ¢6ziiniir formlarda var olan yasa bagl siiregleri diizenlemektedir.
Ayrica prostat, ince bagirsak, plasenta ve gobek kordon kaninda da
bulundugubilinmektedir. Cozunir a- klotho, dolasimdaki ana fonksiyonel formdur ve
kan, idrar ve beyin omurilik sivisinda tespit edilebilmektedir (Neyra ve Hu,2017;
Makoto 2011; Guo vd.,2018).

Klotho'nun temel iglevleri arasinda fosfat dengesini diizenlemek, antioksidan
aktivite gostermek, inflamasyonu azaltmak ve yaslanma siirecinin etkilenmesi
sayilabilmektedir (Hu vd.,2013).
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Bobrek, beyin ve treme sistemi gibi organlarda klotho proteininin diizgun
calismasi, saglikli iireme fonksiyonlari i¢in Onemli oldugu bilinmektedir. (Xu
vd.,2020). Yapilan galismalarda klotho eksikligi veya klotho geninin susturulmasinin
anormal fosfat ve mineral regiilasyonu sergileyerek hizlandirilmis yaslanma ve kisa
Omre yol actig1 asir1 ekspresyonun ise omrii uzattigi ve bir¢ok metabolik yola
katilarak bobreklerde, koroid pleksusta ve ndronlarda yiiksek oranda ifade edildigi
bildirilmektedir (Makoto, 2008; Makoto vd.,1997).

Baobrek, beyin ve treme sistemi gibi organlarda klotho proteininin diizgln
caligmasi, saglikli iireme fonksiyonlart i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir (Xu
vd.,2020).

Kadin iireme sisteminde, a-klotho meme dokusunda, yumurtalikta, salpinks
ve uterusta ifade edilmektedir. Son zamanlarda klotho geni tarafindan kodlanan bir
doku enzimi olan klothonunhipotalamus-hipofiz-yumurtalik aksi ile yakindan iligkili
oldugu,ostrojende dahil cesitli hormonal fonksiyonlart etkileyebildigi, kadin iireme
hastaliklarimin ~ gelismesinde  ve  ilerlemesinde  6nemli  rol  oynadigi
bildirilmektedir.Ayrica ilerleyen yasla birlikte de klotho gen anlatimi azalmaktadir
(Xu ve vd.,2020; Takemura ve Okabe 2016; Lu vd., 2008; Biyik vd., 2021).

Klotho geni,hamilelik sirasinda agirlikli  olarak plasentada eksprese
edilmektedir.Gebe kadinlarin gebe olmayan kadinlardan daha yiiksek plazma o-
klotho seviyesine sahip oldugu ve plazma o-klotho seviyesinin gebelik yasinin
artmasiyla birlikte arttigi gortilmektedir (Loichingervd., 2016).

Zenghui Mao ve digerlerinin yaptigi ¢alismada Klothoile tedavi edilen disi
siganlardaklothonun  gebelik  oranin arttign  ve  yumurtalik fonksiyonunu
normallestirerek ve kistik folikiillerin olusumunu azaltarak yeni doganlarin viicut
agirhigini arttirdign bildirilmektedir (Mao vd.,2018).

Kadinlardaki  diisiik  serum  klotho  duzeyleri infertilite  riskini
artirabilmektedir. Kadinlarda yumurtaliklarda anormal folikiil gelisimi ve hormonal
duzensizliklerle karakterize edilen polikistikover sendromu (PKOS) hastalarinda
serum klotho duzeylerinin azaldigi ve bu durumun infertilite ile iliskili oldugu
bildirilmektedir. Serum klotho duzeylerinin infertilite Gzerindeki etkisinin ve
mekanizmalarinin anlasilmasi igin daha fazla ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Fan

vd.,2016; Xu vd.,2020).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.Calismaya Dahil Edilen Hasta Gruplar1 ve Ozellikleri

Calismaya katilan tiim hastalarin klinik bilgileri mevcuttur. Calismamiz i¢in
Istanbul Yeni Yiizyil Klinik Arastirmalar Etik Kurulunda 09.12.2021 tarih ve 39
sayili yazisi ile etik kurul onayr alinmistir. Etik Kurulu’ndan onay alindiktan sonra
2022-2023 yillar1 arasinda Istanbul Momart klinigine basvuran toplam 88 hasta ile
gorisiildii. Calismaya onay veren 61goniillii hastalara bilgilendirilmis onam formu
okutuldu ve onaylatildi. Calismaya katilan her bir kisiden 6rnekler alinmadan dnce
hastalarla yuz-ylze sosyo-demografik verileri i¢eren bir anket doldurmasi istendi.
Hastalarin primer tanisi, yasi, kilosu, boyu, sigara aligkanhigi, beslenme
aliskanliklan, giinlik yasamda veya c¢alisma ortamlarinda herhangi bir kimyasala
maruz kalip kalmadiklari, ek hastaliklari, egitim bilgileri, meslegine iligkin bilgileri
sorgulandi. Ayrica tim katilimcilarin 6rnek toplamadan birka¢ ay Once yasam

tarzlarinin ve ortamlarinin degismedigi onay1 da alindu.

Hastalarin ¢calismaya dahil edilme Kkriterleri;
o Laporoskopik ve ultrasonografik olarak endometriozis tanisi almis ve
infertilite sebebiyle bagvuran,
o En az bir yillik evli olan,
o Onceden tan1 almis kronik karaciger, akciger, bobrek ve kalp hastalig
olmayan,

o Kalitsal bir hastalig1 bulunmayan,

Hastalarin ¢alismaya dahil edilmeme kriterleri;
o Endometriozis dis1 sebeplerle basvuran infertilhastalardan,
o IVF/ICSI (Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) endikasyonu uygun

gorulen ciftler.
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3.2 Orneklerin Toplanmasi

Calismaya katilan her bir kisiden alinan kan ornekleri ve folikilersivi (FF)

uygun kosullarda toplandi.
3.2.1 Serum drnekleri

Infertilite klinigine infertilite nedeniyle bagvuran ciftlerden endometriozisi
olan infertil ve endometriozisi olmayan fertil kadinlardan 5 ml kan 6rneklerijelli
serum ayirma tiiplerine alindi. Kan 6rnekleri, toplandiktan sonra 30 dakika iginde
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 Klotho analizi yapilincaya kadar -
20°C’de klinikte muhafaza edildi. Analizlerin yapilmas: igin tiim &rnekler Istanbul

Yeni Yiizyil Universitesi Yasam Bilimleri Laboratuvaruna transfer edildi.
3.2.2 Kimulus hucreleri

Kiimiiliis hiicreleri, oosit icermeyen ve IVF i¢in gerekli olmayan atilmis
folikiiler aspiratlardan elde edildi. Oosit toplama islemi Insan Koryonik
Gonadotropini (HCG) dozundan itibaren 35-36. saatte gerceklestirildi (Mehri
vd.,2017). Her bir hasta i¢in yapilan yumurta toplama (OPU) islemiyle hastalara ait
oositler folikiil sivisindan uzaklastirildiktan sonra yaklasik olarak 2-2.5 saate varan
inkiibasyon sonrasi kiimiilis hiicreleriyle sarilan oositler hyaluronidaz igeren
droplarda 37°C’lik ortamda 2-5 dakika bekletildi (Totey vd., 1993). Oositlerden
ayrilan kiimilis hiicreleri fosfat tamponlu salin (PBS) i¢inde yikanarak eppendorf
tlpdnde toplandi (Vireque vd., 2017).

3.3 Kimyasal Maddeler

o Etidyumbromir (ETBR),SigmaAldrich, E8751

o Dimetilstlfoksit (DMSO),Sigma

o Fosfat tamponlu salin (PBS), Sigma

o Sodyum klortr (NaCl), Merck

o Potasyum klorir (KCI), Merck

o Triton X-100, Merck

o Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)Sigma

o Trisaminometan(Trishbase), Sigma

o Diisiik Kaynama Dereceli Agaroz (LMA), Sigma
o Yuksek Kaynama Dereceli Agaroz (HMA), Sigma
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o Disodyum fosfat (Na2HPO4), Merck
o Sodyum hidroksit (NaOH), Merck
o Human (KI) KlothoElisa Kit, ELABSCIENCE, E-EL-H5451

3.4 Kullanilan Alet ve Cihazlar

O

Ayarlanabilir otomatik pipetler (2-20 pL; 20-200 pL;100-1000 pL)
Buzdolabi(+4°C)

Derin Dondurucu (-20 C)

Elektroforez (Elite 300-Wealtech)

Su banyosu (Wisebath-Wisdlab)

Laminarkabin

Sicak alan (Hot plateStirrer-Dathan MSH-20A)
Vortex (Isolab)

Hassas terazi (Radwag-AS220)
pHMetre(Hanna Instruments HI 221)
Sogutmali Santrifuj (Nive Nf 800R)

ELISA reader (ThermoScientificMultiskan GO)
Floresans Mikroskop (Zeiss)

3.5 Kullanilan Sarf Malzameler

Otoklav bandi

Otoklavlanabilirschott sise (250 mL; 500 mL; 1 L)
Pastor pipeti (2 mL)

Pipet ucu (2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000. pL)
Lateks eldiven

Filtre kagidi

Falkon ttp (15 mL; 50 mL)

Serolojik pipet (10 mL; 50 mL)
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3.6.Cahismada Kullamilan Yontemler
3.6.1.CometAssay Yontemi

DNA sarmal kiriklarinin tespiti i¢in ‘CometAssay’ olarak adlandirilan (Single Cell
Gel Electrophoresis-SCGE) yontem kullanilarak kiimiiliis hiicrelerinde DNA hasar1
arastirildi (Singh vd.,1988).

3.6.1.1 CometAnalizinde Kullanilan Coézelti ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Fosfat tamponu (10 mM, pH 7,4, 1000 mL); Bir beher igerisine ayr1 ayri tartilmak
suretiyle; 136 mMNaCl, 2,7 mMKCI, 10 mMNa;HPOs, 10 mM KH2PO4
konulduktan ve Uzerlerine 600 MI distile su ile ¢oziinmeleri saglandi. pH metrenin
kalibrasyonu yapilarak ¢ozelti pH’s1 7,4’e ayarlanmis ve cam siseye aktarilarak son
hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 2-8 °C’de buzdolabinda
kullanilmak tizere saklandi. (Singh vd.,1988)

Lizis ¢ozeltisi (pH 10, 500 mL); bir beher igerisine ayr1 ayri tartilmak suretiyle; 136
mMNaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris tartildiktan sonra Gzerlerine 350 mLdistile su
eklendi ve karistirict yardimiyla ¢oztinmeleri saglandi. pH metrenin kalibrasyonu
yapilarak ¢ozelti pH’s1 10’a ayarlanmis ve cam siseye aktarilarak son hacim distile
su ile 500 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti +4 °C’de kullamlmak iizere
saklanmistir. Cozeltimiz kullanilmadan bir saat 6nce; ImL %1°lik Triton-X100’den
1 mL, %10’luk DMSO’dan 10 mL alinmis ve son hacim 100 mL olacak sekilde liziz
¢ozeltisi ile meziirde tamamlanmistir. Sonrasinda soguk liziz igin buzdolabinda
bekletilmistir. DMSO kullanilmasinin amaci hemoglobinlerde {iretilen serbest demir

radikallerinin temizlenmesidir (Singh vd.,1988).

Elektroforez tamponu (pH 13,1, 1000 mL); farkli beherler igerisine ayri1 ayri
tartilarak,

Stok 1: 10 N NaOH ile 500 mLdistile su,
Stok 2: 200 mM EDTA ile 200 mLdistile su karistirildi.
Cozeltinin pH13’ten biiyiik olmas1 saglandi ve elektroforez tankinin hacmine goére

toplam hacim ayarland: (Singh vd.,1988).
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Notralizasyon ¢ozeltisi (pH 7,5, 250 mL); 0,4 M Tristartilarak bir beher igerisine
konulmus, iizerine 150 mLdistile su eklenerek magnet yardimiyla karistirildi,
pHmetrenin kalibrasyonu yapilarak ¢ozeltinin pH’s1 7,5 olacak sekilde ayarlanmastir.
Kapakli cam bir siseye aktarilarak distile su ile 250 mL’ye tamamlanmistir. Analize
kadar 2- 8°C’de buzdolabinda saklanmistir (Singh vd.,1988).

Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMA); LMA’dan 0,75 g tartilarak tizerine 10 mL
PBS (10 mM, pH 7,4) eklenmis, mikrodalgada kaynatilmis ve analize kadar 2-8
°C’de buzdolabinda saklanmustir (Singh vd.,1988).

Normal kaynama dereceli agaroz (NMA); NMA’dan 1 g tartilarak iizerine 100 mL
PBS (10 mM, pH 7.4) eklenmis, mikrodalgada kaynatilmis ve analize kadar 2- 8
°C’de buzdolabinda saklanmistir (Singh vd.,1988)

Boyama cozeltileri; notralizasyon islemi tamamlandiktan sonra comet gozlenmesi
icin floresan bir boya olan toz etidyumbromid (ETBR)’den20 pL alinmis ve iizerine
10 pL distile su eklenerek cam bir siseye konulmus, cam sisenin yiizeyi 1sik
almamasi amaciyla aliiminyum folyo ile kapatilarak buzdolabinda saklanmustir
(Singh vd.,1988). Calismamizda Hyaluronidase islemi sonrasi izole edilen kiimiiliis
hicrelerinde bu adimlar izlenerek ETBR floresan boya kullanilarak DNA hasar

seviyesi belirlenmistir.

3.6.1.2.DNA Hasarimin Degerlendirilmesi

Calismamizda hazirlanan preparatlari  floresan mikroskobunda X40
biiyiitmede; DNA hasari i¢in, her alanda en az 100 hiicre sayildi. Gorsel olarak analiz
isleminde Comet, DNA go¢ uzunluguna gore 5 kategoride siniflandirilir ve insan
goziiyle kolaylikla ayirt edebilmektedir.

Parlak spot goriinim DNA kuyruk gorlintiisii  vermemistir ve 0
kategorisindedir.Cok Kkiglk baslica cometler ve uzun daginik kuyruklar 4.
kategoridedir. 0 ve 4. kategoriler arasinda kalan cometler; 1, 2, 3 olarak
siniflandirildi.  DNA hasarint (TCS) degerlendirmek i¢in toplam kuyruklu yildiz
puan1 parametresi kullanildi. Daha sonra toplam kuyruklu yildiz puani (TCS)
asagidaki formiile gore hesaplandi:TCS=0(n)+1(n)+2(n)+3(n)+4(n), burada “n” her

smiftaki hiicre sayisin1 gostermektedir.
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Comet gorlntiileri Zeiss Zen (Blue Edition) programinda kaydedilerek
hiicrelerdeki DNA hasar1 TritekCometScoretm 2.0,2012 programi kullanilarak comet
basimi kuyruktan ayirt edebilmesiyle %DNA tail uzunlugu belirlendi.DNA hasari
yiizde kuyruk DNA's1 olarak ifade edildi, burada ylizde kuyruk DNA= [kuyruk
DNA's1/ (kafa DNA+kuyruk DNA's1)] 100x. A daha yiiksek yiizde kuyruk DNA'si,
daha yiiksek bir DNA hasar1 seviyesine isaret etmektedir. (McKelvey vd 1993;
Green vd.,1996; Collins 2004).

3.6.2.Serumda Klotho Analizi
Serum klotho analizi Human (KI) Klotho Elisa Kit, ELABSCIENCE, E-EI-
H5451 ElisaReader’da Optik  yogunluk (OD), 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak ol¢uld.

3.6.3.istatistiksel Analizler

Arastirma verisi IBM SPSS 22 (IBM Statistical PackageforSocialSciences)
araciligiyla bilgisayar ortamima yiiklenip ve degerlendirilmistir. Kategorik
degiskenlerin tanimlayici istatistikleri say1 ve yilizde olarak sunulmustur. Kategorik
degiskenlerin karsilastirilmasinda ¢apraz tablolardan yararlanilip “Pearson Ki-Kare
Test1”, “Yates Siireklilik Diizeltmesi” ve” Fisher Kesinlik Testi” uygulanmstir.
Anlamli ¢ikan sonuglarin alt grup testleri icin “Bonferonni Diizeltmesi” uygulanarak
yorumlanmustir. Niimerik degiskenlerin tanimlayict istatistikleri normal dagilan
degiskenler i¢inortalama (+)standart sapma, normal dagilmayan degiskenler icin ise
ortanca (min-maks) seklinde sunulmustur. Niimerik degiskenlerin normallik dagilimi
“Kolmogorov-Smirnov” veya ‘“Shapiro-Wilk” testleri ile degerlendirilmistir. Iki
bagimsiz gruplu niimerik degiskenlerin karsilastirilmasinda normal dagilan
degiskenler i¢in “Bagimsiz Orneklemler i¢in T”, normal dagilmayan degiskenler igin
“Mann-Whitney U” testlerinden yararlanilmistir. Ikiden ¢ok niimerik gruplarin
karsilagtirillmasinda “Kruskall-Wallis H” veya “Tek yonlii ANOVA” testlerinden
yararlanilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri ise p<0.05 kabul edilip, p<0.10,
p<0.01 ve p<0.001 olacak sekilde de yorumlanmustir.
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4 BULGULAR

4.1 Demografik Sonugclar

Calismaya alinan 67 hastaya ait genel 6zellikler Tablo 1’deverilmistir. Buna
gbre; en ¢ok yas aralig1 26-33 yas grubundadir (26 hasta). Viicut kiitle indeksi (VKI-
BMI)’s1 32 ve iizeri olan sadece 8 hasta vardir (%11,9). Hastalarin ¢ogu tiniversite
mezunudur (%56,7). Tiip bebek tedavisi goren 35 hasta vardir ve bu hastalarin biiyiik
kismi1 3. IVF tedavisindedir. Hastalardan 20 hasta alkol kullanmaktadir. 38 hasta
sigara igmektedir ve sigara icenlerin de ¢ogu (%63,1) glinde 1 paket sigara
icmektedir. 10 hasta (%14,9) vitamin takviyesi almaktadir. Tiim hastalarin %40,3’0

egzersiz yapmaktadir.

Tablo 4.2 :Hastalarin demografik 6zellikleri-1

Degiskenler Say1 (%)
Grup
Fertil 32 (47.8)
infertilendometriozis 35 (52.2)
Yas
18-25 11 (16.4)
26-33 26 (38.8)
34-41 19 (28.4)
42 ve Usti 11 (16.4)
BMI
20-23 20 (29.9)
24-27 20(29.9)
28-31 19 (28.4)
32 lizeri 8 (11.9)
Egitim
Ortaokul 5 (7.5)
Lise 24 (35.8)
Universite 38 (56.7)
Kag tip bebek tedavisi
1.Deneme 5(14.3)
2.Deneme 12 (34.3)
3 ve iizeri Deneme 18 (51.4)
Sigara
Hayir 29 (43.3)
Evet 38 (56.7)
Sigara icme siklig1
Giinde 1pk 24 (63.1)
Haftada /ayda 1pk 14 (36.8)
Alkol
Hayir 48 (71.6)
Evet 20 (29.9)
Vitamin takviyesi
Hayir 57 (85.1)
Evet 10 (14.9)
Kimyasal Maruziyet
Hayir 64 (95.5)
Evet 3(4.5)
Psikolojik Stres
Yok/Bazen 21 (31.3)
Sik Sik/Herzaman 46 (68.7)
Egzersiz
Hayir 40 (59.7)
Evet 27 (40.3)
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Tum hastalara ait kiimdlis Cometskorlarive serum Klothodizeylerine ait

tanimlayici istatistikler Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2:Comet ve klothodiizeylerine ait tanimlayici istatistikler

Degiskenler Ort+ SD Ortanca (minimum-maksimum)
Comet 104.47 £ 4.2 104 (100 — 123)
Alfa serum klotho 375.23 £ 207.65 280 (83.29 — 970)

SD: standart sapma

67 hastanin 32’si fertil, 35’1 infertilendotmetriozis hastalardir. Demografik
verilere gore fertil ve infertilendotmetriozis hastalarin dagilimi ve karsilastirilmasi
Tablo 3 ve Tablo 4’te verilmistir.Infertil hastalarin ¢ogu (%77,1) vitamin takviyesi
almamaktadir ve bundan kaynakli gruplar arasinda %90,2 guvenle anlamli bir
farklilik mevcuttur (p=0.057). “’Psikolojik stres yasiyor musunuz?’’ sorusuna ’sik
sik/her zaman yasiyoruz’’cevabiniheminfertilhemdefertil  hastalarm  verdigi
gorilmektedirAilede genetik hastalik var mm? sorusuna cevapverenfertil-
infertilendotmetriozis hastalar1 arasinda %95 giivenle istatistiksel olarak anlaml
ancak %26’lik zayif bir saptanmistir (p=0.037). Cogunda (%80) giiclii aile oykiisii

bulunmamaktadir.

Tablo 4.3:Fertil ve infertilendometriozis olan hastalarin genel 6zelliklerinin dagilimi ve karsilagtirilmasi-1

Degiskenler Fertil(n:32) infertilendotmetriozis(n=35) p degeri
Yas

18-25 6 (18.8) 5(14.3) 0.5912
26-33 10 (31.3) 16 (45.7)

34-41 11 (34.4) 8 (22.9)

42 ve Ustl 5 (15.6) 6 (17.1)

BMI

20-23 10 (31.3) 10 (28.6) 0.5472
24-27 11 (34.4) 9 (25.7)

28-31 9(28.1) 10 (28.6)

32 uzeri 2(6.3) 6 (17.1)

Egitim

Ortaokul 2(6.3) 3(8.6) 0.890?
Lise 11 (34.4) 13(37.1)

Universite 19 (59.4) 19 (54.3)

Kag tip bebek tedavisi

1.Deneme 0(0) 5 (22.7) 0.042%"
2.Deneme 3(23.1) 9 (40.9)

3 ve iizeri Deneme 10 (76.9) 8 (36.4)

Kategorik degiskenlerin tanimlayici istatistikleri say: (siitun i¢indeki %’lik) olarak sunulmustur.a: Pearson Ki-
Kare Testi; b: Yates Sureklilik Dlzeltmesi; c: Fisher Kesinlik Testi;p<0.05
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Tablo 4.4:Fertil ve infertilendotmetriozis olan hastalaringenel ozelliklerinin dagilimi ve
karsilastirilmasi-2

Degiskenler Fertil(n:32) | Infertilendotmetriozis(n=35) p Degeri
Sigara

Hayir 15 (46.9) 14 (40) 0.749°
Evet 17 (53.1) 21 (60)

Sigara icme sikhigi

Glnde 1pk 11 (64.7) 13 (61.9) 0.565°
Haftada veya aydalpk 6 (35.3) 8 (38.1)

Alkol

Hayir 25 (78.1) 23 (65.7) 0.393°
Evet 7(21.9) 12 (34.3)

Vitamin takviyesi

Hayir 30 (93.8) 27 (77.1) 0.057¢"
Evet 2 (6.3) 8 (22.9)

Kimyasal Maruziyet

Hayir 31 (96.9) 33 (94.3) 0.534°¢
Evet 1(3.1) 2 (5.7)

Psikolojik Stres

Yok/Bazen 8 (25) 13 (37.1) 0.564%
Sik Sik/Her zaman 24 (75) 22 (62.9)

Egzersiz

Hayir 19 (59.4) 21 (60) 0.958°
Evet 13 (40.6) 14 (40)

Kategorik degiskenlerin tanimlayici istatistikleri say1 (siitun i¢indeki %’lik) olarak sunulmustur.a: Pearson Ki-Kare Testi; b:
Yates Sureklilik Duizeltmesi; c: Fisher Kesinlik Testi;*p<0.05;**p<0.10

Hastalarin Comet ve serum klothodiizeylerininfertil ve infertilendometriozis
gruplara gore Kkarsilastirilmast Tablo 4.5 de verilmistir. Buna gore;fertil-
infertilendometriozis olan hastalarnComet diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanamazken (p=0.104), Klothodiizeyleri arasinda %99 giivenle
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001) ve bu farklilik infertil

bireylerdeki Klotho diizeylerinin daha diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir.

Tablo 4.5: Hastalarin skorlamalarina gore gruplarin karsilastirilmasi

Degiskenler Fertil (n:32) Infertilendotmetriozis (n=35) | p Degeri
Comet 103 (100-114) 104 (100-123) 0.1042
Klotho 556.28+149.14 209.69+66.08 <0.001°"™"

Normal dagilan niimerik degiskenlerin tanimlayict istatistikleri ort+sd; normal dagilmayan niimerik
degiskenlerin tanimlayici istatistikleri ise ortanca (min-mak) olarak gosterilmistir. a: Mann- Whitney U Testi; b:

Bagimsiz Orneklemler T Testi;*:p<0,05;***:p<0,001.

Infertilendometriozis hasta grubundaki genel 6zelliklerin klotho ve comet

diizeylerinin karsilagtirilmasi1 Tablo-6 ve Tablo-7’de verilmistir.
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Tablo 4.6:infertil hastalarmn demografik 6zelliklerine gére serum klotho ve Comet

karsilagtirilmasi-1

skorlarinin

Degiskenler Serum klotho P degeri COMET P Degeri
Yas

18-25 189.75481.83 10749.14

26-33 210.91461.24 0.9128 105.184+4.15 0.7942
34-41 215.09459.14 105.374+3.96

42 ve ustl 215.88487.73 10442.97

BMI

20-23 219.28465.83 104.943.45

24-27 197.04+58.93 0.713® 10644.36 0.7732
28-31 222.97481.35 106+6.94

32 Uzeri 190.56156.26 103.6743.2

Egitim

Ortaokul 267.8492.93 1054+2.65

Lise 213.94+62.63 0.2272 105.23+4.07 0.9912
Universite 197.62+62.8 105.3745.57

Kag tip bebek tedavisi

1.Deneme 173.9 (113.5-231) 110.648.62 0.049%"
2.Deneme 225.8 (138-266) 0.515¢ 103.8943.37

3 ve lizeri Deneme 222.1 (83.29-362.1) 105+3.34

Genetik

Hayir 209.31+68.76 105.47+4.78 0.466°
Evet 213.824+30.63 0.912° 103.3+4.93

Normal dagilan niimerik degiskenlerin tanimlayict istatistikleri ort+SD; normal dagilmayan niimerik degiskenlerin tanimlayici
istatistikleri ise ortanca (min-mak) olarak gosterilmistir. a: Tek Yonlii ANOVA analizi; b: Bagimsiz Orneklemler igin t Testi; c:

Mann-Whitney U Testi;d: Kruskall-Wallis H Testi;*p<0.05

Tablo 4.7:Infertil hastalarin demografik 6zelliklerine gore serum klotho ve cometskorlarinin

karsilastirilmasi-2

Degiskenler Serum klotho P degeri COMET P Degeri
Sigara

Hayir 204.414+50.04 0.682° 102.5 (101-109) 0.495¢
Evet 213.22475.92 106 (100-123)

Sigara icme sikhig1

(n=38)

Ginde 1pk 216.72+ 82.7 0.891° 104 (100-123) 0.246°
Haftada veya aydalpk 207.53+68.43 107.5 (101-114)

Alkol

Hayir 211.07+65.63 0.868" 103 (101-123) 0.123¢
Evet 207.074+69.8 108 (100-114)

Vitamin takviyesi

Hayir 209.77+70.65 0.990° 104 (100-123) 0.832¢
Evet 209.44+51.68 104.5 (101-114)

Kimyasal Maruziyet

Hayir 204.59+62.28 0.0620™ 105.45+4.85 0.402°
Evet 293.94+96.38 102.54+0.7

Psikolojik Stres

Yok/Bazen 234 (113.5-283.7) 0.353° 104 (100-123) 0.468°
Sik Sik/Her zaman 180.1 (83.3-362.1) 105 (100-114)

Giiclii Aile Oykisi

Hayir 200.25 (83.29-362.1) 104 (100-123)

Evet 235 (131-266) 0.281° 105 (101-109) 0.984°¢
Egzersiz

Hayir 208.35+74.65 104 (100-123)

Evet 211.71453.29 0.885° 104 (101-114) 0.881°¢

Normal dagilan niimerik degiskenlerin tanimlayici istatistikleri ort£SD; normal dagilmayan niimerik degiskenlerin tanimlayici
istatistikleri ise ortanca (min-mak) olarak gosterilmistir. a: Tek Yonlii ANOVA analizi; b: Bagimsiz Orneklemler i¢in t Testi; c:
Mann-Whitney U Testi; d: Kruskall-Wallis H Testi;*p<0.05;**p<0.10
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Yas gruplarina goére hem serum klotho hem de comet diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamustir.

32 tzeri BMI olan hastalarin hemserumklotho hem de comet dizeyleri
disiiktiir.  BMI  gruplarina gore bu diizeyler arasinda anlamhi bir fark
saptanamamugtir. Tlip bebek tedavisi gdren hastalarin gormeyenlere gore klotho

diizeyleri daha disiiktlr, comet diizeyleri ise benzerdir.

Kag tiip bebek tedavisi gordiiklerine gore serum klotho diizeyleri arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir farklilik saptanmazken, comet diizeylerine gore %95
giivenle en az bir grubun digerlerinden farkli oldugu ve bu farkliligin da 1.
Denemedeki comet diizeylerinin diger iki gruba gore yiliksek olmasindan
kaynaklandig1 saptanmistir. Sigara icenlerde serum klotho ve comet diizeyleri daha
yiiksek oldugu saptansa da bu yiikseklik istatistiksel a¢idan anlamli degildir. Sigara
icme siklig1 daha yiiksek olanlarda (giinde 1 pk) klotho diizeyi yiiksek iken, comet
diizeyi daha dusiliktiir ancak bu ylikseklik/diistikliik istatistiksel olarak anlamli
degildir. Alkol kullananlarin serum klotho diizeyleri daha diisiik comet diizeyleri ise

daha yuksektir.

Vitamin takviyesi alan ve almayanlarin hem serum klotho hem de comet
diizeyleri arasinda anlaml bir farklilik yoktur. Kimyasal maruziyeti olan hastalarin
serum klotho duzeyleri daha yiiksek ve %90 guvenle istatistiksel olarak maruziyet
olan ve olmayan hastalar arasinda farklilik vardir. Comet diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik olmasa da maruziyeti olanlarin diizeyleri daha
diisiiktiir. Sik sik/her zaman psikolojik stres olanlarin serum klotho hem diizeyleri
nadiren olanlara gore daha yuksek, comet diizeyleri ise degismemektedir. Hem
serum klotho hem hem de comet diizeylerinde iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik saptanamamagtir.

Ailede genetik hastalik olanlarin serum klotho hem diizeyleri daha yiiksektir.
Comet duzeyleri ise olmayanlarla benzerdir. Her iki grup arasinda da bu diizeylere
gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanamamistir. Egzersiz yapanlarin
serum klotho hem dizeyleri yapmayanlara gore daha yiiksek comet dizeyleri ise
birbirine yakindir. Ancak her iki diizeye gore de gruplar arasinda anlamli bir farklilik

saptanamamigtir
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ENDOMETRIOZIS

TAIL DNA(%)

HASTALAR

(1,425624, . (4,029624, .. (6,629624, .. (5,229624, ...
[0,125624,... {2,729624, ... (5,329624, .. (7,929624,...

TAIL DNA (%)

SEKIiL4.1: Kumilis hiicreleri cometisimalart bilgisayar gorintii analizi-1 (kuyruktaki DNA
yuzdesi),CometScore (TriTek 2.0) yazilimi kullanilarak analiz edildi.

KONTROL GRUBU

TAIL DNA (%)

TAIL DNA (%)

SEKIiL4.2: Kimiiliis hiicreleri cometisimalar1 bilgisayar goriintii analizi -1l (kuyruktaki DNA
yuzdesi),CometScore (TriTek 2.0) yazilimi kullanilarak analiz edildi.
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5.TARTISMA VE SONUC

Infertilite; tibbi, psikolojik, psikiyatrik, sosyal ve ailesel sorunlar getiren,
kiltiirel, dini ve smif yonlerine sahip olan, ¢iftleri beklenmedik stres faktorleriyle
karsilagtiran, cinsellik ile ilgili bir basarisizlik ve yetersizlik duygusu hissetmesine

neden olan zorlu bir surectir (Hocaoglu ve Sezgin,2014).

IVF tedavisi, infertilite sorunu yasayan ciftler icin 6nemli bir tedavi
yontemidir. Ancak, tedavi sureci Ureme hormonlari, oksidatif stres ve inflamasyon
gibi pek cok faktorden etkilenmektedir. Bu tedavi, yumurta toplama, doéllenme ve
embriyo transferini iceren bir dizi prosediirden olusmaktadir. IVF tedavisinde,
yumurta hticreleriyle birlikte kimiilis hiicreleri de toplanmaktadir (Zhuo ve
Kimata,2001). Kiimiiliis hiicreleri ve oositler arasinda kurulan ¢ift yonli iletisim
oosit canliligr igin gereklidir. Bu iletisimin bosluk baglantilarinda herhangi bir
bozulma,oositin hucre i¢i ATP'sini azaltmaktadir. Kimulus hiicrelerinin oosit enerji
seviyelerinin korunmasi IVF tedavisinde onemli bir faktor olarak gorilmektedir
(vonMengden vd., 2020). Bu nedenle kiimulis hucreleri, oositi ¢evreleyen, oositin
kalitesi ile ilgili biyolojik belirte¢ olarak kabul edilmekte ve invaziv olmayan bir

degerlendirme araci olarak gosterilmektedir (Uyar vd.,2013).

Kimiilis hiicrelerindeki DNA hasart dogal olarak olusabilecegi gibi, IVF
siireci  sirasinda yapilan manipiilasyonlardanda kaynaklanabilmektedir (Sinko
vd.,2005). Endometriozis ile iliskili ROS'un oositlerde DNA hasari olusturarak oosit
olgunlagmasini bozabilecegi ve potansiyel olarak da dogurganligin azalmasina neden
olabilecegi bilinmektedir (Raman vd.,2001).  Kumulls hicrelerindeki DNA
hasarmin belirlenmesi birgok infertilite durumunun nedenlerini anlamak ve tedavi

yaklasimlarini gelistirmek igin 6nemlidir (Bongkoch vd.,2021).

Calismamizda fertil-infertil endometriozis olan hastalarin toplam comet
diizeyleri arasindaki anlamli olmayan fark, infertil hastalarin kimyasal
maruziyetlerinin ve alkol kullaniminin az olmasindan kaynaklanabilir. Raman ve
digerlerinin kiimiiliis hiicrelerindeki DNA hasarint comet assay yontemi ile
belirleyerek, ICSI ile oosit kalitesi arasindaki iligskiyi degerlendiren bir ¢alismada
kiimulls htcrelerindeki kuyruk momenti ile ICSI sonrasi fertilizasyon yiizdesi
arasinda pozitif bir iliski bulmuslardir (Raman vd.,2001). Comet assay gibi
tekniklerde; DNA kuyruk momenti, DNA tail %’si gibi paremetreler, DNA hasarinin
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farkli yonlerini (boyutunu,yogunlugunu) degerlendirmek ic¢in kullanilmaktadir
(Gajski vd.,2020). Infertil hastalarimizdaki kuyruktail %’nin yiiksek bulunmasi,
infertil endometriozis hastalarin kiimulus hicrelerinde DNA hasarinin oldugunu
gostermektedir. Diaz ve digerlerinin yaptigi ¢alismada iseinfertiliteye bagli olarak
endometriozisli hastalarin kiim(lis hiicrelerindeki apoptotik oranlarinda artis oldugu
gosterilmektedir (Diaz-Fontdevila vd., 2009). Bu c¢alismalarin sonuglart bizim

bulgularimizi desteklemektedir.

Antioksidanlar oositleri ROS kaynakli hiicresel hasardan korumaktadir.
Klotho yaslanma siirecinde 6nemli rol oynayan bir protein olup antioksidan ve anti-
inflamatuar etkileriyle bilinmektedir. Bu protein yaslanma sirecleri, ireme organlari
ve hormonlarla iligkilidir (Piagtek vd.,2016). Son yillarda klotho proteinin iireme
sistemi tizerine etkileri arastirilmaktadir. Klotho proteininin kadin reme sistemi
tizerindeki olasi etkilerini inceleyen birka¢ ¢alisma mevcuttur. 2021 yilinda PKOS
hastalarinda yapilan bir g¢alismada,hastalarin serum klotho duzeylerinin kontrol
grubuna gore azaldigi gorulmektedir (Biyikvd.,2021). Bizim ¢alisma grubumuzda da
aynt bulgularin goriilmesi, kadin iireme sistemi hastaliklarinda serum klotho
diizeylerinin O6nemli bir veri olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu
mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in farkli ireme sistemi hastaliklarinda ve daha genis

calisma gruplarindan elde edilecek verilere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Serum klotho dizeylerinin  PKOS'un o6nemli Ongoriiciileri ve tanisal
belirtegleri olarak hizmet edebilecegi disiiniilmektedir (Bednarska vd.,2020). Xu ve
digerlerinin azalmis yumurtalik rezervi olan hastalarla yaptigi ¢alismada da klotho
ekspresyonu ile bu hastalik arasindaki iliski degerlendirilmistir. Azalmis yumurtalik
rezervi olan kadinlardan elde edilen graniiloza hiicrelerinde ve serumda, klotho

ekspresyonunun kontrol grubuna gére daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Infertil endometriozis hastalarinda serum klotho seviyelerinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugunu ilk kez bu g¢alismada belirledik.
Klothonun kadin iireme sistemi ile ilgili yapilan bu c¢aligmalar bizim bulgularimizi
desteklemektedir. Infertil endometriozis hastalarda belirlenen diisiik serum klotho
seviyeleri, infertilite riskini artirabilirken, kiimiilis hiicrelerindeki yiiksek DNA
hasarinin hastalarin infertil olmasina katkida bulunmus olabilir (Biyik vd.,2021; Xu
vd., 2020).
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Klotho proteininin antioksidan &zellikleri sonucu DNA hasarini azaltarak
dogurganlik iizerinde pozitif bir etki yaptig1 bildirilmektedir (Bryik vd.,2021; Xu vd.,
2020). Yapilan ¢alisma sonuglari,klotho proteininin oksidatif stresi modile ederek,

yumurtalik doku kriyoprezervasyonunda koruyucu olabilecegini gdstermektedir
(Kim vd.,2021).

Bununla birlikte klotho proteininin tlip bebek tedavisiyle iligkisi tam olarak
anlasilmamistir ve mekanizmalar hala net degildir. Bu nedenle kadin iireme sistemi
hastaliklarinda kiimiiliis hiicrelerindeki DNA hasariin ve serum klotho diizeylerinin
belirlenmesine iliskin daha ¢ok veriye ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu konuda yapilacak
olan ¢aligmalar infertilite tedavisinde klotho proteininin roliinli anlamamiza ve tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine yardimci olacaktir.

IVF tedavisi sirasinda yasanan stres DNA hasarin1 daha fazla arttirmaktadir.
Ancak psikolojik stresin oosit ve kiimiiliis hiicrelerindeki tireme degisiklikleri tam
olarak tanimlanmamistir. Kadinlarda kronik stresin dstrus dongiistinde degisikliklere
neden oldugu, oositin in vivo olgunlasmasini azalttigi ve anormal oosit yiizdesini
arttirdi@i  gosterilmistir. 2023 yilinda disi siganlarda yapilan g¢alismada, stresin
kortikosteron serum seviyelerinin artirdigi in vitro olgunlagmis oositlerin yiizdesinin
azalttignt ve kimulis hucrelerinde DNA’larinda hasarina neden oldugu rapor
edilmistir. Bu bulgular stres ve infertilite arasindaki iliskiyi kismen acgiklayabilir
(Casillas vd.,2023). Bizim ¢alismamizda da 1. IVF denemesindeki hastalarin kimalls
comet diizeylerinin diger iki gruba gore yiiksek olmasi, ayrica serum Kklotho
degerinin disiik olmasi ilk tedavide olan hastalarin daha biiyiikk stres altinda
olduklarin1 gostermektedir. Bu bulgular bahsi gecen si¢anlarda yapilan c¢alismayla

desteklenmektedir.

Son calismalar diger cevresel toksik maddelerin (ftalatlar, bisfenol A veya
organoklorlu kirleticiler gibi) endometriozis gelisiminde rol oynayabilecegini
gostermektedir (Buck Louis vd.,2013). Ayrica poliklorlu bifeniller gibi cevresel
kirteticilerin periton sivisinda bulanabilecegi ve endometriozise yol agan oksidatif

stresi indiikledigi rapor edilmektedir (Heilier vd., 2008; Porpora vd.,2006).

Endokrin bozucu etkileri olan bazi cevresel Kirtleticilerin (Perfloroalkil,
polifloroalkil,  poliklorlubifeniller,dioksin)  oksidatif  strese neden  olarak

endometriozisin patogenezine katkida bulunabilecegi ve bazi Kirleticilerin
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(perfloroalkil ve polifloroalkil) serum Kklotho seviyeleri arasinda negatif bir iligki
olabilecegi rapor edilmektedir (Lin vd.,2020).

Ancak bizim ¢alismamizda infertil hastalarda kimyasal maruziyeti fazla olan
bireylerin serum klotho seviyelerinin yiiksek olmasi, ¢alisma grubumuzdaki infertil
hastalarin ¢ogunlugunun geng olmasindan (33 yas ve alt1) kaynaklanabilir (Parazzini
vd., 2017).

Biyik ve arkadaglarmin yaptig1 prospektif vaka kontrol ¢alismasinda, 19-33
yas arasi PKOS'lu kadinlarin serum klotho diizeyleri hastalarin demografik verileri
ile iligkilendirdi. Hastalarin yas1 ve BMI degerleri ile klotho seviyeleri arasinda
anlamli olmayan pozitif bir iliski belirlendi (Biyik vd.,2021). Bu bulgular da bizim

calismamizi desteklemektedir

Alkol ve sigara kullaniminin yaslanma siirecini hizlandirdigi, mortalite ve
morbidite riskini arttirdigi bilinmektedir. Alkol tiketiminin serum klotho seviyeleri
uzerine etkisi konusundaki bilgilerin sinirli oldugu gortilmektedir. Orta yash kadmn
popilasyonunda yapilan bir ¢calisgma da alkolll igecek tliketimi ile klotho plazma
dizeyleri arasinda negatif bir iliski oldugu gortlmektedir (Jurado-Fasolivd., 2018).
Bizim c¢alismamizda alkol kullanan infertil endometriozis grubunda; comet
diizeylerinde anlamli olmayan bir artis gorilirken serum klotho duzeylerinde ise
anlamli olmayan diisiis belirlenmesi bireyler arasindaki farkli enzim diizeyleri ve
farkli antioksidan kapasitesinden kaynaklanabilir (Biyik vd., 2021). Bu konun
netlesmesi i¢in daha biiyiik popiilasyon ¢aligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

2014 yilinda yapilan bir meta-analiz ¢calismasinda agir, orta ve hafif derecede
sigara igenler ile endometriozis riski arasinda bir fark bulunmamistir (Bravi
vd.,2014). Bu veriler ¢alismamizdaki infertil endomentriozis hastalar ile fertil grup

arasinda sigara kullanimi1 konusundaki anlamli olmayan iliskiyi desteklemektedir.

Sonu¢ olarak infertilendometriozis hastalarinda belirlenen serum klotho
diizeylerinin kiimiiliis hiicrelerini oksidatif stresten kismen koruyabilecegini
diistindiirmektedir. Endometriozis kaynakli infertilite sorunlarmmin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in daha biiylik calisma gruplarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilacak
caligmalardan elde edilecek sonuglar yardimci iireme tekniklerinde uygulanan rutin
analizlerin yani sira infertil endometriozis hastalarmin IVF tedavi streclerinin
aydinlatilmasina da kolaylik saglayabilecektir.
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