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OZET

DUSUK OVER REZERVI (DOR) TANISI OLAN OLGULARDA AGIR METAL
MARUZIYETININ SERUM KLOTHO DUZEYI VE EMBRIYO KALITESI
UZERINE ETKISI

Diistik over rezervi (DOR), overlerdeki mevcut folikiil havuzunun azalmasina bagh
olarak kontrollii ovaryan stimiilasyona zay1f yanit verilmesiyle karakterize edilen; az
sayida oosit elde edilmesi, oosit ve embriyo kalitesinde diisiis ve yardimci lireme
tekniklerinde sinirli bagar1 ile iliskili bir klinik durumdur. Son yillarda genetik ve tibbi
nedenlerin yani sira gevresel kirleticilerin de iireme fizyolojisi iizerinde etkili
olabilecegi gosterilmistir. Ozellikle agir metallerin oksidatif stres dengesini bozarak
folikiil gelisimi, oosit kalitesi ve embriyo olusum siireclerini olumsuz etkileyebilecegi

bildirilmektedir.

Oksidatif denge, hiicresel yaslanma ve metabolik homeostaz ile iliskili 6nemli bir

protein olan Klotho’nun tlireme sistemindeki rolii giderek daha fazla ilgi gérmektedir.

Bu tez ¢caligmasinda, DOR tanisi olan olgularda agir metal maruziyetinin serum Klotho
diizeyi ve embriyo kalitesi lizerindeki olasi etkilerinin arastirilmasi amaglandi. In vitro
fertilizasyon (IVF) tedavisine baslayan, 40 yas altindaki 128 kadin (64 DOR, 64
kontrol) prospektif olarak incelendi. Katilimcilardan serum ve folikiiler sivi 6rnekleri
alindi. Serum Klotho diizeyleri ELISA yontemiyle, folikiiler sividaki kursun (Pb),
kadmiyum (Cd), nikel (Ni), krom (Cr) ve c¢inko (Zn) diizeyleri plazma kiitle
spektrometresi (ICP-MS) yontemiyle analiz edildi. 5. giin embriyo kalitesi Gardner

kriterlerine goére degerlendirildi.

Elde edilen bulgulara gore, bu ¢calismada DOR tanist olan olgularda folikiiler sivida
Zn ve Cr diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu ve bu artisin
embriyo kalitesinde azalma ile iliskili oldugu gosterilmistir. DOR grubunda en iyi
(excellent), iyi (good) ve orta (averege) kalite blastokist oranlarinin daha diisiik oldugu

saptanmistir. Serum Klotho diizeyleri agisindan DOR ve kontrol gruplart arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamis olmakla birlikte, Klotho’nun oksidatif
stres ve hiicresel denge ile iliskili biyolojik rolii géz oniinde bulunduruldugunda,
iireme sonuglar1 tizerindeki olas1 dolayli etkilerinin daha genis 6rneklemli ¢aligsmalarla

degerlendirilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diisiik over rezervi, Klotho, agir metaller, folikiiler sivi,

infertilite, embriyo kalitesi.

Berna AKCAY, 2026
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ABSTRACT

THE EFFECT OF HEAVY METAL EXPOSURE ON SERUM KLOTHO
LEVELS AND EMBRYO QUALITY IN WOMEN DIAGNOSED WITH
DIMINISHED OVARIAN RESERVE (DOR)

Diminished ovarian reserve (DOR) is a clinical condition characterized by a reduced
follicular pool in the ovaries, resulting in a poor response to controlled ovarian
stimulation, a limited number of retrieved oocytes, decreased oocyte and embryo
quality, and reduced success in assisted reproductive technologies. In recent years, in
addition to genetic and medical causes, environmental pollutants have been shown to
affect reproductive physiology. In particular, heavy metals have been reported to
negatively influence follicular development, oocyte quality, and embryo formation by

disrupting oxidative stress balance.

Klotho, an important protein associated with oxidative balance, cellular aging, and
metabolic homeostasis, has attracted increasing interest due to its potential role in the

reproductive system.

The aim of this study was to investigate the potential effects of heavy metal exposure
on serum Klotho levels and embryo quality in women diagnosed with DOR. A total of
128 women under the age of 40 who initiated in vitro fertilization (IVF) treatment were
prospectively evaluated, including 64 women with DOR and 64 controls. Serum and
follicular fluid samples were collected from all participants. Serum Klotho levels were
measured using ELISA method, while follicular fluid concentrations of lead (Pb),
cadmium (Cd), nickel (Ni), chromium (Cr), and zinc (Zn) were analyzed using
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Day 5 embryo quality was

assessed according to the Gardner criteria.

According to the findings obtained, this study demonstrated that Zn and Cr levels in
follicular fluid were higher in patients diagnosed with DOR compared to the control

group, and that this increase was associated with a reduction in embryo quality. In the



DOR group, the proportions of excellent-, good-, and average-quality blastocysts were
lower, Although no statistically significant difference was observed between the DOR
and control groups in terms of serum Klotho levels, considering the biological role of
Klotho in oxidative stress regulation and cellular homeostasis, its potential indirect
effects on reproductive outcomes should be further evaluated in studies with larger

sample sizes.

Keywords: Diminished ovarian reserve, Klotho, heavy metals, follicular fluid,

infertility, embryo quality.

Berna AKCAY, 2026
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1. GIRIS

Diistik over rezervi (DOR), fonksiyonel folikiil havuzunun kronolojik yasa gore
beklenenden daha erken azalmasi ile karakterize olup, kadin iireme potansiyelini
olumsuz etkileyen bir klinik durumdur. DOR, yalnizca dogal yollarla gebelik elde
etme sansini azaltmakla kalmaz, ayni zamanda yardimci tireme teknikleri (ART)
kapsaminda uygulanan in vitro fertilizasyon (IVF) gibi tedavilerde de basar1 oranlarini
da diisiirmektedir. Ozellikle geng yaslarda goriilen DOR olgulari, patolojik DOR
olarak tanimlanmakta ve hastalarin tedavi siireglerinde IVF yanitinin diisiikligi, oosit
kalitesinin bozulmasi ve artan diisiik riski gibi daha ciddi problemlere neden
olmaktadir. Bu nedenle, DOR’un biyolojik ve ¢evresel etkenlerle iliskisini arastirmak
hem infertilitenin anlasilmasi hem de tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi agisindan
kritik 6neme sahiptir. (Broekmans ve ark., 2009; Poseidon Group, 2016; Xu ve ark.,

2020; Hwang ve ark., 2022).

Infertilite, {ireme ¢agindaki ciftlerin yaklasik %10-15’ini etkileyen ve hem bireysel
hem de toplumsal agidan 6nemli sonuglara yol agan bir halk sagligi problemidir
(Sezgin & Hocaoglu, 2014). Diinya Saglk Orgiitii (DSO) tarafindan bir y1l boyunca
diizenli ve korunmasiz cinsel iligkiye ragmen gebelik elde edilememesi olarak
tanimlanan infertilite (World Health Organization [WHO], 2023), yalnizca biyolojik
degil, aym1 zamanda psikososyal ve ekonomik boyutlar1 da olan multidisipliner bir
problemdir. Kadin infertilitesinin en 6nemli nedenlerinden birisi de, over rezervinin
azalmasi veya yetersiz olmasidir. DOR ise, kadinlarin lireme kapasitesinin erken
yaslarda azalmasi ile karakterize ve infertilite tedavilerinde basariy1r ciddi sekilde

olumsuz etkileyen bir klinik durumdur (Sharara ve ark., 1998).

Cevresel faktorlerin kadin iireme sagligi lizerindeki etkileri, son yillarda yogun olarak
arastirilan konular arasinda yer almaktadir. Agir metaller kursun (Pb), kadmiyum (Cd),
nikel (Ni), krom (Cr), ¢inko (Zn) bu cevresel faktorlerin baginda gelmekte ve iireme
saglig1 lizerinde olumsuz etkiler gostermektedir. Agir metal maruziyetinin kadinlarda

oosit kalitesi, embriyo gelisimi, implantasyon orani ve gebelik basarisi izerinde etkiler



olusturabilecegini ¢esitli ¢alismalarla ortaya konulmustur (Al-Saleh ve ark., 2008;
Tolunay ve ark., 2016). Ozellikle folikiiler stvidaki agir metal diizeyleri, embriyonun
gelistigi mikro ¢evreyi dogrudan yansitmasi bakimindan 6énemli bir biyobelirteg olarak
kabul edilmektedir (Hwang ve ark., 2022). Miglietta ve ark (2023) ¢alismasinda agir
metal maruziyetinin embriyo gelisimi ve oosit kalitesi tlizerinde olumsuz etkiler
olusturdugunu bildirmektedir. Benzer sekilde, Tolunay ve ark (2016) Tirkiye’de
yaptiklar1 bir ¢aligmada, folikiiler sivida Pb, Cd ve Hg diizeylerinin IVF sonuglarini

olumsuz yonde etkiledigini rapor etmektedir.

Bir diger onemli infertilite biyobelirteci ise 1997°de kesfedilen Klotho proteinidir
(Matsumura ve ark., 1998). Yaslanma ile iliskili bir protein olan Klotho, oksidatif
stresin diizenlenmesinde, hormonal fonksiyonlarda ve hiicresel yaslanma stire¢lerinde
onemli rol {tstlenmektedir. Yapilan c¢alismalar, serum Klotho diizeylerindeki
azalmanin; over rezervinde diisiis, oosit maturasyon siirecinde bozulma ve embriyo
kalitesinde azalma ile iligkili oldugunu gostermektedir. (Xu ve ark., 2020; Takemura
& Okabe, 2016). Her ne kadar bu iliskiyi inceleyen c¢alismalar literatiirde sinirli olsa
da, son veriler Klotho proteininin iireme biyolojisinde yeni ve umut vaat eden bir
biyobelirte¢ olabilecegini gostermektedir. (Liang & Feng, 2023; Hu et al., 2024; Xie
& Huang, 2020). Xu ve ark. (2020), DOR’Iu olgularda serum Klotho diizeylerindeki
azalmanin embriyo Kkalitesi iizerinde olumsuz etkilere yol actigimi bildirmistir.
Embriyo kalitesinin implantasyon basarisi ve klinik gebelik oranlariyla giiclii bigimde
iliskili oldugu dikkate alindiginda (Hill ve ark., 2013), Klotho proteininin iireme

sonuglar1 agisindan potansiyel bir belirte¢ olabilecegi degerlendirilmektedir.

Bu tez calismasinda, DOR tanist almis olgulardan yumurta toplama (ovum pick-up
(OPU)) islemi sirasinda elde edilen folikiiler siv1 drneklerinde agir metal diizeyleri
belirlendi; es zamanli olarak alinan serum 6rneklerinde ise Klotho seviyeleri dl¢iildii.

Elde edilen veriler, embriyo kalitesiyle iliskilendirilerek degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Diisiik Over Rezervi (DOR)

Diistik over rezervi (DOR), overlerdeki fonksiyonel folikiil havuzunun kronolojik yasa
gore beklenenden daha erken ve daha hizli azalmasiyla karakterize edilen, kadin tireme
potansiyelini olumsuz etkileyen 6nemli bir klinik tablodur. Kadinlarin dogurganlik
kapasitesi, sahip olduklari oosit havuzu ile dogrudan iligkilidir. Kiz ¢ocuklari
dogdugunda yaklasik 1-2 milyon primordial folikiile sahipken, bu say1 ergenlik
donemine gelindiginde yaklasik 300—400 bine diismektedir. Zamanla yaslanma
stireciyle birlikte oosit sayis1 giderek azalmakta ve menopoz déneminde neredeyse
tamamen tiikenmektedir. DOR, bu fizyolojik azalmanin beklenenden daha erken
yaslarda ve daha hizli bir sekilde gerceklesmesi durumudur (Sharara ve ark., 1998).
DOR, overlerdeki folikiil havuzunun sayisal olarak azalmasiyla birlikte, mevcut
oositlerin kalitesinin de diismesi sonucu ortaya ¢ikar ve bu durum infertilitede 6nemli

bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Cohen ve ark., 2014).

Infertilite, iireme potansiyeline sahip ¢iftlerde gebelik elde etme siirecinin beklenen
zamanda ger¢eklesmemesiyle ortaya ¢ikan, biyolojik oldugu kadar sosyal ve duygusal
boyutlar1 da olan 6nemli bir saglik problemidir. Klinik tanim olarak, bir y1l boyunca
diizenli ve korunmasiz cinsel iligkiye ragmen gebelik olusmamasi infertilite olarak
kabul edilmektedir (WHO, 2023). Giinlimiizde infertilite prevalansinin artmasi hem
saglik sistemlerinde yiik olusturmakta hem de c¢iftlerin psikososyal iyilik halini
belirgin sekilde etkilemektedir (Mascarenhas ve ark., 2012). Bu durum ozellikle
gelismekte olan {ilkelerde saglik hizmetlerine erisim farkliliklari, c¢evresel
maruziyetler ve ileri yasta cocuk sahibi olma egiliminin artmasiyla daha belirgin hale
gelmekte, infertilitenin kiiresel bir halk saglig1 sorunu olarak ele alinmasi1 gerekliligini

ortaya koymaktadir (Sun ve ark., 2019).

Etiyolojik agidan infertilite; ovulatuar disfonksiyonlar, tubal patolojiler, endokrin
bozukluklar, erkek faktdriine bagli spermatogenez problemleri ve agiklanamayan

infertilite gibi ¢ok yonlii bilesenlerden olusmaktadir (Baumgarten & Polsky, 2021).



Kadinlarda yasa bagli oosit kalitesi ve over rezervindeki azalma, iireme potansiyelini
belirleyen en 6nemli unsurlardan biri olarak goriilmektedir (Broekmans ve ark., 2009).
Bununla birlikte immiinolojik faktorler ve kronik diisiik dereceli inflamasyonun da
infertilite mekanizmasinda rol oynadigi; Ozellikle endometrial mikrogevre
dengesindeki degisimlerin implantasyon basarisini etkileyebildigi bildirilmektedir
(Bouet ve ark., 2021). Ayrica ¢evresel toksin maruziyeti, sigara kullanimi, obezite ve
kronik stres gibi yasam tarzi faktorleri de lireme fonksiyonlar1 iizerinde olumsuz
etkiler olusturarak infertilite riskini artirabilmektedir (Agarwal ve ark., 2021). Bu
faktorlere ek olarak, endokrin bozucu kimyasallar (EDC’ler), endometriozis, polikistik
over sendromu (PCOS) ve metabolik sendrom gibi durumlarin da hem kadin hem
erkek fertilitesi lizerinde ¢ok yonlii etkiler olusturdugu bilinmektedir (Gore ve ark.,
2023). Klinik yaklasimda erken degerlendirme, kisiye 6zgii tedavi planlamasi ve
modifiye edilebilir risk faktorlerinin azaltilmasi hem dogal konsepsiyon hem de
yardimci lireme tekniklerinde basar1 oranlarini artiran temel adimlardir. Bu nedenle
multidisipliner bir yaklasim, infertilite yonetiminde hem tanisal dogrulugu hem de
tedavi etkinligini artirarak daha iyi lireme sonuglarinin elde edilmesini saglamaktadir

(Tremellen, 2020).

Uluslararasi yardimci iireme teknolojileri (ART) verileri, DOR tanisinin 6zellikle 38—
40 yas ve tizeri kadinlarda daha yiiksek oranda kondugunu ve yas ilerledik¢ce Anti-
Miillerian Hormon (AMH) diizeyleri ile antral folikiil sayisinda ciddi distsler
izlendigini gostermektedir (Bukulmez ve ark., 2015). Diinya genelindeki kohort
caligmalar1 da 40 yas iizeri kadinlarin biiyiik béltimiinde biyokimyasal olarak DOR
kriterlerinin karsilandigini ortaya koymaktadir (Nelson ve ark., 2015).

Tiirkiye’de yapilan klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalar, DOR’un en sik 35 yas iizeri
kadmlarda goriildiigiinii; 6zellikle 3740 yas araliginda hizli rezerv kaybinin
belirginlestigini bildirmektedir (Celik ve ark., 2023). Tiirk popiilasyonunda AMH
diizeylerinin yasla paralel sekilde keskin bir diislis gostermesi, uluslararasi verilerle
uyumludur (Erkan ve ark., 2024). Bu nedenle hem diinyada hem Tiirkiye’de DOR’un
en fazla goriildiigli yas grubunun 35 yas ve iizeri kadinlar oldugu kabul edilmektedir

(Kulaksiz ve ark., 2022).



Ozetle, DOR kadinin iireme yasaminda kritik dneme sahiptir; hem dogal yolla gebelik
sansint hem de yardimci iireme tekniklerindeki basar1 oranlarini olumsuz
etkilemektedir. Erken tan1 ve uygun iireme planlamasi, bu hastalarda dogurganlik
potansiyelinin korunmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir (Broekmans ve ark., 2020; Tal

ve ark., 2015; Committee Opinion, 2015).

2.1.1 DOR’un Siniflandirilmasi

DOR, etiyolojisine ve ortaya ¢ikis bigimine gore temelde iki ana gruba ayrilmaktadir:

1- Fizyolojik (yasa bagli) DOR,
2- Patolojik (yastan bagimsiz) DOR (Broer ve ark., 2014; Cohen ve ark., 2014).

2.1.1.1 Fizyolojik (Yasa Bagh) DOR

Fizyolojik DOR, over rezervindeki azalmanin dogal yaslanma siirecinin bir pargasi
olarak gelistigi durumu ifade etmektedir. Kadinlarda dogumdan itibaren baslayan
folikiil kaybi, yas ilerledik¢e hizlanmakta ve 6zellikle 35 yas sonrasinda belirgin hale
gelmektedir. Bu grupta gozlenen over rezervindeki azalma, kronolojik yas ile uyumlu
olup, beklenen biyolojik siirecler cercevesinde seyretmektedir. Fizyolojik DOR’da
yalnizca oosit sayisinda degil, ayn1 zamanda oosit kalitesinde yasa bagli bozulmalar
da ortaya ¢ikmakta ve bu durum fertilizasyon potansiyelini olumsuz etkilemektedir

(Sharara ve ark., 1998; te Velde & Pearson, 2002).

2.1.1.2 Patolojik (Yastan Bagimsiz) DOR

Patolojik DOR ise over rezervindeki azalmanin kronolojik yasla uyumsuz sekilde,
beklenenden daha erken yaslarda ortaya ¢iktig1 durumu tanimlamaktadir. Bu gruptaki
olgularda over rezervindeki azalma, genellikle genetik, cevresel, iatrojenik veya
otoimmiin faktorlere bagl olarak gelismektedir. Patolojik DOR’un baglica nedenleri
arasinda genetik anomaliler (6zellikle X kromozomu bozukluklari), over cerrahileri,
kemoterapi ve radyoterapi Oykiisii, otoimmiin hastaliklar, endometriozis ve c¢evresel

toksinlere maruziyet yer almaktadir. Bu hastalarda gen¢ yasta olmalarina ragmen



diisik AMH diizeyleri, azalmig antral folikiil sayisi (AFC) ve kontrolli ovaryan
stimiilasyona zayif yanit gozlenebilmektedir (Practice Committee of ASRM, 2020;
Broer ve ark., 2014).

Geng yasta goriilen patolojik DOR, tireme saglig1 agisindan 6zellikle 6nemlidir ¢linkii
bu durum sadece oosit sayisinda degil, ayn1 zamanda embriyo kalitesi ve implantasyon

potansiyelinde de azalma ile iliskili oldugu bulunmustur. (Zhou ve ark., 2021).

2.1.2 DOR Belirtegleri

Over rezervinin degerlendirilmesinde AMH diizeyi, AFC, FSH ve estradiol diizeyleri
gibi biyokimyasal ve ultrasonografik parametreler kullanilmaktadir. Diisiik AMH ve
AFC degerleri ile yiikselmis bazal FSH ve/veya estradiol diizeyleri, DOR tanisi ile
iligkilidir (ASRM, 2020). Ancak, bu rezerv testleri fertilite potansiyelini yalnizca
dolayli olarak yansitmaktadir; bu nedenle diisiik rezerv her zaman gebelik sansinin

sifir oldugu anlamina gelmemektedir (Cleveland Clinic, 2024).

2.1.3 DOR’u Etkileyen Faktorler

DOR gelisiminde yas en onemli belirleyici faktor olmakla birlikte genetik, ¢evresel ve
iatrojenik nedenler de etkili olmaktadir. BRCA1/2 gen mutasyonlari, FMRI
premutasyonlar1 gibi genetik degisiklikler erken over rezerv kaybina neden
olabilmektedir (Zhou ve ark., 2021). Genetik faktorler yalnizca folikiil sayisini degil,
oositin mitokondriyal fonksiyonlarimi da etkileyerek enerji iiretimi, kromozomal
stabilite ve embriyo gelisim potansiyelini azaltabilmektedir (Titus ve ark., 2013).
Ayrica sigara kullanimi, cevresel toksinler, radyoterapi, kemoterapi veya over
cerrahisi gibi dig faktorler de over rezervini olumsuz etkilemektedir. Bu faktorler
primordial folikiil havuzunun erken tiikenmesine, folikiil gelisiminde bozulmalara ve

oosit kalitesinde diisiise yol agmaktadir (Yao ve ark., 2023).

DOR’un klinik a¢idan en 6nemli sonucu, yardimci lireme teknikleri kapsaminda

uygulanan tiip bebek tedavilerinde yetersiz over yanit1 alinmasi ve buna bagl olarak



gebelik oranlarmin azalmasidir. Bu durum, ozellikle kontrollii over stimiilasyonu
sirasinda yetersiz folikiil gelisimi ve sinirh sayida oosit elde edilmesiyle kendini
gostermektedir. (Practice Committee of the American Society for Reproductive

Medicine, 2020).

2.1.4 DOR’da Cevresel Faktorler ve Agir Metaller

Son yillarda infertilite etiyolojisinde gevresel faktorlerin rolii giderek daha fazla 6nem
kazanmustir. Ozellikle gevresel kirleticiler arasinda yer alan agir metaller, yaygin
kullanim alanlar1 ve cevrede uzun siire kalici olmalar1 nedeniyle iireme sagligi
acisindan 6nemli risk faktorleri olarak degerlendirilmektedir. Kadmiyum (Cd), kursun
(Pb), nikel (Ni), krom (Cr) ve ¢inko (Zn) gibi agir metaller; endiistriyel faaliyetler,
tarimsal uygulamalar ve gida zinciri araciligiyla insan viicuduna alinabilmektedir. Bu
konuda yapilan ¢aligsmalar, bu metallerin kadin ve erkek iireme sistemi {izerinde toksik
etkiler olusturarak infertilite gelisimine katkida bulundugunu ortaya koymaktadir.

(Tolunay ve ark., 2016; Miglietta ve ark., 2023).

Agir metallerin tireme fonksiyonlar1 tizerindeki olumsuz etkileri, birden fazla biyolojik
mekanizma araciliiyla ortaya ¢ikmaktadir. Bu metaller, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) iiretimini artirarak oksidatif stresin ylikselmesine neden olmakta ve hiicresel
antioksidan savunma sistemlerini baskilamaktadir. Artan oksidatif stres; DNA hasari,
protein denatiirasyonu ve lipit peroksidasyonu gibi siirecler yoluyla oosit ve sperm
hiicrelerinin yapisal ve fonksiyonel biitiinliiglini bozabilmektedir. Ayrica agir
metallerin mitokondriyal fonksiyonlar1 olumsuz etkileyerek hiicresel enerji iiretimini
azalttigi ve bu durumun hiicre dongiisii diizenlenmesi ile gamet olgunlasmasini

bozdugu gosterilmistir (Tchounwou ve ark., 2012).

Bunun yani sira, agir metallerin endokrin bozucu 6zellikler gosterebildigi ve hormonal
dengeyi dogrudan etkileyebildigi bilinmektedir. Bu metaller, hipotalamus-hipofiz-
gonad (HHG) aks1 iizerinde baskilayici etki olusturarak gonadotropin salgilanmasini
bozabilmekte; dstrojen, progesteron ve androjen gibi lireme hormonlarinin sentez ve

metabolizmasint olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Hormonal homeostazin



bozulmasi, folikiil gelisimi, ovulasyon ve embriyo implantasyonu gibi temel iireme

stireglerinin aksamasina yol acabilmektedir (Frontiers in Reproductive Health, 2022).

Ozellikle kadinlarda uzun siireli ve diisiik dozda bu kimyasallara maruziyetin, iireme
kapasitesi lizerinde kiimiilatif etkilere neden olabilecegi ve over rezervi ile oosit
kalitesini olumsuz yonde etkileyebilecegi bildirilmektedir. Bu baglamda, ¢evresel agir
metal maruziyetlerinin infertilite etiyolojisindeki roliiniin aydinlatilmast hem
koruyucu halk sagligi 6nlemleri hem de infertilite tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi
acisindan biiyiik onem tasimaktadir (Tchounwou ve ark., 2012; Miglietta ve ark.,

2023).

Kadinlar agisindan metal maruziyeti; agirlikli olarak besin tiiketimi, igme suyu, sigara
dumani, metal icerebilen kozmetik ve kisisel bakim {iiriinleri ile ev i¢i ve mesleki

cevreler yoluyla meydana gelmektedir (Jaishankar ve ark., 2014).

Literatiirde kadinlarin bazi agir metallere erkeklere kiyasla daha yiiksek diizeylerde
maruz kalabildigi bildirilmektedir. Bunun temel nedenleri arasinda kozmetik ve kisisel
bakim {riinlerinin daha yogun ve uzun stireli kullanimi, ev i¢i maruziyetlerin daha
belirgin olmasi ve besin zinciri yoluyla alinan metallerin kadin fizyolojisinde farkl
metabolik siireclere tabi olmasi yer almaktadir. Ozellikle ruj, fonddten, goz kalemi ve
cilt bakim fiiriinlerinde kursun, kadmiyum, krom ve nikel gibi metallerin eser
miktarlarda bulunabildigi ve bu iirlinlerin kronik kullannminin kiimilatif metal
birikimine yol agabilecegi gosterilmistir (Borowska & Brzoska, 2015). Ayrica
kadinlarin demir depolarinin erkeklere kiyasla daha diisiik olmasi, gastrointestinal
sistemden agir metal emilimini artirabilmekte ve bu durum 6zellikle kadmiyum ve
kursun gibi metaller i¢in biyoyararlanimi ylikseltebilmektedir. Hormonal
dalgalanmalar, gebelik ve laktasyon donemleri de metal metabolizmasini etkileyerek
kadinlarda metal birikimini artirabilen fizyolojik faktorler arasinda yer almaktadir. Bu
nedenlerle kadinlar, ¢evresel metal maruziyetinin lireme saglig1 iizerindeki olumsuz
etkilerine kars1 daha hassas bir grup olarak degerlendirilmektedir (Vigeh ve ark., 2011;

Tchounwou ve ark., 2012).



Kursun, kadmiyum, nikel, krom ve ¢inko gibi metaller, kontamine gidalarin
tilketilmesi, sigara kullanimi, endiistriyel emisyonlara maruz kalinmasi ve metal iceren
materyallerle uzun siireli temas sonucunda viicuda alinabilmektedir. Bu metallerin
organizmada birikme egilimi gdstermesi ve hormonal denge ile hiicresel isleyisi
etkileyebilmesi, 0Ozellikle kadin iireme sagligt agisindan oOnemli riskler
olusturabilmektedir (Tchounwou ve ark., 2012; Jaishankar ve ark., 2014; World
Health Organization [WHO], 2023). Ozellikle kursun maruziyeti, oosit kalitesinde
disiikliik, embriyo gelisiminde bozulma ve disliik implantasyon oranlar ile

iliskilendirilmistir (Al-Saleh ve ark., 2008).

Bu tez calismamda, ¢evresel yaygin olan ve kadin tireme sagligi ile infertilite lizerinde
olumsuz etkileri bildirilen kadmiyum, kursun , nikel, krom ve ¢inko ele alinmistir

(Dutta ve ark., 2022; Bhardwaj ve ark., 2021);

2.1.4.1. Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum, g¢evresel ve bireysel maruziyeti yaygin olan agir metallerden biri olup,
baslica besin tiikketimi ve sigara dumani yoluyla viicuda alinmaktadir. Tarimsal
iretimde kullanilan fosfathi giibreler, endiistriyel emisyonlar ve c¢evresel kirlilik
nedeniyle kadmiyumun toprak ve su kaynaklarina gegmesi, bu metalin besin zinciri
aracihigiyla insanlara ulasmasma neden olmaktadir. Ozellikle tahillar, yaprakli
sebzeler ve deniz iirlinleri kadmiyum maruziyetinin 6nemli kaynaklar1 arasinda yer
almakta; sigara kullanimi ise kadinlarda kadmiyum diizeylerini anlamli dlgiide artiran
baslica bireysel risk faktorlerinden biri olarak tanimlanmaktadir (Tchounwou ve ark.,

2012; Jaishankar ve ark., 2014).

Kadmiyum, en toksik agir metallerden biri olup oksidatif stres ve hiicre hasar1 yoluyla
ireme hiicrelerinde olumsuz etkiler olusturabilmektedir. Kadmiyumun &zellikle
folikiil gelisimini ve oosit olgunlagsmasini bozdugu, mitokondriyal fonksiyonlarda
hasar meydana getirdigi bildirilmistir (Geng ve ark., 2023). Kadinlarda yapilan

caligmalarda, serum veya folikiiler sivida kadmiyum diizeylerinin yiiksek olmasinin



diisiik fertilizasyon oranlar1 ve gebelik basarisizliklari ile iligkili oldugu belirtilmistir

(Frontiers in Public Health, 2023).

2.1.4.2.Kursun (Pb)

Kursun, ¢evresel ve mesleki maruziyeti yaygin olan toksik agir metallerden biri olup,
kadinlar agisindan baglica igme suyu, besin tliketimi, sigara dumani ve gevresel
kaynaklar araciligiyla viicuda alinmaktadir. Ozellikle eski su tesisatlarinda kullanilan
kursun borular, endiistriyel atiklar, kursun iceren boyalar, kontamine toprak ve gidalar
maruziyetin temel kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Bunun yani sira sigara dumani
ve hava kirliligi, kursunun solunum yoluyla alinmasina katkida bulunmakta ve uzun
stireli diisiik doz maruziyetin viicutta birikmesine neden olabilmektedir (Tchounwou

ve ark., 2012; Jaishankar ve ark., 2014).

Kursun ise hem kadin hem de erkek iireme sisteminde toksik etkiler gostermektedir.
Kursun maruziyeti, Ostrojen ve progesteron gibi steroid hormonlarin iiretimini
bozmakta, folikiil gelisimini engellemekte ve implantasyon basarisin1 azaltmaktadir
(Lee ve ark., 2020). Ayrica, kursun maruziyeti DNA hasar1 ve kromozomal
anomalilere yol acarak embriyo gelisimini olumsuz etkileyebilmektedir (McClam ve
ark., 2023). Kursunun oksidatif stres artis1 ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu
yoluyla graniiloza hiicrelerinde apoptozu tetikledigi ve folikiiler mikrogevrenin
kalitesini azalttig1 bildirilmektedir. Kadinlarda yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda,
kan kursun diizeyleri ile infertilite arasinda anlamli bir iliski tespit edilmistir. Ozellikle
35-44 yas araligindaki kadinlarda yiiksek kan Pb diizeylerinin infertilite riskini
artirdig1 bildirilmistir (Lin ve ark., 2023).

2.1.4.3.Nikel (Ni)

Nikel, cevresel ve mesleki maruziyeti yaygin olan agir metallerden biri olup,
kadinlarda baglica besin tiiketimi, igme suyu, metal iceren mutfak gerecleri, takilar ve
endiistriyel gevreler yoluyla viicuda alimmaktadir. Ozellikle paslanmaz ¢elik mutfak

ekipmanlari, nikel kapli yiizeyler, bazi takilar ve aksesuarlar, nikel iceren gidalar
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(baklagiller, kuruyemisler, kakao ve bazi tahillar) 6nemli maruziyet kaynaklari
arasinda yer almaktadir. Bunun yani sira endiistriyel alanlarda calisma ve cevresel
hava kirliligi, nikelin solunum yoluyla alimina katkida bulunabilmektedir (Tchounwou

ve ark., 2012; Jaishankar ve ark., 2014).

Nikel iyonlarmin hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini artirarak folikiiler hiicrelerde
apoptozisi tetikleyebildigi bilinmekte olup, bu siire¢c folikiil gelisiminin
yavaslamasina, steroidogenez dengesinin bozulmasina ve oosit maturasyonunun
olumsuz etkilenmesine yol acabilmektedir. Artan oksidatif yiik, mitokondriyal
fonksiyonlarin zayiflamasiyla birlikte graniiloza hiicrelerinin enerji {iretimini
siirlamakta ve bu durum hem folikiil sagligin1 hem de embriyo gelisim potansiyelini
azaltabilmektedir. Nikel maruziyetinin ayrica endokrin diizenleyici mekanizmalari
etkileyerek FSH ve LH gibi temel iireme hormonlarinin saliniminda diizensizliklere
neden olabilecegi, bu nedenle hem dogal siklus hem de yardimei tireme tedavilerindeki

yanitin olumsuz etkilenebilecegi bildirilmektedir (Agarwal ve ark., 2020).

2.1.4.4.Krom (Cr)

Krom, ozellikle endiistriyel faaliyetlerle iligkili maruziyeti yaygin olan agir
metallerden biri olup, kadinlarda baslica igme suyu, besinler ve mesleki ¢evreler
araciligiyla viicuda alinmaktadir. Deri, boya, metal kaplama, paslanmaz ¢elik ve tekstil
endiistrilerinde kullanilan krom bilesikleri; endiistriyel atiklar yoluyla su ve topraga
karisabilmekte ve bu durum gida zinciri araciligiyla insanlara ulasmasina neden
olmaktadir. Ozellikle igme suyunun krom ile kontamine oldugu bélgelerde yasayan
bireylerde maruziyetin arttig1, Cr (VI) formunun yiiksek biyoyararlanimi nedeniyle
biyolojik dokularda daha belirgin etkiler gosterebildigi bildirilmektedir (Tchounwou
ve ark., 2012; Jaishankar ve ark., 2014).

Kromun yiiksek oksidasyon formu olan Cr (VI), 6zellikle gii¢lii oksidasyon kapasitesi
nedeniyle gonadal dokuda ciddi biyolojik hasarlara yol agabilmektedir. Cr (VI)’nin
hiicre i¢ine kolayca ge¢mesi sonrasinda DNA zincir kiriklari, baz modifikasyonlar1 ve

onarim mekanizmalarinin baskilanmasi gibi genotoksik etkilerin ortaya ¢iktigi; bu
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nedenle oositin genetik biitlinligiiniin tehdit altina girdigi gosterilmistir. Krom
maruziyetinin ayn1 zamanda oksidatif stres yanitin1 artirarak antioksidan savunma
sistemini zayiflattigi, folikiil i¢inde lipid peroksidasyonunun yiikselmesine ve oosit
membran biitiinliigiiniin zarar gérmesine neden oldugu rapor edilmektedir. Ayrica Cr
(VD)’nin mitokondriyal fonksiyonlara zarar vererek ATP {iretimini azalttigi, bu
durumun da oosit maturasyonunda aksamalara ve fertilizasyon potansiyelinde diisiise
yol agtig1 belirtilmektedir. Tiim bu mekanizmalar birlikte degerlendirildiginde,
kromun tireme hiicrelerinin canlilig1 ve kalitesi lizerinde belirgin diizeyde olumsuz etki
gosterdigi ve uzun siireli maruziyetin fertilite kaybi riskini artirabilecegi

anlasilmaktadir (Zhou ve ark., 2021).

2.1.4.5.Cinko (Zn)

Cinko, kadin iireme sistemi i¢in fizyolojik agidan gerekli olan esansiyel bir iz element
olmakla birlikte, maruziyet diizeyinin artmasi durumunda toksik etkilere yol
acabilmektedir. Cinko maruziyeti kadinlarda baslica besin tiiketimi, ¢inko iceren besin
takviyeleri, bazi kozmetik ve kisisel bakim iiriinleri ile metal kapli mutfak gerecleri
aracihigiyla gerceklesmektedir. Ozellikle kontrolsiiz takviye kullanimi ve uzun siireli
yliksek doz alimi, ¢inko homeostazinin bozulmasina ve metal iyonlar1 arasindaki

dengenin kaymasina neden olabilmektedir (Prasad, 2014; Wu ve ark., 2022).

Fizyolojik diizeylerde ¢inko, antioksidan savunma sistemlerinin diizenlenmesi, DNA
sentezi, hiicre proliferasyonu ve oosit maturasyonu i¢in gerekli olup, folikiiler gelisim
ve embriyonik erken donem siire¢lerinde dnemli rol oynamaktadir. Ancak asir1 ¢inko
birikiminin, hiicre i¢i metal dengesini bozarak oksidatif stres yanitim1 artirdigi,
mitokondriyal fonksiyonlar1 olumsuz etkiledigi ve graniiloza hiicrelerinde hiicresel
stres mekanizmalarini aktive ettigi bildirilmektedir. Bu durum folikiiler mikrocevrede
redoks dengesizligine, steroidogenez siireglerinde aksamalara ve oosit kalitesinde

diisiise yol acabilmektedir (Wu ve ark., 2022).

Ayrica yiliksek c¢inko diizeylerinin, kadmiyum ve bakir gibi diger metallerin

biyoyararlanimini etkileyerek dolayli toksik etkilere neden olabilecegi; bu durumun
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folikiil i¢ci metal dengesini bozarak fertilizasyon ve embriyo gelisim potansiyelini
olumsuz etkileyebilecegi vurgulanmaktadir. Bu nedenle ¢inko, kadin lireme sagligi
acisindan ¢ift yonli etki gosteren bir metal olarak degerlendirilmekte; fizyolojik
sinirlar iginde yararli, agirt maruziyet durumunda ise potansiyel olarak zararl etkiler

ortaya koyabilmektedir (Prasad, 2014; Wu ve ark., 2022).

Agir metallerin infertilite izerindeki etkileri genellikle tek bir elementin maruziyetine
bagli olmayip, ¢evrede bulunan metal karisimlariin sinerjik etkileriyle de ortaya
cikmaktadir. Kursun, kadmiyum ve civa gibi metallerin birlikte bulundugu ortamlarda,
bu metallerin birbirlerinin toksisitesini artirabildigi gosterilmistir (Arch Public Health,
2023). Ayrica, diisiik dozda fakat kronik maruziyetlerin bile lireme sistemi tizerinde

uzun vadeli hasarlara yol acabilecegi bildirilmektedir (Miglietta ve ark., 2023).

2.2 Folikiiler Sivi ve IVF Tedavisindeki Onemi

Folikiiler sivi, oositin gelisimini siirdiigli mikrogevreyi olusturmakta olup bu sivi
icerisindeki biyokimyasal ve ¢evresel faktorler, embriyo kalitesi ve dolayisiyla IVF
basarisi lizerinde dogrudan etkiye sahiptir (Hwang ve ark., 2022). Folikiilogenez siireci
boyunca primordial folikiilden preovulatuar folikiile kadar gecen evrede oosit;
graniiloza ve teka hiicreleri tarafindan cevrelenmekte ve bu hiicreler araciliiyla
metabolik, hormonal ve parakrin sinyallerle desteklenmektedir. Graniiloza
hiicrelerinden salgilanan Ostrojenler, biiyiime faktorleri (GDF-9, BMP-15), sitokinler
ve antioksidan sistemler, folikiiler sivinin bilesimini belirleyerek oositin niikleer ve
sitoplazmik olgunlagsmasini diizenlemektedir. Bu nedenle folikiiler s1vi, yalnizca pasif
bir ortam degil, oosit kalitesini belirleyen aktif ve dinamik bir biyolojik mikrogevre

olarak kabul edilmektedir (Hwang ve ark., 2022; Revelli ve ark., 2009).
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Sekil 2.1: Yumurtalik anatomisi

Oosit, antral folikiil igerisinde antrum si1visi ile temas halinde olup, kumulus hiicreleri
olarak adlandirilan 6zellesmis graniiloza hiicreleri ile ¢evrilidir. Yumurtalik anatomisi

ve folikiil gelisim evreleri Sekil 2.1°de gosterilmistir (Von Mengden vd. 2020 )..

Folikiiler sivinin igerigi, folikiilogenez siirecinin her asamasinda degiskenlik
gostermekle birlikte, bu s1v1 igerisinde bulunan iyonlar, eser elementler ve metabolitler
oositin enerji metabolizmasi, hiicre dongiisii kontrolii ve epigenetik diizenlenmesi
iizerinde belirleyici rol oynamaktadir. Saglikli bir folikiilogenez i¢in redoks
dengesinin korunmasi, mitokondriyal fonksiyonlarin siirdiiriilmesi ve hiicresel stres
yanitlarinin baskilanmasi gerekmektedir. Folikiiler s1v1 bilesiminde meydana gelen
dengesizliklerin, 6zellikle oksidatif stres artisi ile birlikte oosit maturasyonunda
gecikme ve embriyo gelisim potansiyelinde azalma ile iliskili oldugu bildirilmektedir

(Butts ve ark., 2021; Rodriguez-Diaz ve ark., 2023).

Folikiiler sivida agir metallere maruziyetin artmasi, oosit-olgunlasma stirecglerini
bozarak embriyo derecesinin diismesine ve IVF tedavi sonuglarinin olumsuz
etkilenmesine yol agabilmektedir (Obasi, Frazzoli & Orisakwe, 2022). Agir metallerin
bu mikrogevrede birikmesi; graniiloza hiicrelerinde oksidatif stres artis1, mitokondriyal

disfonksiyon ve apoptozisin tetiklenmesi gibi mekanizmalar araciligtyla folikiilogenez
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stirecini sekteye ugratmaktadir. Bu durum, folikiil i¢i hiicreler arasi iletisimin
bozulmasina ve oositin sitoplazmik yeterliliginin azalmasina neden olmaktadir (Obasi

ve ark., 2022; Jaishankar ve ark., 2014).

Folikiiler sivi, bu yoniiyle ¢evresel kirleticilerin iireme sistemine etkisini yansitan bir
biyolojik materyal olarak infertilite arastirmalarinda 6zel bir 6neme sahiptir; bu sivi
icerisinde Ol¢iilen elementlerin yiiksek diizeyleri ile fertilizasyon, blastosist olusumu,
implantasyon ve canli dogum oranlar1 arasinda negatif korelasyonlar bildirilmistir
(Butts ve ark., 2021). Ozellikle DOR tanis1 almis kadinlarda, sinirl sayidaki folikiiliin
cevresel stres faktorlerine karst daha hassas oldugu ve folikiiler sivida agir metal
birikiminin embriyo kalitesini daha belirgin sekilde olumsuz etkiledigi rapor edilmistir

(Lin ve ark., 2023; Dutta ve ark., 2022).

Ayrica folikiiler sivinin sadece agir metaller degil, mikro- ve makro-element dengesini
de yansittig1, 6rnegin demir, kalsiyum ve ¢inko gibi elementlerin asir1 ya da eksik
diizeylerinin embriyo kalitesi ve gelisimi Tlzerine etkili oldugu bulunmustur
(Rodriguez-Diaz ve ark., 2023). Elementler arasindaki bu hassas denge, folikiilogenez
stirecinin saglikli ilerleyebilmesi i¢in kritik olup, dengesizlikler oositin metabolik
kapasitesini, embriyonun boliinme kinetigini ve implantasyon potansiyelini olumsuz

yonde etkileyebilmektedir (Wu ve ark., 2022).

Bu baglamda, folikiiler sivi degerlendirmesi, IVF siirecindeki hastalarin risk
profillerinin belirlenmesine ve tedavi protokollerinin kisisellestirilmesine imkan
saglayan kritik bir aractir (Revelli ve ark., 2009). Ozellikle DOR tanis1 alan olgularda
folikiiler siv1 analizlerinin, ¢evresel maruziyetlerin oosit ve embriyo kalitesi
iizerindeki etkilerinin daha net ortaya konmasina katki saglayabilecegi ve tedavi
basarisin1 ongdrmede tamamlayicit bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegi

disiiniilmektedir (Dutta ve ark., 2022).
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2.2 Klotho Proteini

Adin1 Yunan mitolojisinde kader tanricasi “Klotho”dan alan klotho proteini, yakin
zamanda kesfedilmis, o, B ve y izoformlarini iceren tek gegisli bir transmembran
proteindir (Xu ve ark., 2020). Insanlarda o-klotho, baslica bébrek, paratiroid bezi, yag
dokusu ve koroid pleksusta eksprese edilmekte; ayrica prostat, ince bagirsak, plasenta
ve gobek kordonu kaninda da bulundugu bildirilmektedir (Neyra & Hu, 2017; Makoto,
2011; Guo ve ark., 2018). a-Klotho, hem membrana bagli hem de ¢oziiniir formda
bulunabilir ve ¢oziiniir formu, dolasim sisteminde ana fonksiyonel bi¢cim olarak kan,

idrar ve beyin-omurilik sivisinda tespit edilmektedir (Makoto, 2011).

Klotho proteini, organizmada fosfat ve kalsiyum homeostazini1 saglamak, antioksidan
etki gostermek, inflamasyonu azaltmak ve yaslanma siirecini diizenlemek gibi cesitli
biyolojik islevlerde rol oynamaktadir (Hu ve ark., 2013). Bobrek, beyin ve lireme
sistemi gibi organlarda klotho ekspresyonunun dengeli sekilde siirmesi hem metabolik
hem de lireme fonksiyonlarinin saglikli ilerlemesi acgisindan kritik 6neme sahiptir (Xu
ve ark., 2020). Yapilan deneysel calismalarda klotho geninin susturulmasinin anormal
mineral dengesine, hizlandirilmis yaslanmaya ve kisalmis yasam siiresine neden
oldugu; buna karsin asir1 ekspresyonunun omrii uzatabildigi ve ozellikle bobrek,
koroid pleksus ve noronlarda yiiksek diizeyde ifade edildigi belirtilmistir (Makoto ve
ark., 1997; Makoto, 2008).

Kadin ilireme sisteminde o-klotho; meme dokusu, over, salpenks ve uterus gibi
yapilarda eksprese edilmekte ve hipotalamus-hipofiz-yumurtalik aksi ile yakindan
iligki gostermektedir (Xu ve ark, 2020). Klotho geninin, dstrojen dahil olmak iizere
cesitli hormonal fonksiyonlar1 diizenledigi, dolayisiyla kadin {ireme sistemi
hastaliklarinin gelisiminde ve seyrinde etkili bir faktér oldugu bildirilmektedir
(Takemura & Okabe, 2016; Lu ve ark., 2008). Yasin ilerlemesiyle birlikte klotho gen
ekspresyonunun azaldigi ve bunun hem hormonal denge hem de fertilite iizerinde

olumsuz etkiler olusturabilecegi diistintilmektedir (Biyik ve ark., 2021).
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Gebelik siirecinde klotho gen ekspresyonu 6zellikle plasentada belirgin sekilde artis
gostermekte; gebelerin plazma a-klotho seviyelerinin gebe olmayan kadinlara kiyasla
daha yiiksek oldugu ve gebelik ilerledik¢e bu diizeylerin arttigi gézlemlenmistir
(Loichinger ve ark., 2016). Hayvan modellerinde yapilan c¢alismalarda, klotho ile
tedavi edilen disi sicanlarda gebelik oraninin yiikseldigi, yumurtalik fonksiyonunun
diizenlendigi ve kistik folikiil olusumunun azaldigi, bunun sonucunda da yeni

doganlarin viicut agirliginda artis gézlendigi bildirilmistir (Mao ve ark., 2018).

Kadinlarda diisiik serum klotho diizeylerinin infertilite riskini artirabilecegi ileri
siiriilmektedir. Ozellikle PKOS tanili kadinlarda klotho diizeylerinin azaldig1, bunun
da anormal folikiil gelisimi, hormonal dengesizlik ve infertiliteyle iliskili olabilecegi
saptanmistir (Fan ve ark., 2016; Xu ve ark., 2020). Bununla birlikte, klotho
diizeylerinin iireme fonksiyonlari tizerindeki etkilerini tam olarak acgiklayabilmek i¢in

daha ¢ok klinik ve deneysel ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.3 Embriyo Kalitesi

IVF siireci kapsaminda elde edilen oositler, fertilizasyon isleminden sonra embriyo
gelisimi acisindan giinliik olarak takip edilmektedir. Embriyolarin gelisimi laboratuvar
kosullarinda 5. giine kadar kiiltiire edilerek, blastokist formuna ulagmalar1 saglanarak
giinliik olarak morfolojik degerlendirmeleri yapilmaktadir. Embriyo kalitesinin
belirlenmesinde, pek ¢ok laboratuvarda uluslararasi gegerlilige sahip olan Gardner ve

Schoolcraft (1999) siniflandirma sistemi kullanilmaktadir.

Bu smiflandirmada blastokistlerin genisleme (ekspansiyon) derecesi, i¢ hiicre kitlesi
(ICM; Inner Cell Mass) ve trofoektoderm (TE; Trophectoderm) hiicre morfolojisi
dikkate alinmaktadir. Blastokist genisleme derecesi 1 ile 6 arasinda puanlanmakta; “1”
erken blastokist, “6” ise tamamen zona pellucida’dan ¢ikmis (hatched) blastokist

asamasini ifade etmektedir.
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ICM ve TE kalitesi, hiicre yogunlugu ve biitiinliigline gore;

“A” (yogun ve siki hiicre grubu),

“B” (orta yogunlukta),

“C” (seyrek ve diizensiz hiicre grubu) olarak derecelendirilmektedir (Alpha Scientists

in Reproductive Medicine & ESHRE, 2011; ASRM, 2023).

Blastokistler, bu ii¢ Olciit birlikte ele alinarak 6rnegin “4AA” veya “SAB” gibi bir
kalite notu ile degerlendirilmektedir. Buna gore, AA ve AB tipi embriyolar yiiksek
kalite (excellent ve good), BB ve BC tipi embriyolar orta kalite (average), CC tipi
embriyolar ise diisiik kalite (poor) olarak siniflandirilmaktadir (Gardner &

Schoolcraft, 1999; Chen ve ark., 2023).

Embriyolarin morfolojik kalitesi, oositin folikiilogenez siirecindeki biyolojik
yeterliligini ve fertilizasyon sonrasi gelisim potansiyelini yansitan Onemli bir
parametre olup, 6zellikle DOR tanisi alan olgularda embriyo derecelerinin daha diistik
oldugu bildirilmistir. DOR’lu kadinlarda sinirli sayida elde edilen oositlerin, artmis
oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina daha duyarli oldugu; bu
durumun ICM ve TE gelisiminde yetersizliklere yol acarak embriyo kalitesini olumsuz

etkileyebilecegi belirtilmektedir (Hwang ve ark., 2022; Butts ve ark., 2021).

Ayrica g¢evresel agir metal maruziyetinin, embriyo kalitesi lizerinde dolayli fakat
belirgin etkiler olusturabilecegi gosterilmistir. Kadmiyum, kursun, nikel ve krom gibi
agir metallerin folikiiler sivi ve serumda artmis diizeylerinin; embriyo bdliinme
kinetiginde yavaslama, diisiik dereceli blastokist olusumu ve implantasyon basarisinda
azalma ile iligkili oldugu rapor edilmistir. Bu etkilerin, agir metallerin oosit ve erken
embriyo doneminde oksidatif stres artisi ve DNA hasar1 olusturmasi yoluyla

gerceklestigi diistinlilmektedir (Obasi ve ark., 2022; Lin ve ark., 2023).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, yaslanma karsit1 ve antioksidan 6zellikleriyle bilinen

Klotho proteininin, embriyo kalitesi ve IVF sonuglar1 ile iliskili olabilecegini
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gostermektedir. Klotho diizeylerinin azalmasinin artmis oksidatif stres, hiicresel
yaslanma ve mitokondriyal disfonksiyon ile iligkili oldugu; bu durumun o6zellikle
DOR’Iu olgularda oosit ve embriyo gelisimini olumsuz etkileyebilecegi
bildirilmektedir. Bu baglamda, agir metal maruziyeti ile baskilanan Klotho
ekspresyonunun, embriyo kalitesindeki diisliste aracilik eden mekanizmalardan biri

olabilecegi diislintilmektedir (Xu ve ark., 2020; Ye ve ark., 2024).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Etik Onay

Bu calisma icin Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi Fen ve Tibbi Miidahale
Gerektirmeyen Saglik Bilimleri Arastirmalart Etik Kurulu’ndan onay alimmigtir
(15.10.2024 tarihli ve 2024/10-1318 sayil1). Katilimcilara aydinlatilmis onam formu
sunulmus ve yazili onamlar1 alinmistir. Goniillii olgulara istedikleri zaman ¢alismadan

ayrilabilecekleri bildirilmistir.
3.2 Arastirma Tasarim

Bu arastirma, prospektif ve gozlemsel bir ¢calisma olarak tasarlanmis olup hem anket
tabanli veri toplama hem de laboratuvar temelli biyokimyasal analizleri
kapsamaktadir. Katilimcilarin ¢evresel ve yasam tarzina bagli olast toksin
maruziyetlerini belirlemek amaciyla, goniilliilere yapilandirilmis ve arastirmaci

tarafindan yiiz ylize uygulanan 20 soruluk anket formu kullanilmistir.

Anket verileri, laboratuvar analizlerinden elde edilen biyokimyasal bulgular ve
embriyolojik parametreler ile birlikte degerlendirilmis; cevresel ve yasam tarzi
faktorlerinin serum Klotho diizeyleri, folikiiler sivi agir metal konsantrasyonlar1 ve

embriyo kalitesi tizerindeki iligkileri istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Aragtirmanin deneysel ve analitik siiregleri, ii¢ farkli kurumun is birligiyle
yuriitiilmistir. Hasta o6rneklerinin toplanmasi ve embriyo kalite degerlendirmeleri
Acibadem Atakent Hastanesi Embriyoloji Laboratuvari’nda gercgeklestirilmistir.
Serum Klotho diizeylerinin 6lgiimii, Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi Yasam
Bilimleri Laboratuvari’'nda enzim bagli immiinosorbent analiz (ELISA)cihazi
kullanilarak yapilmistir. Folikiiler sivi 6rneklerindeki agir metal (Pb, Cd, Ni, Cr ve Zn)
konsantrasyonlarinin &lgiimleri ise Sivas Cumhuriyet Universitesi Ileri Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi (CUTAM)’da, ICP-MS (Inductively Coupled

Plasma—Mass Spectrometry) cihazi ile gerceklestirilmistir
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3.3 Orneklem

Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Atakent Hastanesi Tiip Bebek Unitesi’ne
basvuran ve yaslar1 18 ile 39 arasinda degisen toplam 128 kadin olgu ¢aligmaya dahil
edilmistir. Bu bireyler infertilite agisindan degerlendirilmis ve ¢alisma kapsaminda

IVF tedavisi uygulanmaistir.

Dahil Edilme Kriterleri:

DOR tanisi, Bologna kriterleri temel alinarak yapilmistir (Ferraretti ve ark., 2011).
Buna gore, asagidaki ii¢ kriterden en az ikisini karsilayan hastalar DOR grubuna dahil

edilmistir. Bu ¢alismada ise 1 ve 2 numaral1 kriter dahil edilmistir:

1. Onceki IVF siklusunda standart over stimiilasyon protokoliine ragmen ii¢ veya

daha az oosit elde edilmesi,

2. Anormal over rezerv parametreleri, yani AFC <5-7 ve/veya AMH diizeyinin

<0,5-1,1 ng/mL olmasi,

3. Yasin 40’1n iizerinde olmamasi dahil etme kriterlerindendir.

Dislama Kriterleri kapsaminda:

-PKOS tanis1 almis kadinlar,

-ultrasonografi ile over endometriomasi tespit edilen olgular,

-daha 6nce endometriozis cerrahisi ge¢irmis hastalar,

- 40 yas lizeri olgular, caligmadan diglanmistir.

Kontrol grubunu, normal over rezervine sahip kadinlar olusturmustur. Bu grup, serum

AMH diizeyi 1,1-3,5 ng/mL aralifinda olan bireyleri kapsamaktadir. OPU islemi
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sirasinda 4-15 oosit elde edilen hastalar kontrol grubuna dahil edilmistir. 15°ten fazla
oosit toplanan hastalar, asir1 over yamitinin karistirict etkisini dnlemek amaciyla
caligsma diginda birakilmistir. Kontrol grubunu erkek faktor sebebiyle tedaviye gelen

hastalar olusturmaktadir.

3.4 Veri Toplama Yontemleri

Aragtirmada veri toplama araci olarak, hasta anket formu kullanilmistir. Anket formu,
infertiliteye iliskin demografik, klinik ve ¢evresel faktorleri degerlendirmeye yonelik
toplam 20 sorudan olugsmaktadir. Anketin ilk boliimii, katilimcilarin sosyo-demografik
ve klinik bilgilerini icermekte; ikinci boliim ise ¢evresel maruziyet ve yasam tarzi
faktorleri tizerine odaklanmaktadir. Bu kapsamda, katilimcilarin kimyasal maddeye
maruziyet durumu, beslenme bi¢imi, organik iirlin tiiketim sikligi, disarida yemek
yeme aligkanlig1, vitamin takviyesi kullanimi ve kozmetik iiriin tercihleri gibi ¢evresel
faktorlere iliskin sorular yer almaktadir. Ayrica, kisisel stres diizeyi 4 basamakli 6znel

bir degerlendirme 6lcegi ile belirlenmistir.

Anketler, yiiz yilize goriisme yoOntemiyle, katilimcilarin bilgilendirilmis onami
alindiktan sonra, IVF tedavi siireci Oncesinde arastirmaci tarafindan birebir
uygulanmigtir. Katilimeilarin yanitlar gizlilik ilkesi dogrultusunda degerlendirilmis;
elde edilen veriler, daha sonra laboratuvar bulgulariyla birlestirilerek istatistiksel

analizlere dahil edilmistir.
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3.5 Laboratuvar Analizleri

3.5.1 Serum Klotho Analizi

Serumda klotho diizeylerini belirlemek i¢in alinan kan Ornekleri santrifiij edilerek
(2000-3000 rpm, 20 dak) serumlar elde edilmistir ve elde edilen serumlar embriyoloji
laboratuvarinda -80 °C’de steril 5 ml tiiplerde muhafaza edilmistir. Toplanan serum
orneklerinin IYYU Yasam Bilimleri Laboratuvarina transferi soguk zincir ile

gerceklestirilmistir.

Serum klotho analizi ticari Elisa Kit (Nepente-human.KL (Klotho), Katolog
no:NE010272101) kullanilarak, optik yogunluk (OD), 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrik 6lclim ile gerceklestirilmistir.

3.5.2 Folikiil Sivisinda Agir Metal Analizi

OPU isleminden once, her bir folikiiliin cap1 ultrasonografi ile Olgiilerek
kaydedilmistir. Her folikiilden aspire edilen sivi, dnceden 37°C’de 1sitilmis tliplere
alimarak embriyoloji laboratuvarina mikroskobik inceleme i¢in verilmistir. Kumulus—
oosit kompleksleri (COCs) stereomikroskop altinda tanmimlanarak folikiil
aspiratlarindan izole edilerek folikiiler sivida (FF) 4-5 ml olacak sekilde Falcon tiiplere

toplanarak ve etiketlenerek -80°C’de muhafaza edilmistir.

Ornekler soguk zincir ile Sivas Cumhuriyet Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi (CUTAM)’nde agir metal analizi icin gonderilmistir. Agir metal

analizi ile folikiiler s1v1 6rneklerinde Pb, Cd, Ni, Cr, Zn diizeyleri belirlenmistir.

Orneklerden 0.5 mL almarak iizerine 1 mL HNO3 eklenmistir. 90 °C de 1 saat su
banyosunda kapaklar1 gevsek kapanmis sekilde yakma islemi uygulanmistir.
Boylelikle orneklerin igerdigi organik faz yakilarak uzaklastirilmigtir. Ardindan
sogutulan orneklere 50 pL H>O: eklenerek yarim saat daha su banyosunda gaz
cikislarinin tamamlanmasi beklenmistir. Soguyan Orneklerin son hacmi 10 mL ye

tamamlanmistir. Son hacim 10 mL olan 6rneklerden 2 mL alinarak, icerisine 10 pL i¢
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standart eklendi ve son hacmi tekrar 10 mL ye tamamlanmistir. Son olarak drneklerin
icerisinde ki istenen agir metal (Pb, Cd, Ni, Cr, Zn) diizeyleri ICP-MS (Thermo
Scientific-ICAPQ-Germany) cihazinda 6l¢iilmiis, ppb olarak ifade edilmistir.

3.5.3 Embriyo Kalitelendirilmesi

Embriyo kalitelendirme islemleri, Acibadem Atakent Hastanesi Embriyoloji
Laboratuvari’nda gorevli iki deneyimli embriyolog tarafindan ¢ift kor (double-blind)
seklinde, mikroskop altinda yapilmistir. Degerlendirme sonuglari hasta kimliklerinden
bagimsiz olarak kodlanmis ve kayit altina alinmistir. Embriyolar, Capalbo ve ark.
tarafindan tanimlanan blastokist morfolojik derecelendirme sistemine gore dort gruba
ayrilmistir. Buna gore embriyolar en iyi (excellent), iyi (good), orta (averege) ve diisiik
(poor) kalite olmak iizere dort gruba ayrildi: excellent (>3AA), good (3AB, 4AB, 5AB,
6AB, 3BA, 4BA, 5BA, 6BA, 1AA ve 2AA), averege (3BB, 4BB, 5BB, 6BB, 3AC,
4AC, 5AC, 6AC, 3CA, 4CA, 5CA, 6CA, 1AB, 2AB, 1BA ve 2BA) ve poor (1BC,
2BC, 3BC, 4BC, 5BC, 6BC, 1CB, 2CB, 3CB, 4CB, 5CB, 6CB, 1CC, 2CC, 3CC, 4CC,
5CC, 6CC, 1BB ve 2BB).Bu sekilde elde edilen veriler, folikiiler sividaki agir metal
diizeyleri ve serum Klotho konsantrasyonlar1 ile korelasyon analizlerinde

kullanilmustir.

3.5.4 istatiksel Analiz

Bu c¢alismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistics 26.0
yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Siirekli degiskenlerin dagilim ozellikleri
Shapiro—Wilk normallik testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren siirekli
degiskenler ortalama + standart sapma (SS), normal dagilim gostermeyen degiskenler

ise ortanca (¢eyrekler arasi aralik, Q1-Q3) olarak ifade edilmistir.

Iki bagimsiz grup arasindaki karsilastirmalarda, normal dagilim gdsteren degiskenler
icin bagimsiz orneklem t-testi, normal dagilim gostermeyen degiskenler igin ise

Mann-Whitney U testi kullanilmustir. Ikiden fazla grubun karsilastirildig analizlerde,
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normal dagilim varsayiminin saglanmadigi durumlarda Kruskal-Wallis testi

uygulanmuistir.

Kategorik degiskenler arasindaki iliskiler Ki-kare testi ile analiz edilmis; beklenen

hiicre frekanslarinin 5’in altinda oldugu durumlarda Fisher’in kesin testi kullanilmstir.

Folikiiler sivida dl¢iilen agir metal diizeyleri (Cr, Ni, Zn, Cd ve Pb) ile embriyo gelisim
parametreleri (3. ve 5. giin embriyo sayilart ile 5. giin embriyo kalite smiflari:
excellent, good, average, poor) ve klotho diizeyi arasindaki iligkiler Spearman sira

korelasyon analizi ile degerlendirilmistir.

Agir metal ve klotho diizeylerinin 3. ve 5. glinde gelisen embriyo sayilar1 lizerindeki
etkisini incelemek amaciyla ¢oklu dogrusal regresyon analizleri uygulanmistir.
Besinci giinde blastokist olusumu (blastulasyon) (olusan / olusmayan) ve blastokist
kalite siniflar1 (excellent, good, average, poor) iizerine agir metal ve klotho
diizeylerinin etkisini degerlendirmek amaciyla c¢oklu lojistik regresyon analizleri
gergeklestirilmistir. Regresyon analizlerinde sonuclar katsay1 () veya olasilik orani

(OR), %95 giiven aralig1 (GA) ve p degeri ile raporlanmustir.

Tiim istatistiksel analizlerde p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

DOR c¢alisma grubu (n=64) ve kontrol grubu (n=64) olmak iizere toplam 128 olguya
ait demografik/klinik 6zellikler, yagam tarzi—-maruziyet degiskenleri, folikiiler s1v1 agir
metal diizeyleri (Cr, Ni, Zn, Cd, Pb) ve embriyo gelisim/kalite parametreleri

karsilastirilmistir.

4.1. Demografik Sonuclar

Calismaya dahil edilen olgularin yas ortalamasi 23,6 (SS 4,7, min-maks 19 - 39),
ortalama kilosu 163,7 (SS 5,8, min-maks 150 - 180), ortalama boyu 70,1 (SS 13,5,
min-maks 45 - 118) ve ortalama viicut kiitle indeksi (VKI) 26,1 (SS 4,9, min-maks
17,6 - 43,3) olarak bulundu. DOR ve kontrol grubunda karsilastirildiginda diisiik over
rezervi olan hastalarin yas ortalamasi (33,4, SS 4,5), kontrol hastalarindan (31,7, SS
4,7) anlamli olarak yiiksek, boy, kilo ve VKI ortalamalar1 her iki grupta benzer
bulunmustur (p=0,035, p=0,719, p=0,953, p=0,946). Gruplarin demografik 6zellikleri

Tablo 4.1’de sunulmustur.

Tablo 4.1: Olgularin demografik 6zellikleri

Tiim DOR Kontrol Grubu p
Vakalar Grubu degeri
Yas 23,6 +4,7 33,4+4,5 31,7+4,7 0,035*
Boy 163,7 +5,8 163,9 + 6,0 163,5+5,7 0,719*
Kilo 70,1 £13,5 | 70,0+ 13,0 70,2 £ 14,2 0,953*
Viicut Kitle 26,1 £4,9 26,1 £5,0 26,2 +4.8 0,946*
Indeksi

Veriler normal dagilan degiskenler icin ortalama + standart sapma (SS)(SD: Standard
Deviation) olarak sunulmustur. *: bagimsiz t-testi
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36 (% 28,1) olgunun sigara, 32 (% 25,0) alkol, 22 (% 17,2) diizenli ila¢ kullanimi ve
20 (% 15,6) olguda sistemik hastalik oldugu goriildii. Egitim diizeyi incelendiginde
ise 8 (% 6,3) olgularin ilkokul, 24 (% 18,8) ortaokul, 24 (% 18,8) lise ve 72 (% 56,3)
tiniversite mezunu oldugu goriildii. DOR ve kontrol grubunda karsilagtirildiginda
gruplar ile sigara, alkol veya ila¢ kullanimu, sistemik hastalik ve egitim diizeyi arasinda
anlamli bir iliski bulunamamistir (tiim p>0,05). Olgularin tibbi ge¢mis ve egitim

ozellikleri Tablo 4.2’de yer almaktadir.

Tablo 4.2: Olgularin tibbi ge¢mis ve egitim 6zellikleri

Tiim DOR Kontrol p degeri
Vakalar Grubu Grubu
Sigara Var 36 (% 28,1) | 13 (% 20,3) | 23 (% 35,9) 0,076*
Kullanim1 | Yok 92 (% 71,9) | 51 (% 79,7) | 41 (% 64,1)
Alkol Var 32 (% 25,0) | 15 (% 23.,4) | 17 (% 26,6) 0,839*
Kullanim | Yok 96 (% 75,0) | 49 (% 76,6) | 47 (% 73,4)
Ila¢ Var 22 (% 17,2) | 12 (% 18,8) | 10 (% 15,6) 0,815*
Kullanim | Yok 106 (% 52 (% 81,3) | 54 (% 84.,4)
82,8)
Sistemik Var 20 (% 15,6) | 11 (% 17,2) | 9 (% 14,1) 0,808*
Hastahk Yok 108 (% 53 (% 82,8) | 55 (% 85,9)
84.,4)
Egitim [1kokul 8 (% 6,3) 4 (% 6,3) 4 (% 6,3) 0,2908%**
Diizeyi Ortaokul 24 (% 18,8) | 8 (% 12,5) | 16 (% 25,0)
Lise 24 (% 18,8) | 14 (% 21,9) | 10 (% 15,6)
Universite | 72 (% 56,3) | 38 (% 59,4) | 34 (% 53,1)

Degerler sayi (yiizde,%) olarak verilmistir. *: Ki-kare testi, **: Fisher’in Kesin testi

94 (% 73,4) olgunun saglikli beslendigi, 13 (% 10,2) olguda ise kimyasal madde
Ortalama
DOR ve kontrol

maruziyeti ve 66 (% 51,6) olguda kozmetik kullanimi oldugu gortildii.
infertilite stiresi 3,1 (SS 2,3, min-maks 1 - 12) oldugu goriildii.
grubunda karsilastirildiginda gruplar ile saglikli beslenme ve kimyasal maruziyet
arasinda arasinda anlaml bir iligski saptanmamis iken kozmetik kullanimi oraninin
kontrol grubunda (%64,1) DOR grubundan (%39,1) anlamli olarak yiiksek oldugu

goriildii. Infertilite siiresi ortalamasi her iki grupta benzer bulunmustur (p=0,910).
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DOR grubu ve kontrol grubunun yasam tarzi 6zellikleri ve infertilite siiresine Tablo

4.3°de gosterilmektedir.

Tablo 4.3: DOR ve kontrol gruplarinin yasam tarzi 6zellikleri ve infertilite siiresi

Tiim Vakalar | DOR Grubu | Kontrol Grubu | p degeri
Saghkh Var | 94 (% 73,4) 52 (% 81,3) | 42 (% 65.6) 0,071%*
Beslenme Yok | 34 (% 26,6) 12 (% 18,8) | 22 (% 34,4)
Kimyasal Var | 13 (% 10,2) 7 (% 10,9) 6 (% 9,4) 0,999%*
Madde
Maruziyeti Yok | 115(%89.8) |57 (%89,1) | 58 (%90.6)
Kozmetik Var | 66 (% 51,6) 25 (% 39,1) | 41 (% 64.,1) 0,008*
Kullanimi Yok | 62 (% 48,4) 39 (% 60,9) | 23 (% 35,9)
Infertilite 3,1+£23 3,1+£22 3,2+25 0,910%*
Siiresi (yil)

Veriler normal dagilan degiskenler icin say1 (yiizde, %) ve ortalama =+ standart sapma
(SS)(SD: Standard Deviation) olarak sunulmustur. *: Ki-kare testi, **: bagimsiz t-testi

4.2 Klinik, Laboratuvar ve Embriyo Kalitesi Dagilim Parametreleri

Olgularin klinik ve IVF parametreleri incelendiginde OPU’da elde edilen toplam oosit
say1 ortancasi 8,5 (CAA 9,8, min-maks 1 - 48), ortanca olgun oosit sayis1 5 (CAA 8,8,
min-maks 0 - 33), ortanca 3. giin embriyo sayist 4 (CAA 7,0, min-maks 0 - 26) ve
ortanca 5. gline ulasan embriyo sayisi 2 (CAA 4, min-maks 0 - 10) olarak bulundu. 5.
giine ulasan ortalama en iyi kalite embriyo sayis1 ortancast 0 (CAA 1, min-maks O -
8), ortanca iyi kalite embriyo sayist 1 (CAA 2,0, min-maks 0 - 6), ortanca orta kalite
embriyo sayis1 0 (CAA 1, min-maks 0 - 6) ve ortanca diisiik kalite embriyo sayis1 ise
0 (CAA 0, min-maks O - 3) olarak bulundu. DOR ve kontrol grubunda
karsilastirildiginda kontrol grubu toplam oosit sayisi, olgun oosit sayisi, 3. ve 5. giin
embriyo sayisi, 5. giin en iyi, iyl ve orta kalite embriyo say1 ortancalar1 kontrol

grubunda DOR grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (tiimii p<0,05). Olgularin
klinik ve IVF parametreleri Tablo 4.4’de yer almaktadir.
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Tablo 4.4 : Olgularin klinik ve IVF parametreleri

Tiim DOR Grubu | Kontrol Grubu | p degeri
Vakalar
Toplam Oosit Sayisi 8,5 (9,8) 5,0 (5,0) 13,5 (10,8) <0,001*
Olgun QOosit Sayisi 5,0 (8,8) 3,0 (3,8) 10,5 (8,8) <0,001*
3. Giin Embriyo Sayisi 4,0 (7,0) 2,0 (3,0) 8,5 (8,0) <0,001*
5. Giin Embriyo Sayis1 2,0 (4,0) 2,0 (2,0) 4,5 (4,0) <0,001*
5. Giin En Iyi Kalite 0 (1,0) 0 (1,0) 1,0 (2,0) <0,001*
Embriyo Sayisi
5. Giin Iyi Kalite Embriyo 1,0 (2,0) 0 (1,0) 2,0 (3,0) <0,001*
Sayisi
5. Giin Orta Kalit Embriyo 0 (1,0) 0 (1,0) 1,0 (2,0) <0,001*
Sayisi
5. Giin Diisiik Kalitede 0(0) 0(0) 0 (1,0) 0,463*
Embriyo Sayisi

Veriler normal dagilmayan degiskenler icin ortanca (ceyrekler arasi aralik, CAA)(IQR:
Interquartile Range) olarak sunulmustur. *: Mann-Whitney U test

4.3. Embriyo Kalitesi, Agir Metal Maruziyeti ve Serum Klotho Seviyesi

Parametreleri

Olgularin folikiiler sivida 6lgiilen agir metal diizeyleri incelendiginde ortalama krom
seviyesi 177,6 (SS 55,7, min-maks 24,3 - 392,0), ortanca nikel seviyesi 20,4 (CAA
8,9, min-maks 24,3 - 392,0), ortanca ¢inko seviyesi 397,7 (CAA 305,0, min-maks O -
1408,2), ortanca kadmiyum seviyesi 0,2 (CAA 0,2, min-maks -0,1-0,81) ve ortanca
kursun seviyesi 0,0 (CAA 1,2, min-maks 0 - 38,9) olarak bulundu. Klotho diizeyi
ortancasi ise 0,7 (CAA 0,8, min-maks 0,2-4,8) olarak bulundu. DOR ve kontrol
grubunda karsilastirildiginda DOR grubu krom ortalamasi (187,7, SS 55,9), kontrol
grubu ortalamasindan (167,5, SS 54,1) ve DOR grubu ¢inko ortancasi (464,8, CAA
269,3) kontrol grubundan (337,7, CAA 270,4) anlaml olarak yliksek bulunmustur
(p=0,040, p<0,001). Nikel, kadmiyum, kursun ve klotho diizeyi her iki grupta benzer
bulunmustur (tiim p>0,05). Olgularin folikiil sivisinda 6lgiilen agir metal ve serum

Klotho diizeyleri Tablo 4.5’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.5: Olgularin folikiiler sivida dl¢iilen agir metal ve serum Klotho diizeyleri

Tiim Vakalar Kontrol DOR Grubu p degeri
Grubu
Cr (ug/L) 177,6 (55,7) 167,5 (54,1) 187,7 (55,9) 0,040*
Ni (ng/L) 20,4 (8,9) 20,3 (10,1) 20,7 (8,8) 0,839
Zn (ng/L) 397,7 (305,0) 337,7 (270,4) 464,8 (269,3) <0,001**
Cd (ng/L) 0,2 (0,2) 0,2 (0,2) 0,2 (0,2) 0,814**
Pb (ng/L) 0,0 (1,2) 0,0 (0,7) 0,1 (1,6) 0,062%**
Klotho Diizeyi 0,7 (0,8) 0,7 (0,7) 0,8 (0,9) 0,600%**

Veriler normal dagilmayan degiskenler icin ortanca (ceyrekler arasi aralik, CAA)(IQR:
Interquartile Range) olarak sunulmustur. *: bagimsiz t-testi, **: Mann-Whitney U testi

Sigara kullanan ve kullanmayan gruplar arasinda agir metal diizeyleri ve serum klotho
diizeyi karsilastirildiginda sigara kullananlarda nikel ortancasi (25,3, CAA 13,0)
kullanmayanlarda (19,4, CAA 6,8), sigara kullananlarda ¢inko ortancasi (550,1, CAA
285,7) kullanmayanlardan (371,5, CAA 193,6), sigara kullananlarda kadmiyum
ortancasi (0,2, CAA 0,2) kullanmayanlardan (0,1, CAA 0,1) ve sigara kullananlarda
kursun ortancasi (2,2, CAA 2,5) kullanmayanlardan (0,0, CAA 0,02) anlaml olarak
yiiksek ¢cikmigken krom seviyesi her iki grupta benzer bulunmustur (p<0,001, p=0,001,
p<0,001, p<0,001, p=0,404). Klotho diizeyi ortancasi sigara kullanmayanlarda (0,8,
CAA 0,8), sigara kullananlarda (0,5, CAA 0,3) anlaml olarak yiiksek c¢ikmistir
(p=0,007). Bulgular Tablo 4.6’da yer almaktadir.

Tablo 4.6: Sigara kullanan ve kullanmayan hastalarda folikiiler sivida ol¢iilen agir
metal ve serum Klotho diizeylerinin karsilastiriimasi

Sigara Kullanan (n=36) | Sigara Kullanmayan (n=92) | p degeri
Cr (ng/L) 184,2 (55,1) 175,0 (56,0) 0,404%*
Ni (ug/L) 25,3 (13,0) 19,4 (6,8) <0,001%**
Zn (ug/L) 550,1 (285,7) 371,5 (193,6) <0,001*
Cd (ng/L) 0,2 (0,2) 0,1(0,1) <0,001%**
Pb (ug/L) 2,2(2,5) 0,0 (0,02) <0,001%**
Klotho Diizeyi 0,5 (0,3) 0,8 (0,8) 0,007

Veriler normal dagilmayan degiskenler icin ortanca (¢eyrekler arasi aralik, CAA)(IQR: Interquartile
Range) olarak sunulmustur. *: bagimsiz t-testi, **: Mann-Whitney U testi

Alkol
karsilastirildiginda nikel seviyesi ortancasi alkol kullananlarda (23,0, CAA 10,9)

ortancast alkol

kullananlarda (0,3, CAA 0,1) kullanmayanlardan (0,1, CAA 0,1) anlamli olarak

kullanan ve kullanmayan gruplar arasinda aZir metal diizeyleri

kullanmayanlarda (19,6, CAA 8,3) ve kadmiyum seviyesi
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yiiksek ¢ikmigken krom, ¢inko kursun seviyeleri ve klotho diizeyi benzer bulunmustur

(p=0,038, p<0,001, p=0,155, p=0,255, p=0,248, p=0,662). Bulgular Tablo 4.7°de yer

almaktadir.

Tablo 4.7 : Alkol kullanan ve kullanmayan hastalarda folikiiler sivida olgililen agir
metal ve serum klotho diizeylerinin karsilastiriimasi

Alkol Alkol p degeri

Kullanan Kullanmayan

(n=32) (n=96)
Cr (ng/L) 188,6 (56,1) 172,1 (68,2) 0,155*
Ni (ng/L) 23,0 (10,9) 19,6 (8,3) 0,038**
Zn (ng/L) 450,1 (258,8) 395,4 (283,2) 0,255%**
Cd (ng/L) 0,3 (0,1) 0,1 (0,1) <0,001**
Pb (pg/L) 0,3 (1,8) 0,0 (0,7) 0,248**
Klotho Diizeyi 0,9 (1,0) 0,7 (0,7) 0,662**

Veriler normal dagilmayan degiskenler icin ortanca (ceyrekler arasi aralik, CAA)(IQR:
Interquartile Range) olarak sunulmustur. *: bagimsiz t-testi, **: Mann-Whitney U testi

5. giine ulasan embriyo kalitesi dagilimi her 2 grupta karsilastirildiginda kontrol
grubunda en 1iyi, iyi ve orta embriyo kalitesi ortancalart DOR grubundan kontrol
grubundan anlamli olarak diisiik bulunmus iken diisiik embriyo kalitesi her iki grupta
benzer bulunmustur (p<0,001, p<0,001, p=0,001, p=0,463). DOR grubunda 5. Giinde
embriyo olagmasi orani (%57,1) kontrol hastalarindan (%92,9) anlamli olarak diisiik
bulunmustur (p<0,001). 5.giine ulagan embriyo kalite sayilarinin DOR ve kontrol

grubu arasinda karsilastirilmasi Tablo 4.8’de gdsterilmektedir.

Tablo 4.8: 5. giine ulasan embriyo kalite sayilarinin DOR ve kontrol grubu arasinda
karsilastirilmasi

Embriyo Kalitesi | DOR Grubu Kontrol Grubu | p degeri
En lyi 0(1,0) 1,0 (2,0) <0,001*

Iyi 0(1,0) 2,0 (3,0) <0,001*

Orta 0(1,0) 1,0 (2,0) <0,001*

Diisiik 0(0) 0(1,0) 0,463*

5. Giinde 41 (%64,1) 59 (%92,2)

Embriyo olusan <0,001**
5. Giinde 23 (%35,9) 5 (%7,8)

Embriyo

olusmayan

Veriler normal dagilmayan degiskenler icin ortanca (ceyrekler arasi aralik, CAA)(IQR:
Interquartile Range) olarak sunulmustur. *: Mann-Whitney U test, **: Ki-kare testi
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5. glinde olusan en iyi, iyi ve orta kalite embriyo sayilari ile agir metal seviyeleri
arasindaki iliski korelasyon ile incelendiginde ¢inko seviyesi ile orta kalite embriyo
sayis1 arasinda zayif (p=0,247, p=0,005) ve iyi kalite embriyo sayisi ile ¢cok zayif
(p=0,186, p=0,035) bir iliski bulunmustur. Bulgular Tablo 4.9°da yer almaktadir.

Tablo 4.9: 5. giinde olusan en iyi, iyi, orta ve diisiik kalitedeki embriyo sayilar1 ile agir
metal seviyeleri arasindaki iligki

En lyi Kalite | Orta Kalite Iyi Kalite Diisiik Kalite
Embriyo Embriyo Embriyo Embriyo
Sayisi Sayisi Sayis1 Sayisi
Cr (pg/L) 0,074 (0,407) 195 (0,027) | 0,124 (0,163) | 0,114 (0,201)
Ni (ng/L) -0,147 (0,098) | 0,058 (0,515) | 0,032 (0,716) | -0,029 (0,746)
Zn (pg/L) 0,160 (0,072) | 0,247 (0,005) | 0,186 (0,035) | 0,117 (0,190)
Cd (ng/L) -0,013 (0,885) | 0,059 (0,506) | 0,076 (0,394) | 0,029 (0,741)
Pb (ng/L) 0,031 (0,726) | 0,097 (0,275) | -0,032 (0,722) | -0,007 (0,941)

Veriler normal dagilmayan degiskenler icin ortanca (¢eyrekler arasi arahk, CAA)(IQR: Interquartile
Range) olarak sunulmustur. *: bagimsiz t-testi, **: Mann-Whitney U testi

Diisiik over rezervi (DOR) tanisi olan olgular ile kontrol grubu arasinda serum Klotho
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir(p= 0,51).Diisiik
Over Rezervi grupta serum Klotho diizeylerinin medyan degeri 0,67 (Q1-Q3: 0,46—
0,93) iken, kontrol grubunda bu deger 0,74 (Q1-Q3: 0,50-1,27) olarak bulunmustur.
Verilerin normal dagilim gostermemesi nedeniyle gruplar arasi karsilastirma Mann—
Whitney U testi ile yapilmistir. DOR ve kontrol grubu arasindaki serum Klotho
diizeyleri Tablo 4.10°da karsilastirilmistir.

Tablo 4.10: DOR ve kontrol grubu arasindaki serum Klotho diizeylerinin
karsilastirilmasi
Calisma Gruplan n Medyan (Q1-Q3) p degeri*
DOR 33 0,67 (0,46 — 0,93) 0,51
Kontrol 48 0,74 (0,50 — 1,27)

* Mann—Whitney U testi
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Serum Klotho diizeyleri ile 5. giinde olusan en iyi, iyi, orta ve diisiik kalite embriyo

sayilar1 arasindaki iliski Spearman korelasyonu ile incelendiginde anlamli bir iligki

bulunamamustir (timii p>0,05). Bulgular Tablo 4.11°de yer almaktadir.

Tablo 4.11: Serum Klotho diizeyleri ile 5. giinde gelisen en iyi, iyi, orta ve diisiik
kalitedeki embriyo sayis1 arasindaki iligki

5. Giin En Iyi 5. Giin yi 5. Giin Orta 5. Giin Diisiik
Kalite Embriyo | Kalite Embriyo | Kalite Embriyo | Kalite Embriyo
Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi

Klotho Diizeyi -0,111 (0,322) 0,044 (0,694) 0,062 (0,581) 0,019 (0,868)

Veriler normal dagilmayan degiskenler icin ortanca (¢eyrekler arasi1 arahk, CAA)(IQR: Interquartile
Range) olarak sunulmustur. *: bagimsiz t-testi, **: Mann-Whitney U testi

Serum Klotho diizeyleri ile folikiiler sivi agir metal seviyeleri arasindaki iligki
Spearman korelasyonu ile incelendiginde Klotho seviyesi ile kadmiyum seviyesi
arasinda negatif yonde zayif bir iliski (p=-0,269, p=0,015) bulunmus iken klotho
seviyesi ile krom, nikel, ¢inko ve kursun seviyeleri arasinda anlamli bir iligki
bulunamamaistir (tim p>0,05). Serum Klotho diizeyleri ile folikiiler sivida agir metal

diizeyleri arasindaki iligki Tablo 4.12’de gosterilmektedir.

Tablo 4.12: Serum Klotho diizeyleri ile folikiiler siv1 agir metal diizeyleri arasindaki
iligki

Cr(ng/L) | Cr(ng/L) Cr (ng/L) Cr (ng/L) Cr (ng/L)
Klotho Diizeyi -0,021 -0,051 -0,151 -0,269 -0,206
(0,855) (0,650) (0,179) (0,015) (0,065)

Veriler normal dagilmayan degiskenler icin ortanca (¢eyrekler arasi aralik, CAA)(IQR: Interquartile
Range) olarak sunulmustur. *: bagimsiz t-testi, **: Mann-Whitney U testi

5. giinde embriyo olusumuna agir metal ve klotho seviyelerinin etkisi ¢oklu lojistik
regresyon modeli ile degerlendirildiginde ¢inko seviyesinde 1 birim artigin 5. giinde
embriyo olusumunu 1,004 (%95 GA 1,001 - 1,01) artisa neden oldugu goriildii
(p=0,044). Bulgular Tablo 4.13’de yer almaktadir.
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Tablo 4.13: 5. giinde embriyo olusmasina folikiiler sivi agir metal ve serum Klotho
diizeylerinin etkisi

Katsay1 %95 Giiven Aralig1 p degeri
Kesisim 0,72 0,07 - 6,07 0,674
Cr (ng/L) 1,00 0,99 - 1,01 0,949
Ni (ng/L) 0,98 0,93 - 1,0001 0,197
Zn (ng/L) 1,004 1,001 - 1,01 0,044
Cd (pg/L) 4,96 0,04 - 1933,33 0,472
Pb (ng/L) 1,14 0,90 - 2,26 0,625
Klotho Seviyesi 1,12 0,60 - 2,36 0,574

Veriler normal dagilmayan degiskenler icin ortanca (¢eyrekler arasi aralik, CAA)(IQR: Interquartile
Range) olarak sunulmustur. *: bagimsiz t-testi, **: Mann-Whitney U testi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢aligmasinda, DOR tanisi olan olgularda agir metal maruziyetinin serum Klotho
diizeyi ve embriyo kalitesi lizerindeki etkileri kapsamli bicimde degerlendirilmistir.
Calismadan elde edilen temel bulgular, DOR grubunda folikiiler sivida krom (Cr) ve
¢inko (Zn) diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu ve
bu artisin embriyo kalitesinde bozulma ile iligkili oldugunu gostermektedir. Buna
paralel olarak, DOR grubunda en 1yi, iyi ve orta kalite embriyo oranlarinin daha diisiik

oranlarda izlendigi saptanmustir.

Bu sonuglar, diisiik over rezervinin yalmzca yasa baglh folikiil kaybi ile
aciklanamayacagini; ¢evresel faktorlerin ve 6zellikle agir metal maruziyetinin oosit ve
embriyo gelisimi iizerinde Onemli bir rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.
Literatiirde de DOR’lu olgularda sinirli sayidaki folikiiliin ¢evresel stres faktorlerine
kars1 daha duyarli oldugu ve bu nedenle toksik maruziyetlerin etkilerinin daha belirgin

ortaya ¢ikabilecegi bildirilmektedir (Broekmans ve ark., 2009; Dutta ve ark., 2022).

Folikiiler s1v1, oositin gelistigi biyolojik mikrogevreyi dogrudan yansitmasi nedeniyle
cevresel toksinlerin iireme sistemi {izerindeki etkilerini degerlendirmede kritik bir
biyolojik materyal olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismada folikiiler sivida Cr ve Zn
diizeylerinin DOR grubunda daha yiiksek bulunmasi, IVF hastalarinda yapilan dnceki
caligmalarla uyumludur. Folikiiler sivida artmis krom ve ¢inko diizeylerinin oosit
maturasyonu ve embriyo gelisimi iizerinde biyolojik etkiler olusturabilecegi
bildirilmistir. Kromun o6zellikle alt1 degerlikli formunun hiicresel diizeyde reaktif
oksijen tiirleri {liretimini artirarak oosit ve graniiloza hiicrelerinde oksidatif stres
yanitint tetikledigi; buna bagli olarak hiicresel fonksiyonlarda bozulmaya yol

acabildigi gosterilmistir (Xu ve ark., 2020).

Krom ve ¢inkonun folikiiler mikrogevrede yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasinin,
oksidatif stres artisi, mitokondriyal fonksiyonlarin etkilenmesi ve hiicresel sinyal
yolaklarinda dengesizlik ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Her ne kadar ¢inko

fizyolojik diizeylerde oosit maturasyonu ve embriyo gelisimi i¢in gerekli bir eser
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element olsa da, folikiiler sivida artmis diizeylerinin redoks dengesini bozarak
graniiloza hiicre fonksiyonlarini olumsuz etkileyebilecegi bildirilmistir. Bu siiregler
steroidogenezde baskilanmaya, hiicresel stres yanitlariin artmasina ve folikiiler

mikrogevrenin bozulmasina yol acabilmektedir (Tolunay ve ark. 2016).

Bu tez calismasinda serum Klotho diizeyleri de degerlendirilmis; ancak DOR ve
kontrol gruplari arasinda serum Klotho diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamistir. Bu bulgu, literatiirde Klotho’nun DOR ile iliskili oldugunu
bildiren bazi ¢aligmalarla farklilik gostermektedir (Xu ve ark., 2020; Liang & Feng,
2023). Bununla birlikte, Klotho diizeylerinde anlamli fark saptanmamis olmasi, bu
proteinin iireme biyolojisindeki roliinii dislamamakta; aksine Klotho’nun etkilerinin
sistemik serum diizeylerinden ziyade lokal doku ekspresyonu veya hiicresel diizeydeki
fonksiyonlartyla iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (Takemura & Okabe, 2016;
Hu ve ark., 2013; Liang & Feng, 2023)

Nitekim deneysel ¢calismalarda agir metal maruziyetinin oksidatif stres artis1 yoluyla
Klotho gen ekspresyonunu baskilayabildigi; ancak bu etkinin her zaman serum Klotho
diizeylerine yansimayabilecegi gosterilmistir. Klotho’nun over, graniiloza hiicreleri ve
folikiiler mikrogevredeki lokal ekspresyonunun, dolasimdaki serum diizeylerinden
bagimsiz olarak tiireme hiicrelerinin oksidatif stres yanitin1 diizenleyebilecegi
bildirilmektedir (Hu ve ark., 2013). Bu nedenle ¢alismamizda serum Klotho
diizeylerinde gruplar arasinda fark saptanmamis olmasi, agir metal maruziyetinin
embriyo kalitesi lizerindeki olumsuz etkilerinin Klotho’dan bagimsiz gerceklesmis

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda sigara kullanan olgularda Ni,Zn,Cd ve Pb diizeylerinin daha yiiksek
bulunmasi, sigaranin 6nemli bir agir metal kaynagi oldugunu gosteren literatiirle
uyumludur (Vigeh ve ark., 2011). Sigara dumani yoluyla alinan kadmiyumun biyolojik
yarilanma Omriiniin uzun olmasi, folikiiler sivida birikime ve oksidatif stres artigina
yol acarak oosit ve embriyo kalitesini olumsuz etkileyebilmektedir. Bu durum,

DOR’lu ve sigara kullanan kadinlarda embriyo kalitesinin daha belirgin sekilde
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bozulmasini agiklayabilecek biyolojik bir zemin sunmaktadir (Vigeh ve ark., 2011;

Tchounwou ve ark., 2012; Al-Saleh ve ark., 2008).

Sonug olarak, bu tez ¢aligmasinin bulgulari diigiik over rezervinin multifaktoriyel bir
klinik durum oldugunu; agir metal maruziyetinin oosit ve embriyo kalitesini olumsuz
etkiledigini ve bu siirecin serum Klotho diizeylerinden bagimsiz olarak da
gerceklesebilecegini gostermektedir. Klinik ag¢idan, DOR tanisi alan kadinlarda
cevresel maruziyetlerin ve yasam tarzi faktorlerinin degerlendirilmesi, agir metal
maruziyetinin azaltilmasina yonelik danigmanlik verilmesi ve bireysellestirilmis IVF
yaklasgimlarinin benimsenmesi, tedavi basarisini artirabilecek Onemli stratejiler
arasinda yer alabilir. Gelecekte daha genis o6rneklemli, ¢ok merkezli ve molekiiler
diizeyde tasarlanmis ¢aligsmalarla agir metal-oksidatif stres—Klotho ekseni ile {ireme

sonuglar1 arasindaki iligkilerin daha net ortaya konmasi onerilmektedir.
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7.EKLER

EK-1: Hasta Anket Formu

HASTA ANKET FORMU
KiSISEL BILGILER

ADI -SOYADI:

YAS:

BOY (ecm)/KiLO (kg):

Egitim Bilgisi: ilkokul ( ) Ortaokul ( ) Lise( ) Universite ( )

MESLEK:

ANKET SORULARI

1.infertilite nedeni kime ait?
() Kadin () Erkek () Her ikisine de () Aciklanamayan

2.Kag yildir infertilsiniz...................

3.Kag yildir infertilite tedavisi goriiyorsunuz?...........cccceevvenneenne.

4.Herhangi bir sistemik hastaligimz ve kullandiginiz ila¢ var m?

(Vaskiiler demans, kronik hipertansiyon, kronik bdbrek hastahigi, karaciger
hastaligi, kardiyovaskiiler hastalik vb.) Eger evet ise belirtiniz.

Evet( ) Hayir( )

.................................................................................................

6.Sigara kullaniyor musunuz? Kullaniyorsaniz giinde kag tane igtiginizi
belirtiniz.

( ) Kullanmiyorum
( )1-10 tane

( ) 11-20 tane
()20 ve iistii
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7.Alkol kullanmiyor musunuz?

Evet( ) Hayir( )

8.Saglikl ve diizenli beslenme aliskanliklarinizin oldugunu diigiiniiyor musunuz?

Evet( ) Hayir( )

9.Diizenli vitamin takviyesi aliyor musunuz? Eger Evet ise hangi vitamini ne
kadar siklikta oldugunu belirtiniz.

Evet( ) Hayir( )

10.Giinliik yasamda ve galisma ortaminda herhangi bir kimyasala maruz kaliyor
musunuz? Eger evet ise maruziyeti belirtiniz.

Evet( ) Hayir( )

11.Asagida numaralandirilmis kisisel psikolojik stres 6l¢egini belirtiniz.
( ) L.Neredeyse hig stres yok

( ) 2.Bazen stresli hissediyorum.

() 3.S1k Sik stresli hissediyorum

( ) 4.Her zaman stresli hissediyorum

12.Son birkac ay icerisinde yasam tarzi ve ortamimizi degistirdiniz mi? Eger evet
ise degisiklikleri belirtiniz.
Evet( ) Hayir( )

13.Yardime: Ureme Teknikleri (YUT) ile infertilite tedavisi siiresince kontrollii
ovaryan hipersitimiilasyon (KOH) i¢in kullanilan ilag ve/veya ilaglarimzin adi
kullanim siiresini belirtiniz.

............................................................................................
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14.Daha dnce yumurtalik cerrahisi, kemoterapi, radyasyon tedavisi, pelvik
inflamatuar hastalik (PID) yada gii¢lii aile 6ykil gegmisiniz var m1? Evet ise
belirtiniz.

Evet( ) Hayir( )

15.Beslenme aligkanliiniz ve tiiketim sikliginiz konusunda uygun olan/olanlari
isaretleyiniz;

Tahil ve tahil iiriinleri(bugday, misir, piring vb):

O Her giin 0 Haftada 3-4 defa 0 Haftada | defa [0 Ayda 1 defa
Meyve-sebze (lahana, bezelye, bakla vb):

O Her giin [ Haftada 3-4 defa U Haftada 1 defa O Ayda 1 defa
Et Uriinleri (Kirmuz: et, tavuk eti, balik):

[ Her giin [ Haftada 3-4 defa U Haftada 1 defa U Ayda 1 defa
Siit Uriinleri (Siit, peynir ) :

O Her giin [ Haftada 3-4 defa U Haftada 1 defa O Ayda 1 defa
Cay ve kahve :

O Her giin [ Haftada 3-4 defa O Haftada 1 defa O Ayda 1 defa
16. Organik beslenmeye dikkat eder misiniz?

LI Evet L Hayir LI Bazen
17. Hazir gida/paketli {iriin tiiketir misiniz?

O Evet O Hayir [ Bazen
18. Ne kadar siklikla digsardan yemek yersiniz?

(1 Haftada 1 OO0 Haftada 2 O Haftada 3 O Daha fazla
19. Kozmetik tiriinler kullamyor musunuz?

O Evet O Hayir [J Bazen

20. Hangi tiriinleri kullantyorsunuz?...........ccocoooieecieenee
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