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KISALTMALAR

PKOS: Polikistik Over Sendromu

LH: Luteinizan Hormonu

FSH: Folikiil Uyarict Hormon

MTOR: the mammalian target of rapamycin
PI3K: Fosfatidilnozitol 3-kinaz

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

GnRH: Gonadotropin Serbestlestirici Hormon
BMP-4: Kemik Morfolojik Protein

PGH: Primordiyal Germ Hiicreleri

ZP: Zona pellusida

IGF-1: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1
IGF-2: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-2
PAS: Periyodik Asit Schift

NIH: National Institute of Health

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay
AES: Androjen Excess Society

CAMP: Siklik Adenozin Monofosfat
ACTH: Adrenokortikotropik Hormon
DHEA: Dehidroepiandrosteron

DHEAS: Dehidroepiandrosteron Siilfat
OD: Otozomal Dominant

MTORC1: mTOR Kompleks 1

MTORC2: mTOR Kompleks 2



S6K1: S6 Kinaz 1
4E-BP1: eIFAE Baglayici Protein 1
ARC: Arkuat niikleus

AVPV: Anteroventral periventrikiiler niikleus
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DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN POLIKISTIK OVER SENDROMUNDA
KISSPEPTIN UYGULAMASININ mTOR MEKANIZMASINA ETKIiSi
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OZET
Amag:

Calismamizda deneysel olarak olusturulan polikistik over sendromunda, folikiil
gelisiminde gorev alan mTOR sinyal yolagina Kisspeptin-10 uygulamasinin ovaryum dokusu
tizerine etkisini histokimyasal, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak incelemeyi

amagcladik.
Yontem:

Calismamizda 27 adet 23 giinlik Wistar susu disi siganlar (50-80g) kullamldi ve
denekler 4 gruba ayrildi: GRUP 1 (Kontrol Grubu, n=6): Hi¢bir uygulamanin yapilmadigi

gruptur. GRUP 2 (Cbézgen Grubu, n=7): 20 giin boyunca subkutan olarak 0.2 ml susam yagi

verilen ve 20 giin boyunca intraperitoneal olarak serum fizyolojik sivi (0.2 ml) verilen
gruptur._GRUP 3 (PKOS Grubu, n=7): 20 giin boyunca PKOS modeli olusturmak amaciyla
subkutan olarak 0.2 ml susam yaginda ¢6ziilen 6mg/100g DHEA (Dehidroepiandrostenedion)

verilen ve 20 giin boyunca intraperitoneal olarak serum fizyolojik sivi (0.2 ml) verilen
gruptur. GRUP 4 (PKOS + Kisspeptin-10, n=7): 20 giin boyunca PKOS modeli olusturulmak

amaciyla subkutan olarak 0.2 ml susam yaginda ¢6ziilen 6mg/100g DHEA verilen ve 20 giin
boyunca 100 nmol intraperitoneal olarak Kisspeptin-10 verilen gruptur. Deneklerin deney
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baslangicinda, 20. giinde ve deney sonunda kan Ornekleri alinmustir. Histokimyasal
incelemeler icin kesitler Hematoksilen-Eozin, MassonTrikrom, Periyodik Asit Schiff (PAS)
ile boyandi. immiinohistokimyasal olarak mTOR ve p-mTOR antikorlar1 ile boyama yapild.
Morfometrik incelemeler icin; folikiil sayilari, primer ve sekonder folikiillerin ¢aplar1 ve
grantiloza tabakas1 kalinligina bakildi. Biyokimyasal incelemeler i¢in kan plazma dstradiol ve
progesteron diizeyleri ELISA yontemi ile incelendi. Gruplar arasi farkliliklar istatistiksel
olarak Kruskal Wallis ve Mann Whitney-U testleri ile degerlendirildi.

Bulgular:

Yapilan histokimyasal incelemelerde PKOS grubunda kontrol grubuna gore kistik ve
atretik folikiillerin sayisinda artis oldugu ve medulla bdlgesindeki damar yapilarimin
genisledigi gozlendi. Kollajen miktarinin ise tiim gruplarda benzer oldugu gozlendi.
PKOS+Kisspeptin grubunda ise PKOS grubuna gore kistik ve atretik folikiil sayisinda azalma
oldugu izlendi. Primer folikiil ¢ap1 bakimindan PKOS grubunda kontrol grubuna gére azalma
oldugu izlendi, sekonder folikiil ¢cap1 bakimindan ise PKOS grubunda kontrol grubuna gore
artis oldugu izlendi. Ancak PKOS ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda primer
folikiil ¢apinda degisim olmadigi, sekonder folikiil ¢capimin ise PKOS grubunda arttigi
gozlendi. Primer folikiiliin graniiloza tabakas1 kalinlig1 bakimindan inceledigimizde, PKOS ve
PKOS+Kisspeptin grubunda kontrol grubuna gore azalma oldugu gozlendi. Sekonder
folikiiliin graniiloza hiicre tabakasinda PKOS grubunda kontrol grubuna gore azalma oldugu;
PKOS+Kisspeptin grubunun ise PKOS grubuna gore graniiloza hiicre tabakasinin azaldigi
izlendi. Yapilan immiinohistokimyasal incelemeler sonucunda, PKOS grubu ile kontrol grubu
kiyaslandiginda graniiloza hiicrelerinde mTOR immiinopozitivitesinin azaldig1 izlendi.
PKOS+Kisspeptin grubunda ise PKOS grubuna gore mTOR pozitif hiicrelerinin sayisinda
azalma oldugu gozlendi. p-mTOR immiinopozitivitesinin ise PKOS grubunda kontrol
grubuna gore artma oldugu, PKOS+Kisspeptin grubunda ise PKOS grubuna gore azalma
oldugu izlendi. Biyokimyasal olarak incelendiginde Ostradiol ve progesteron diizeylerinde
kontrol grubuna gére PKOS grubunda artma oldugu, PKOS+Kisspeptin grubunda ise PKOS

grubuna gore azalma oldugu gozlendi.



Sonug:

Calismamizin sonucunda elde ettigimiz bulgulara dayanarak deneysel PKOS modelinde
Kisspeptin-10’un kistik folikiil sayisina, hiicre proliferasyonunda etkili olan mTOR sinyal
yolaginin etkinliginin azalmasina ve plazma Ostradiol ve progesteron diizeylerinin azalmasina
yol acgtigim gozlemledik. Bu bulgular 1518inda kompleks bir hastalik olan PKOS’da
Kisspeptin-10’un uygulamasinin literatiirde yeni calismalar igin yol gosterici olacagi

kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: PKOS, ovaryum, mTOR, Kisspeptin



THE EFFECT OF KISSPEPTIN ADMINISTRATION mTOR MECHANISM IN
EXPERIMENTALLY INDUCED POLYCYSTIC OVARY SYNDROME

CANSU BEKDEMIR

Dokuz Eyliil University Faculty of Medicine Development of Histology and Embrylogy,

Narhidere, IZMIR

ABSTRACT

Obijective:

In this study, we aimed to investigate in the experimental policystic over syndrome, the
effect of Kisspeptin-10 administration on the ovarian tissue of the mTOR signaling pathway
involved in follicle development histochemistry, immunohistochemistry and biochemistry.

Method:

In our study; Twenty-seven 23-day-old Wistar strain female rats (50-80 g) were used
and the subjects were divided into 4 groups: GROUP 1 (Control Group, n = 6): No

application was performed to this animals. GROUP 2 (Solvent Group, n = 7): 0.2 ml of

sesame oil administered subcutaneously for 20 days and intraperitoneally administered saline
solution (0.2 ml) for 20 days. GROUP 3 (PCOS Group, n = 7): In order to establish PKOS
model for 20 days; subcutaneously administered with 6 mg / 100 g of DHEA

(Dehydroepiandrostenedion) dissolved in 0.2 ml of sesame oil and administered
intraperitoneally with saline solution (0.2 ml) for 20 days. GROUP 4 (PCOS+Kisspeptin-10,
n = 7): Kisspeptin-10 administered intraperitoneally to 100 nmol for 20 days with
subcutaneous 6mg / 100g DHEA dissolved in 0.2 ml of sesame oil to form a PCOS model for

20 days. Blood samples were taken at the beginning of the experiment, on day 20 and at the
end of the experiment. Sections for histochemical studies were stained with Hematoxylin-

Eosin, Masson Tricrom, Periodic Acid Schiff (PAS). Immunohistochemically stained with
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mTOR and p-mTOR antibodies. For morphometric examinations; follicle counts, diameters of
primary and secondary follicles, and granulosa layer thickness. Blood plasma estradiol and
progesterone lewvels for biochemical studies were examined by ELISA. Differences between
the groups were evaluated statistically by Kruskal Wallis and Mann Whitney-U tests.

Results:

It was observed that the number of cystic and atretic follicles in the PCOS group
increased and the vascular structures in the medulla region expanded in histochemical
examinations. The amount of collagen was observed to be similar in all groups. In the
PCOS+Kisspeptin group, there was a decrease in the number of cystic and atretic follicles
according to the PCOS group. In terms of primary follicle diameter, it was observed that there
was a decrease in the PCOS group compared to the control group, and as to the secondary
follicle diameter, there was an increase in the PCOS group compared to the control group.
However, when the PCOS and PCOS+Kisspeptin groups are compared, there was no change
in the diameter of the primary follicle, and the diameter of the secondary follicle was
increased in the PCOS group. When we examine the thickness of the granulosa layer of the
primary follicle; PCOS and PCOS+Kisspeptin group were observed to be decreased
according to the control group. There is a decrease in the PCOS group of the saccharide
follicle compared to the control group in the granulosa cell layer; It was observed that the
granulosa cell layer of PCOS + Kisspeptin group decreased according to the PCOS group. As
a result of the immunohistochemical studies made; when the control group was compared
with the PCOS group, it was observed that the mTOR immunopositivity decreased in the
granulosa cells. In the PCOS + Kisspeptin group, there was a decrease in the number of
mTOR positive cells compared to the PCOS group. p-mTOR immunopositivity in the PCOS
group; Compared to the control group, it was observed that there was a decrease in
PCOS+Kisspeptin group compared to the PCOS group. When biochemically analyzed, it was
observed that the lewvels of estradiol and progesterone were increased in the PCOS group
compared to the control group, and that in the PCOS+Kisspeptin group was decreased

compared to the PCOS group.



Conclusion:

Based on the findings of our study; we observed that in the experimental PKOS model,
the number of cystic follicles of the Kisspeptin-10 decreased, the efficiency of the mTOR
signaling pathway, which is effective in energy metabolism and proliferation in the cell,
decreased and the levels of plasma estradiol and progesterone hormones were decreased at
high levels. We believe that the application of Kisspeptin-10 in PKOS, a complex disease in
these findings, will provide guidance for new studies.

Key Words: PCOS, ovary, mTOR, Kisspeptin



1.GIRIS VE AMAC

Polikistik over sendromu (PKOS) merkezi sinir sistemi, hipofiz, overler, adrenal bezler
ve ekstraglanduler dokular arasindaki etkilesimlerin bozulmasi sonucu; iireme c¢aginin
herhangi bir doneminde ortaya ¢ikan kronik seyreden, yasam kalitesini olumsuz etkileyebilen

kompleks bir hastaliktir. Sendromun prevalanst %5-10 olarak bildirilmektedir.

PKOS genellikle peripubertal donemden itibaren baslamakta olup, gonadotropin
dinamiginde degisiklikler, steroidogenez defektleri, insiilin salimm ve genetik faktorlere
bagli olarak menstriiel siklus diizensizligi (anovulasyon, oligo-amenore, disfonksiyonel uterus
kanamas1), hiperandrojenizm bulgular1 (hirsutizm, akne, ciltte yaglanma) ve infertilite ile

karsimiza ¢ikmaktadir (1, 2).

PKOS’lu hastalarda luteinizan hormon (LH) seviyesinin yiiksek oldugu belirlenmistir.
Yiiksek LH seviyesinin bu hastalarda; oosit maturasyonu ve fertilizasyon oranlarini, embriyo
kalitesini ve gebelik oranlarim diisiirdiigii ve gebelik kayiplarinin artmasina neden oldugu
bilinmektedir. Folikillogenez esnasinda LH’1n fazla salinimu folikiil uyarici hormonu (FSH)
ile baskilanmakta, anormal graniiloza hiicre fonksiyonu meydana gelerek prematiire graniiloza
hiicre luteinizasyonu, folikiiler atrezi, oosit maturasyonu inhibitorlerinin baskilanmasi ile

prematiire oosit maturasyonuna neden olmaktadir (3).

PKOS’da lipid metabolizmasinda meydana gelen diizensizlikler kadinlarin asir1 kilo
almasina neden olmaktadir. PKOS’daki bu bulgular, hiicrenin enerji metabolizmasi ile direkt
iligkide olan mTOR (the mammalian target of rapamycin) sinyal mekanizmasina etki
etmektedir. mTOR bir serin-trionin protein kinazdir. Beslenmenin bozulmasi ya da stres
durumunda mTOR aktivitesinin ve hiicrenin hacminin azaldigi, otofajinin indiiklendigi

gozlenmistir (4).

mTOR aktivasyonu ¢esitli biiyiime faktorleri, besinler, hormonlar (insiilin benzeri
biiylime faktorii, leptin) ve stres kosullar1 tarafindan diizenlenip, hiicre proliferasyonu ve

metabolizmasinda 6nemli rolleri vardir (5, 6).

PKOS’da stres ve beslenme bozuklugu (PKOS’lu hastalarda yaygin olarak izlenen
obezite sorunu), hormonal dengenin bozulmasi, mTOR mekanizmasint etkileyerek kistik

yapilarin gelismesine ve ovulasyonun ger¢eklesmemesine neden olmaktadir (7).
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mTOR,; fosfatidilnozitol3-kinaz (PI3K) aktivasyonunun sinyal iletiminde etkili temel bir
Kinazdir. Bu ailenin iiyeleri hiicre biiyiimesinin kontrolii, hiicre siklusu, deoksiribo niikleik
asit (DNA) hasar1 kontrol noktalar1 ve rekombinasyon ya da telomer uzunlugunun korunmasi
gibi temel hiicresel fonksiyonlardarol alirlar. PI3K iligkili kinazlarda meydana gelebilecek bir
fonksiyon bozuklugu neticesinde ¢esitli kanser tiirlerinden immiin yetmezlige kadar ¢ok

sayida hastalik ile karsilagilmaktadir (8).

Graniiloza hiicrelerinde mTOR sitoplazma ve nukleus etrafinda bol bulunmaktadir.
mTOR’un kinaz aktif serin 24-48 fosforile formu yani aktif olan formu p-TOR ise genellikle

M fazinda yiiksek seviyede bulunmaktadir (7).

Kisspeptinler, KISS-1 olarak adlandirilan gen tarafindan transkribe edilen bir onciil
proteinden tiireyen ve reseptorii GPR54 olan hipotalamo-hipofizer-gonadal aksi etkileyerek
gonadotropin saliniminin kontroliinde anahtar rolleri olan ve pubertenin baglamasini saglayan

G protein baglantili reseptorler ailesinin bir tiyesidir (9).

Metastaz baskilayici gen olarak bilinen KISS-1 geninin kodladigi ve C terminallerinde
ortak RF-amid (Arg-Phe-NH2) dizileri tasiyan 54, 14, 13 ve 10 aminoasitlik kisspeptin
formlart GPR54 reseptoriine baglanarak agonist etki gostermektedir (10). Kisspeptin,
gonadotropin serbestlestirici hormon (GNRH) ndronlar1 lizerindeki KISS1r’ye baglanarak

GnRH salimimini tetiklemekte LH ve FSH diizeylerinde artisa yol agmaktadir (11).

Kisspeptin intraserebroventrikiiler, intravendz, intraperitoneal ya da subkutan yollar ile

uygulandiginda, LH ve FSH salinimini uyardigi gézlenmistir (12).

Literatiirde polikistik owver sendromunda Kisspeptin-10 uygulamasinin mTOR
mekanizmasinin etkisine ait bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada deneysel polikistik
over sendromu olusturulmus si¢anlarda intraperitoneal Kisspeptin-10 uygulamasinin mTOR
mekanizmalarina etkisine immiinohistokimyasal olarak bakilacaktir. Polikistik over
sendromunu tedavisinde Kisspeptin-10 uygulamasinin literatiire  katkis1  olacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Disi Ureme Sistemi

Disi iireme sistemi, i¢ (internal) genital organlardan ve dis (eksternal) genital
organlardan olugmaktadir. Disi i¢ genital organlari; pelviste yer alan ovaryumlar, tuba
uterinalar (ovudiikt veya fallop tiipleri), uterus ve vagina olusturmaktadir. Disi dis genital
organlart ise perineumun vulva adi verilen anteriyor bdlgesinde olup mons pubis, labiyum

majuslar ve minuslar, klitoris, vestibiil, vagina agikligi ve himen olugmaktadir (Sekil 1).

Meme bezleri ve plasenta, genital organ olmamakla birlikte fonksiyonel olarak genital

sistem ile iliskilidirler.

Disi ilireme sisteminin temel islevi disi esey hiicreleri olan gametlerin iiretimi ile
embriyo ve fetlis evrelerinden doguma kadar ddllenmis oositi tasimaktir. Ayrica iireme
sisteminin organlarin1 kontrol eden ve viicudun diger organlar1 iizerinde etkileri olan esey
hormonlarim da iiretir. Ilk menstrilasyon kanamalarinin meydana geldigi menarstan (ilk adet)
baslayarak iireme sistemi yap1 ve islevsel etkinlik bakimindan siklik (dongiisel) degisiklikler
gosterir. Bu degisiklikler hormonlar tarafindan kontrol edilir. Menapoz ile siklik degisikler
diizensizlesir ve sonugta tiimiiyle ortadan kalkar. Menapoz sonras1 ddnemde tireme sisteminde

yavas bir gerileme goriiliir (13,14).
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Sekil 1: Kadin i¢ genital organlarin sematik ¢izimi (15)
2.2. Ovaryum

2.2.1. Ovaryum Embriyolojisi
2.2.1.1. Gonadlarin Olusumu

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti, sekonder oositi dolleyen sperm tiiriine
bagli olarak fertizasyonda (dollenmede) belirlenir. Erkek ve disi morfolojik karakteristikler,
embriyonun 7. haftasina kadar gelisime baslamazlar. Genital sistem erken donemde her iki
cinste de birbirlerine benzer oldugundan genital sistemin gelisimin baslangi¢ evresi sekstiel

gelisimin farklanmamis safhasi olarak adlandirilir (16,17)
Gonadlar (testisler ve overler) li¢ kaynaktan koken alirlar:
1. Posterior abdominal duvar1 doseyen sdlom epiteli (mezodermal epitel)
2. S6lom epitelinin altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)
3. Primordiyal germ hiicreleri (ilkel cinsiyet hiicreleri) (PGH)

Gonad gelisiminin ilk sathalarinin 5. haftasinda, mezonefrozun medialinde, sag ve

solda, s6lom epitelinin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasi ile uzunluguna
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iki adet gonadal ya da genital kabart1 (genital ridge) olusur. Gelisimin 6. haftasina kadar bu

genital kabarti icerisinde germ hiicreleri yer almazlar (Sekil 2).

Her iki gametin Onciilleri embriyo dis1 kokene sahiptirler. Primordiyal germ hiicreleri
ilk kez 4. hafta basinda vitelliis kesesi (yolk ya da umblikal kese) duvarinda, allantoisin

baslangi¢ yerine yakin, endodermal hiicreler arasinda ortaya ¢ikarlar (17).

Embriyonun Kkatlanmasi sirasinda, vitelliis kesesinin dorsal pargasi embriyo icerisine
dahil olur. Bu katilma olaylamirken 4. ve 6. haftalar arasinda, yaklasik 10-100 primordiyal
germ hiicresi ameboid hareketlerle vitelliis kesesinden arka bagirsak ve mezenter boyunca

arka viicut duvarinmin sag ve sol yanlarina gog¢ ederler.

Primordiyal germ hiicrelerinin bu géc¢ii Stella, Fragilis genleri ve Kemik Morfojenik
Protein (BMP-4) tarafindan diizenlenir (17). Arka viicut duvarinda yaklasik olarak 2500-5000
primordiyal germ hiicresi 10.torasik vertebra seviyesinde mezensim i¢inde bulunurlar ve
mezensim hiicreleriyle s6lomik ortii epitelinin hiicrelerini, bir ¢ift genital kabariklik
olusturmak tizere ¢ogalmalari i¢in uyarirlar (18). Cogalan s6lom epitelinin hiicreleri, altindaki
mezensime dogru diizensiz primitif cinsiyet kordonlarint meydana getirirler (19). Primitif
cinsiyet kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir ve bu hiicre kiimeleri bir siire sonra
kaybolarak yerlerini vaskiiler bir stromaya (ovarian medulla) birakirlar. Disi gonadin ylizey
epiteli cogalmaya devam eder Ve yiizeye yakin kalmaya devam ederek kortikal kordonlar adi

verilen ikinci nesil kordonlar gelisir (20).

Kortikal kordonlarin boyutlar1 arttiginda primordiyal germ hiicreleri onlarin igine
girerler ve yaklasik 16. haftada bu kordonlar izole hiicre kiimelerine pargalanarak primordiyal
germ hiicrelerinden kdken alan bir oogonium ve onu ¢evreleyen yiizey epitelinden kdken alan

tek siral1 yassilasmis folikiil hiicrelerini igerir (16, 20).
2.2.1.2. Cinsiyetin Farklanmasi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, X kromozomuna sahip ovumun X veya

Y kromozomu tasiyan sperm ile fertilizasyonuna baglidir. 7. haftadan 6nce gonadlarin

goriinimii her iki cinste de birbirine benzer oldugu icin farklanmamis gonad olarak

isimlendirilir. Disi fenotipinin gelismesi i¢in XX kromozomu gereklidir. Cinsiyetin

belirlenmesinde X kromozomu iizerindeki pek ¢ok gen ve bolgenin 6zel rolleri vardir.
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Farklanmamis gonadin hangi yonde gelisecegini belirleyen kisa kolunda (Yp11) SRY genini
(sex determining region on Y) tasiyan Y kromozomudur. Bu genin protein iiriinii rudimenter
durumdaki cinsiyet organlarinin kaderini belirleyen genleri harekete geciren bir transkripsiyon
faktoridiir. Bu faktoriin varligi ile fetusun cinsiyeti erkek tipinde, yoklugunda da kiz tipinde
gelisir (16, 20). XX gonadin gelisimi birbirinden bagimsiz olan Rspo1/Wnt4/ - catenin yolagi
ve FoxI2 transkripsiyon faktoriinin Sox9 ve Fgf9 (fibroblast biiyiime faktorii 9)
transkripsiyon faktorlerinin inhibe edilmesine bagli olarak gelisir (21).

2.2.2. Ovaryumun Anatomisi

Ovarium, uterusun her iki tarafinda lateral pelvik duvarlara yakin konumda fossa
ovarica adi verilen ¢ukurlara yerlesik, badem sekilli, yaklasik olarak 3-8 g agirliginda, 3-5 cm
uzunlukta 1.5-3 cm genislikte ve 1-1.5 cm kalinlikta olan bir ¢ift organdir. Fossa ovarica, a.
iliaca externa ile a. ilica interna arasinda yer alir. Fossa ovarica, alttan ve 6nden, lig. latum
uteri’nin tabani; yukaridan, a. ilica externa ve arkadan iireterler ile simirlidir. Cukurun dibinde

Ve peritonun altinda a.- v. obturatoria ile n. obturatorius gecer (22).

Ovarium’larin anatomik olarak, facies lateralis ve facies medialis olmak iizere iki yiizii;
margo liber ve margo mesoovaricus olarak iki kenar1; extremitas tubaria ve extremitas uterina

olarak da iki ucu vardir (22).

2.2.2.1. Ovarium Arterleri

Aorta abdominalis’ten ¢ikan a. ovarica’lardir. A. ovarica, lig. suspensorium ovarii
icerisinden ilerler. Daha sonra mesovarium’a gelir ve a. uterina’nin bir dali olan ramus
ovaricus ile anastomoz yapar. Ovarium’a arter, hilus ovarii’den girer, follikiillerin ¢cevresinde
zengin kapiller aglar1 olusturur. Damarlar follikiillerin gelisiminde genisler, ovulasyonda ise
daralirlar (22, 23).

2.2.2.2. Ovarium Venleri

Venler, arterleri izleyerek hilum ovarii’den ¢ikarlar. Bu venler plexus pampiniformis
denilen vendz ag1 olustururlar. Bu agdan ayrilan venlerin bir boliimii plexs uterovaginalis’e,
digerleri ise lig. suspensorium ovarii igerisindeki v. ovarica’ya agilirlar. Sol v. ovarica v.

renalis’e, sag v. ovarica ise v. cava inferior’a agilir (22, 23).
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2.2.2.3. Ovarium Lenf Damarlar

Lenf damarlari, lenf kapilleri olarak baglar ve kan damarlari ile birlikte uzanirlar. Nodi

lymphatici preaortici ve nodi lymphatici aortici lateralis’lere agilirlar (22, 23).

2.2.2.4. Ovarium’un Sinirleri

Ovarium’un sinirleri, plexus hypogasticus inferior ve a. ovarica’nin ¢evresindeki plexus
ovaricus’dan gelir. Parasempatikleri n. vagus’tan, sempatikleri ise n. splanchnicus minor ve

bir kismi torakal medulla spinalis segmentlerinden gelir (22, 23).
2.2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum en distan tek katl1 yassi epitelden algak boylu kiibik epitele kadar degiskenlik
gosteren bir epitel ile sarilmistir. Ovaryum yiizeyindeki bu epitel tabakasi, ge¢miste
embriyonik gelisim sirasinda germ hiicresi olusum bdlgesi oldugunun diisiiniilmesinden
dolayr germinal epitel olarak adlandirilmistir. Ancak simdi, primordiyal germ hiicrelerinin
ekstragonadal kokenli oldugu ve embriyonik yolk kesesinden emnbriyonik gonadin
korteksinin igine go¢ edip burada farklilagarak ovaryumun farklilasmasini indikledikleri
bilinmektedir. Epitelin altinda damardan fakir, siki kollajen6z bag dokusundan yapili tunika
albuginea bulunur. Enine kesitlerde her bir ovaryum’un sinirlar1 kesin ayirt edilmeyen icte

medulla, dista korteks olarak iki bolimii ayirt edilir (18, 24) (Sekil 2).

Sekil 2: Ovaryum Histolojisi. i¢ kisminda medulla bdlgesi onu cevreleyen korteks
bolgesi gosterilmektedir (13).

13



2.2.3.1. Ovaryum Korteksi

Korteks, medullay gevreleyecek sekilde ovaryum’un periferik bolgesinde yer alir (15).
Stroma ve ¢esitli gelisim evrelerindeki ovaryum folikiillerinden olusur. Stroma, kollajen ve
elastik lifler, retikiiler lif aglar1 ve ig big¢imli bag dokusu hiicrelerinden (fibroblastlar)
yapilmistir (14).

2.2.3.2. Ovaryum Medullas1

Ovaryumun ortasinda yer alan medulla fibroblastlar, elastik ve kollajen lifler igeren
gevsek bag dokusundan olugsmustur. Medulla da ayrica genis kan ve lenf damarlari ile sinirler
bulunur. insan ovaryum medullasinda menstriiasyon dncesi dstrojen salgilayan kiiciik gruplar
halinde epiteloid interstisyal hiicreler yer alir. Yasamin ilk yillarindan baglayarak ve ergenlik
caginin erken evreleri siiresince folikiiller atreziye kosut olarak interstisyal hiicrelerin sayis1
artar ve interstisyal bezler olusur. Ovaryum medullasindaki bir diger epiteloid hiicre grubu ise
hilus hiicreleridir. Hilus hiicreleri organel dagilimi ve sitoplazmik icerikleriyle testislerdeki
Leydig hiicrelerine benzerler. Bu hiicrelerden androjen salgilandigi bildirilmistir. Gebelik ve

menapozda ¢ok belirginlesirler (15, 24, 25).
2.2.4. Folikiiler Gelisim (Folikiilogenez)
Gelisim evrelerine gore histolojik olarak 3 temel ovaryum folikiilii tanimlanabilir (15):
1. Primordiyal Folikiiller
2. Biiytimekte Olan Folikiiller
2.1. Primer Folikiil
2.2. Sekonder (antral) Folikiil
3. Olgun (Graaf) Folikiil
2.2.4.1. Primordiyal Folikiiller

Folikiil gelisiminin en erken evresi primordiyal folikiillerin farklanmasi ile baslar.
Primordiyal folikiillerin erken gelisimi gonadotropin stimiilasyonundan bagimsiz olarak

gergeklesir. Primordiyal folikiillerin gelisebilmesi NGF (nerve growth factor) ve SPO11
14



(spondation protein homolog 11) gibi faktorlerin etkisi ile gergeklesir. Bunun disinda bir¢ok
biiylime faktorii de rol oynamaktadir. Kok hiicre faktorti, I[6kemi inhibitor faktor, insiilin gibi
faktorler primordiyal hiicre biiylimesini artirmaktadir.

»”'-!;'! Y \HEe

Sekil 3: Primordiyal folikiil fotomikrografi. Tek tabakali yassi folikiil hiicreleri (FH)
tarafindan ¢evrelenmis oosit gosterilmektedir (15).

Olgun ovaryumda primordiyal folikiiller korteks stromasinda tunika albugineanmin
hemen altinda yer alirlar. Primordiyal folikiillerdeki primer oositler, 30 mikrometre (um)
biiytikliikte olup bir veya birden fazla nukleolus i¢eren eksantrik biiyiik nukleusa sahiptirler.
Oositin ooplazma ad1 verilen sitoplazmasi Balbini cisimcigi icermektedir. Balbini cisimcigi
golgi membranlarinin  ve vezikiillerinin, endoplazmik retikulumun ve c¢ok sayida
mitokondriyonlarin ve lizozomlarin olusturdugu bir kiimedir. Primer oositler ince bir bazal

lamina tizerine oturmus tek katli yassi1 folikiil epiteli ile ¢evrilidirler (14, 15) (Sekil 3).
2.2.4.2. Biiyiimekte Olan Folikiiller
2.2.4.2.1. Primer Folikiil

Primordiyal folikiil biiyliyen folikill evresine geldiginde oosit, folikiil hiicreleri ve
stromada degisiklikler olugsmaya baslar. Bu evrede Kit ligand (KL), l6kemi inhibitor faktor
(LIF), kemik morfojenik protein 4 ve 7 (BMP4; 7), trombosit kokenli biiylime faktorii
(PDGF), temel fibroblast biiyltime faktorii (bFGF) ve temel fibroblast biiyiime faktorii 2 ve 7
(FGF- 2;7)’in de iginde bulundugu bir¢ok faktoriin diizenleyici rolii bulunmaktadir. Oositin
biiylimesi ile oositin etrafini saran yassi folikiil hiicreleri prolifere olarak kiibik hale gelirler.
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Folikiil hiicrelerinin kiibik hale geldigi bu evrede folikiil primer folikiil olarak adlandirilir
(15). Tek katl1 kiibik folikiil hiicre katmam igeren folikiiller tek katmanli (tinilaminer) primer
folikiil olarak adlandirilir (Sekil 4). Folikiil hiicreleri ¢ogalmay: siirdiiriir ve ¢ok katli
folikiiller epiteli ya da graniiloza tabakasini (stratum granulosum) olustururlar. Folikiil
hiicreleri artik graniiloza hiicreleri olarak adlandirilirlar. Buradaki hiicreler gap junction
araciligiylailetisim kurar ve bu durumdaki folikiil cok katmanli (multilaminer) primer folikiil
ya da preantral folikiil olarak adlandirilir (13) (Sekil 5).

Sekil 4: Primer folikiil fotomikrografi. Oositi cevreleyen tek katli kiibik folikiil hiicre
(FH) tabakas1 gésterilmektedir (15).
Oosit biiytidiikge etrafindaki folikiil hiicreleri tarafindan 6zel proteinler salgilanir ve bu
proteinler bir araya gelerek asidofilik, 1s1k kiric1 ve homojen bir tabaka olan zona pellusida

olusur. Zona pellusida 151k mikroskobunda ilk olarak oositin etrafi kiibik veya prizmatik

folikiil hiicreleri ile ¢evrelendiginde ve oositin ¢ap1 30-50 um’ye ulastiginda gézlenir (15, 26).

Insanda zona pellusida siilfatli ii¢ asidik zona pellusida (ZP) proteinlerinden olusur.
Bunlar 200 kDa agirliginda ve dimerik yapida olan ZP1; 120 kDa agirliginda olan ZP2 ve 83
kDa agirhiginda olan ZP3’diir. Ugii arasinda spermatozoa- baglanma reseptorii ve akrozom
reaksiyon indiikleyici olan ZP3 en 6nemlisidir. Isik mikroskobunda zona pellusida asidofilik

boyalarla ve periyodik asit schiff (PAS) boyasi ile koyu boyanir (15, 18).
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Sekil 5: Cok tabakal1 primer folikiiliin fotomikrografi. Oositi ¢cevreleyen ¢cok katl
graniiloza hiicreleri (GH) goriilmektedir. Oosit ile folikiil hiicreleri arasinda zona pellusida
(ZP) yapis1 bulunmaktadir (15).

Graniiloza hiicreleri proliferasyona ugrayinca folikiiliin ¢evresindeki stromal hiicreler,
bazal laminanin hemen disinda teka adi verilen bir bag dokusu hiicre kilift olusturur. Teka

tabakas1 gelistikge iki tabakaya farklilasir:

I¢ kisimda yer alan teka interna tabakasi, kiibik salgi yapan hiicrelerden ve oldukca
damarlanmis bir tabakadan olusur. Teka interna hiicreleri Onceleri fibroblast benzeri
hiicrelerdir. Sonraki gelisme basamaklarinda tamamen farklilasarak steroid iireten hiicreler
haline gelirler. Bu hiicreler ¢ok sayida LH reseptorii tagirlar. LH uyarimina yanit olarak,
Ostrojen prekiirsorleri olan androjenleri sentezlerler ve salgilarlar. Teka interna tabakasi salgi
hiicrelerine ek olarak fibroblastlar, kollajen demetleri ve endokrin organlarin tipik 6zelligi

olan zengin bir dolasim agina sahiptir.

Teka eksterna; dista bulunan, diiz kas hiicreleri ile kollajen lif demetlerini igeren
tabakadir. ki teka katmam arasinda kesin simr belirgin degildir. Buna karsilik, graniiloza

tabakasi ile teka interna tabakasi arasindaki bazal lamina belirgin bir simir olusturmaktadir
(13, 14, 15, 25).

2.2.4.2.2. Sekonder Folikiil

Folikiiller esas olarak graniiloza hiicrelerinin boyut ve sayilarimin artmasi ile biiytirler.
Grantiloza tabakas1 6-12 hiicre tabakasi kalinligina ulastiginda hiicrelerin arasinda sivi dolu
kaviteler olusmaya baslar. Hyaluronan bakimindan zengin bu siwvi likor folikiilii olarak

adlandirilir. Bu sivi dolu kaviteler birleserek antrum adi verilen hilal bi¢imli tek bir kavite
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olusur. Folikiil sekonder ya da antral folikiil olarak adlandirilir (Sekil 6). Folikiil sivisi
glikozaminoglikan, steroid-baglayici proteinler, hormonlar, biiylime faktorleri, antioksidanlar

ve steroidler bakimindan zengindir (13, 15).

Sekil 6: Sekonder folikiil fotomikrografi. Graniiloza hiicre tabakas1 (GH) i¢inde
bulunan ve folikiiler siv1ile dolu olan antrum (A) goriilmektedir. Sekonder folikiiliin bazal
laminas1 diginda teka interna hiicreleri (TI) ve teka eksterna hiicrelerinin (TE) olusturdugu
coklu tabakalar goriilmektedir (15).

Yaklagik 125 pum capinda, eksantrik yerlesimli oosit daha fazla biiylimez. Folikiiler
stvinin ilk ortaya ¢iktig1 erken sekonder folikiil de ¢ap1 0.2 mm olan folikiil, biiylimeye devam
eder ve ¢apt 10 mm ya da daha fazlasina ulasir. Sekonder folikiiliin boyutu arttik¢a antrum
genisler ve graniiloza hiicre siras1 farkliliklar gosterir. Primer oosit ile baglantili oldugu
bolgede kalin, diger bolgelerde ince ve esit dagilim gosterir. Oosit ¢evresinde graniiloza
hiicrelerinin olusturdugu kiimeye kumulus ooforus, kumulus ooforusun oositi ¢gevreleyen ve
ona en yakin konumda olan graniiloza hiicrelerine korona radiyata denir. Bu hiicreler

owlasyonda oosit ile birlikte atilir (14, 15, 25).

Belli bir capa ulasip i¢inde antrum olusan folikiiller bu agsamadan sonra hormonlara
bagimli hale gelirler ve devam edebilmek i¢in gonadotropinlere gereksinim duyarlar.
Dominant (baskin) folikiiliin segilebilmesi i¢in insiilin benzeri biiyiime faktorii I (IGF-I),
vaskiiler endoteliyal biiyiime faktér (VEGF), fibroblast biiyiime faktorleri (FGFs), BMPs,
FSH ve LH’1n varliginda gergeklesir (14, 15, 27).
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2.2.4.3. Graaf (Olgun) Folikiil

Genital siklusun 14. gliniinde maksimum biiyiikliige ulasan sekonder folikiil ovaryum
korteksinin tiim kalmligim kaplayarak yiizeyinde biiyiik vezikiiller olustururlar. i¢lerindeki
artan folikiill sivis1 nedeniyle graniiloza hiicre tabakasi incelir (Sekil 7). 10 mm veya daha
fazla capta olan bu folikiillere olgun ya da graaf folikiil adi verilir. Folikiil biiylimesinin son
asamasinda, kumulus ooforus graniiloza hiicrelerinde mitoz bdliinme azalmaya baglar.
Hiicreler arasinda i¢i sivi dolu bosluklarin olugmasi ile kumulus ooforus graniiloza hiicreleri
ile oosit arasindaki baglanti gevser ve ovulasyona hazirlanir. Sonunda primer 0o0sit, zona

pellusida ve korona radiata hiicreleri ile birlikte kumulus ooforustan ayrilirlar ve folikiil

boslugunda serbest hale gelirler.

Sekil 7: Graaffolikiiliiniin fotomikrografi. I¢i s1vi dolu genis antrum (A) yapisinin
etrafini ¢evreleyen graniiloza hiicre tabakakas1 (GH) ve kumulus ooforus (KO) yapist
gosterilmistir.

Folikiil gelisiminin bu evresinde teka tabakalar1 daha belirgin hale gelir. Teka interna
hiicrelerinin sitoplazmasinda lipit damlaciklar1 birikerek poligonal (¢cok koseli) tipik steroid
sentezleyen hiicre goriiniimii kazanirlar. Graniiloza hiicrelerinin teka internadan ayiran folikiil
bazal laminasi, kalinlasarak membrana vitrea adin1 alir. Bu dénemde oositin biiyiimesi, folikiil
hiicrelerinin ¢ogalmast durur. Primer oosit c¢ekirdegine vezikiilla germinativa (GV),
nukleolusuna ise makulla germinativa denir. Primer oosit sitoplazmasinda ¢ok sayida vitellin

graniiller bulunur (13, 14, 15, 25).

19



2.2.5. Oogenezis

Oogonia denilen primitif germ hiicrelerinin olgun oositlere doniismesi ile ger¢eklesen
olaylar dizisine oogenezis denir (16). Oogenezisi dogum 6ncesi ve dogum sonrasi olgunlasma
olarak ikiye ayirmak miimkiindiir.

2.2.5.1. Dogum Oncesi Olgunlasma (Prenatal Maturasyon)

Primordiyal germ hiicreleri (PGH), disi gonada ulasinca oogoniumlara farklanirlar.
Mitozla ¢ogalan oogoniumlar kiimeler olustururlar (20). Bu go¢ ve ardindan gelen ¢ogalma,
bir tirozin kinaz reseptorii olan c-Kit ile ona baglanan hiicre membran ligandi olan kok hiicre
faktorii tarafindan kontrol edilir. Hem c-kit reseptdrii hem de kok hiicre faktorii go¢ boyunca
primordiyal germ hiicreleri tarafindan iretilir (18). 3. ayin sonunda yass1 epitel hiicreleri ile
cevrelenirler. Bu kiime igerisinde yer alan oogoniumlarin tiimii muhtemelen tek bir ilkel
tireme hiicresinden gelisirken, folikiil hiicreleri olarak bilinen oogoniumlarin ¢evresindeki

yass1 epitel hiicreleri overin yiizey epitelinden koken alirlar (20).

Oogoniumlarin ¢ogunlugu mitoz ile boliinmeyi siirdiiriirken, bir kisminin ise hemen
DNA’lar1 replike olur ve 1. Mayoz boliinmenin profazindaki diploten asamasinda durarak
primer oositlere farklanirlar. Bundan sonraki birkag ay icerisinde oogoniumlarin sayis1 artar
ve gelisimin 5. ayinda over igerisindeki tireme hiicrelerinin sayisi yaklasik 7.000.000’a ulasir.
Bu donemde, hem primer oositlerde hem de oogoniumlarda atrezi gozlenir. Yedinci ayda over
yiizeyine yakin yerlesmis olanlarin disinda oogoniumlarin ¢ogunlugu dejenere olmus olur.
Hayatta kalan primer oositlerin tiimii birinci mayoz bdliinmenin profaz evresine girerler ve

her biri ayr1 ayr1 tek katli yassi1 epitel hiicrelerinden olusmus tabaka ile sarilarak primordiyal
folikiil adint alir.

2.2.5.2. Dogum Sonrasi Olgunlagsma (Postnatal Maturasyon)

Dogumda tiim primer oositler I. Mayoz boliinmenin profazimin diploten evresindedir.

Bu evrede oosit I ¢ekirdek kromatinin seyrek ve diizensiz bir yapilanma gosterdigi istirahat

(dinlenme) ewresine girer. Primer oositler, puberteye kadar dinleme evresinde kalirlar ve .

Mayoz boliinmelerini tamamlamazlar. Bu siire boyunca, oosit olgunlagsmasi1 folikiil

hiicrelerince salgilanan oosit olgunlagsmasini baskilayict madde (OMI) ile baskilanir.

Dogumda ovaryumlardaki primer oosit sayist 700.000 ile 2.000.000 arasinda degisir.
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Puberteye degin bunlarin biiylik ¢cogunlugu atretik hale geldiginden, puberte baslangicindaki
bu say1 400.000°e diiser ve 500’den daha az1 ovulasyon ile atilir. Digerleri ¢esitli gelisim
evrelerinde dejenere olup atretik folikiiller haline gelir. Ge¢ olgunlasan oositlerin bazilar1 40

yil stiresince I. Mayoz boliinmenin profaz evresinde bekler.

Pubertenin baslamasi ile disi gonad; primordiyal folikiillerden beslenen bir folikiil
havuzu islevi goriir. Her ovaryal dongiide bu havuzdan secilen 5 ile 15 arasinda degisen
primordiyal folikiil, primer (preantral), sekonder (antral) ve Graaf (tersiyer, preovulatuvar)
olarak adlandirilan 3 agamadan gegerek olgunlagsmaya baslar. Bunlar arasinda en uzun olani

antral folikiil evresidir.

Preowvulatuar evre yaklasik 37 saat siirer. . Mayoz boliinmenin diploten evresinde
dinleme asamasinda olan primer oosit biiylimeye baglar. Oosit’i ¢evreleyen yassi epitel
hiicreleri once kiibiklesir. Bu folikiile gelisen (unilaminar) primer folikiil denir. Daha sonra
kiibik bi¢imli folikiil hiicreleri ¢ogalarak cok sirali epitel katmamimi olustururlar. Buna
graniiloza katmani (stratum granulozum) denir. Bu bi¢imi alan folikiile multilaminar
(preantral) pimer folikiil adi verilir. Graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi primer oositlerce

salgilanan ‘aktivin’ denilen sinyal molekiiliince saglanir.

Primer folikiil ¢cevresinde, stromal hiicre ve bag dokusu yogunlasarak teka folikiilii
denilen bir kilif olustururlar. Bu arada graniiloza hiicreleri ve oosit glikoprotein yapida bir
madde salgilayarak oositin ¢evresinde zona pellusida denilen bir katman olusturur. Folikiil
biiylimeyi siirdiirtirken teka folikiil hiicreleri, igte salgi yapan hiicrelerden olusan teka interna
ve dista fibroblast benzeri hiicreler i¢eren bag dokusundan yapili, fibréz bir kapsiil olan teka
eksterna adl iki belirgin katman seklinde farklanir. Aym1 zamanda oositin ¢evresindeki folikiil
hiicrelerinin kiigiik sitoplazmik uzantilari, zona pellusiday: gegerek oositin mikrovilluslariyla

gap-junctionlar araciligiyla baglanti kurarlar.

Gelisme ilerledik¢e graniiloza hiicreleri arasinda i¢i sivi dolu bosluklar belirir. Bu
bosluklarin birbirleriyle birlesmesi ile antrum olusur. Bu folikiile sekonder (antral) folikiil
denir. Baglangicta kiigiik hilal goriintimiinde olan antrum zamanla genisler. Oositi ¢evreleyen
graniiloza hiicreleri kiimiiliis ooforus’u olustururlar. Olgun bir sekonder folikiil 10 mm ya da

daha fazla captadir. Icte steroid salgi olusturan hiicrelerden yapili teka interna ve dista teka
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eksterna ile sarilidir. Teka eksterna derece derece ovaryum stromasina karisir. Folikiil

ovulasyona yakin daha da biiylir ve Graaf (tersiyer, preovulatuar) folikiil olarak adlandirilir.

Her menstriiel dongtide bir grup folikiil gelismeye baslasa da, bunlardan ancak bir tanesi
tam anlamiyla olgunlasir. Digerleri ¢esitli gelisim evrelerinde dejenere olarak atretik hale
gelirler. Sekonder folikiil olgunlastiktan sonra LH etkisiyle ovulasyon 6ncesi (preovulatuar)
evreye girer. Primer oosit . Mayoz boliinmeyi tamamlayarak biiyiikliikleri farkli, ancak her
biri 23 ¢ift yapili (2nDNA) kromozom igeren iki yavru hiicre olusturur. Bu hiicrelerden biri
sitoplazmanin biiyiik boliimiinii alan sekonder oosittir, digeri ise ¢ok az sitoplazma iceren 1.
kutup cismidir. Kutup cismi oositin; hiicre zariyla zona pellusida arasindaki perivitellin
aralikta yer alir. I. Mayoz boliinme ovulasyondan hemen once tamamlanir. I. Mayoz
boliinmenin tamamlanmasindan hemen sonra ve sekonder 00sitin ¢ekirdegi dinlenme evresine
gegmeden 6nce, DNA eslesmesi olmaksizin hiicre II. Mayoz boliinmeye girer. Sekonder
oositin bolinme mekigi olusur. Kromozomlar ovulasyondan 3 saat dnce metafaz plaginda
dizildiklerinde owvulasyon gerceklesir ve oosit disariya atilir. II. Mayoz boliinme ancak
sekonder oositin, bir spermiyum ile dllenirse tamamlanir. D61lenme olmazsa ovulasyondan
24 saat sonra sekonder oosit dejenere olur. Béylece ovaryum’da oogonyum’lardan sekonder

00sit olusuncaya kadar gerceklesen degisimlere Oogenezis denir (14, 15, 24, 25).
2.2.6. Ovulasyon

Owulasyon puberteden menapoza kadar 28 giinde bir olaylanir. Ovulasyon dongiiniin

14. giiniinde gergeklesir.

Menstriial dongiiniin 14. giiniinde gelismekte olan Graaf folikiiliiniin graniiloza ve teka
hiicrelerinden salinan dstrojen nedeniyle kandaki dstrojen diizeyi artar. Ostrojen diizeyinin
artmasi ile uterus endometriyumunun proliferatif evreye girmesi hipofizi LH salgilanmasi i¢in
uyarip, FSH salgilanmasim1 baskilar. Kan LH diizeylerindeki artistan sonra birka¢ dakika
igerisinde ovaryumun kan akiminda bir artig goriillir ve kapiller ve postkapiller veniillerden
plazma proteinleri sizarak 6deme yol acar. Bu proteinler prostaglandinler, histamin,
vazopressin ve kolajenazdir. Graniiloza hiicreleri daha fazla hiyaluronik asit iiretir ve gevsek
bir hal alirlar. Folikiil duvarinin kii¢iik bir kismi, tunika albugineadaki kollajen yikimi, iskemi
ve bazi hiicrelerin 6lmesi nedeniyle zayiflar. Folikiler sivi basincindaki artis ve biiyiik

olasilikla diiz kas hiicrelerinin kasilmasiyla birlikte bu zayiflama, folikiil dis duvarinin
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yirtilmasi ile ovulasyona yol acar. Ovulasyondan hemen 6nce folikiil ¢ikintisinin tizerindeki
ovaryan yiizeyin kii¢iik bir alaninda kan akimi durur. Bu bélgeye makula pellusida ya da
folikiiler stigma denir ve sonra yirtilir. I. Mayoz boliinmesini tamamlayan sekonder oosit tuba
uterinanin fimbriya ovarikalari ile tutularak tuba uterina igerisine alimr. Oositin tuba uterina
daki yolculugu yaklasik 3-4 giin siirer. Bu siirede bir spermiyum tarafindan doéllenirse II
Mayoz bdliinmesini tamamlar. Ovum ve ikinci kutup cisimcigi olusur. Déllenme olmadiginda

sekonder oosit 24 saat igerisinde dejenere olur.

Graaf folikiiliinde owulasyon sonrasinda bir i¢ basing diismesi gerceklesir. Teka
katmanindan kan sizmasi ile kisa siire sonra folikiil igine kan toplanmir. Bu yapiya korpus

rubrum (korpus hemorajikum, kirmiz1 cisim) denir (15, 18, 24, 25).
2.2.7. Korpus Luteum

Owulasyondan sonra yirtilan Graaf folikiiliin duvarinda kalan graniiloza ve teka interna
hiicreleri yasamlarini ¢evrelerindeki damarlar yoluyla siirdiiriirler. Folikiil sivisinin bogalmasi
ile folikiil duvar1 kivrimli bir hal alir. Folikiil bosluguna bir miktar kanama olur, bu kan
burada pihtilasir. Bu yapt korpus rubrumdur. Graniiloza ve teka interna hiicreleri yapisal
degisikliklere ugrarlar, LH hormonunun etkisiyle hiicrelerin sitoplazmasinda sarimsi bir
pigment birikmeye baslar. Bu hiicreler biiyiiyerek graniiloza lutein hiicreleri ve teka lutein
hiicrelerine dontisiirler. Graniiloza lutein hiicreleri yaklasik 30 um capindadir ve steroid
hormon salgilayan hiicrelerin yapisal 6zelliklerini gosterirler. Teka lutein hiicreleri 15 pm
capinda, daha koyu boyanan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin olusturdugu gegici endokrin bez
yapisina korpus luteum (sar1 cisim) denir. Bu yap1 ovaryumun korteks kisminda yer alir,
progesteron ve Ostrojen hormonu salgilar. Bu hormonlarin katkis1 ile, uterus mukozasinin
embriyonun implante olabilmesine uygun duruma geldigi sekretuar ya da progestasyonel

evreye girmesi saglanir (15, 18, 24).

Korpus luteum 10-12 giin sireyle hormon salgilamak {izere programlanmistir.
Hormonal uyar1 olmaz ve gebelik olusmaz ise, azalan progesteron hormonun etkisi ile
dejenere olur ve menstiiral kanama gergeklesir. Buna menstruasyon korpus luteumu denir.
Korpus luteumun bulundugu yer fibroblastlarca kaplanir ve siki bag dokusundan olusan bir

yap1 gelisir. Buna korpus albikans (beyaz cisim) ad1 verilir.
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Oositin dollenmesi durumunda korpus luteumun dejenere olmasi gelismekte olan
embriyonun sinsityotrofoblastlarinca salgilanan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu
tarafindan engellenir. Boylece korpus luteum biiylimesini siirdiiriir ve gebelik korpus
luteumuna doniiglir. Sarimtirak renkli luteal hiicreler 4. ayin sonuna degin progesteron

salgilamayi siirdiirtir (15).
2.2.8. Ovaryum Fizyolojisi

Kadin genital hormon sistemi, li¢ ayr1 hormon grubundan olusur:

e Hipotalamik-serbestlestirici bir hormon olan, Gonadotropin
Serbestlestirici Hormon (GnRH)

e Hipofiz 6n lobundaki hormonlardan Folikiil Uyaric1 Hormon (FSH)
ve Luteinizan Hormonu (LH). Bu hormonlarin her ikisi de
hipotalamus’ta sentezlenen GnRH-serbestlestirici hormona yanit
olarak salgilanirlar.

e Ovaryum hormonlari, strojen ve progesterondur. Bu hormonlar
hipofiz 6n lobundan salgilanan iki hormona (FSH, LH) yanit olarak
salgilanir (28, 29).

2.2.9. Folikiiler Atrezinin Morfolojik Degerlendirilmesi

Yenidogan memeli ovaryumunda sinirli sayidaki primordiyal folikiil stogu pek ¢ok kez
ele alinmig bir konudur. Tiire bagli olarak, dogumun baslangicinda ya da kisa bir siire sonra az
sayida primordiyal folikiil her giin aktive olmaya baglar. Folikiiller atreziye girene kadar ya da
(tire bagl olarak) bir ya da daha fazla maturasyonunu tamamlayip, ovulasyon ile sonuglanana
kadar folikiilojenik biiyiime devam eder. Eriskin hayatta, ilerleyen yaslara dogru folikiil
kaynagi azalir, ¢iinkii primordiyal havuz tiikenir (30).

Folikiiler atrezi apoptozis aracili bir stirectir (31). Apoptozis, se¢ici hiicre azaltici bir
islem olarak aktif gen ekspresyonuna gerek duyar. Genellikle apoptotik hiicreler doku
igerisinde tek basina yer alirlar. DNA fragmantasyonu, plazma membraninda sisme ve
hiicrenin biizismesi seklinde biyokimyasal ve morfolojik belirtiler olusturan bir siiregtir. Pek

cok hormon, sitokinler ve biiylime faktorleri genelde dokuya spesifik koruma faktorleri olarak
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aktivite gostererek apoptozisi Onliiyor olsa da pek ¢ok hormonal faktér de apoptotik siireci

indiikleyici ya da hizlandirici etki gostermektedir (32, 33).

Apoptotik uyarim almig bir hiicre tipik olarak biiziismekte ve g¢evre hiicrelerle

baglantisini kesmektedir (33).

Primordiyal ve kii¢iik ¢apli gelisen folikiilde oosit kiigiiliir ve dejenere olur. Sonra
benzer degisiklikler folikiil hiicrelerinde gozlenir. Hiicreler sindirilip goriinmez hale
geldiginde, etrafindaki stromal hiicreler olusan bosluga go¢ eder ve folikiilden iz birakmaz
(15).

Atrezinin erken fazi; az sayida, piknotik nukleuslu graniiloza hiicreleridir. Bu fazi, bazal
membran diizensizligi ve 16kositlerin graniiloza hiicre tabakalarina infiltrasyonu izler (34, 35)
(Sekil 8). Bazal membran, graniiloza hiicrelerini teka hiicrelerinden ayirir. Bu yapi
dejenerasyonda graniiloza hiicrelerinden ayrilabilir ve kalinlagarak kivrimli bir hyalin

membran olusturur. Bu da primatlarda ileri atrezi seviyesindeki folikiiliin 6zelligidir (15).

Dejenere oositlerdeki niiklear degisiklikler kromatin kondensasyonu, piknoz ve
fragmantasyon seklinde iken sitoplazmik degisiklikler daha c¢ok vakualizasyon we
fragmantasyon seklindedir (35).

Preovulatuar folikiillerde atrezi iki safthaya ayrilmistir (36):

I. ASAMA: Dejeneratif degisiklikler sadece graniiloza tabakasinda goriiliir. Hiicre

biiziismesi, piknozis ve karyoreksis. Bu asamada folikiil hala sferik ya da ovaldir.

Il. ASAMA: Degisiklikler mayozun yeniden basladigin1 gdsteren oositte de goriiliir.
Pseudomaturasyon mekiginin olusup olusmamasi ile niiklear membranin yikilmasi ve oosit
fragmantasyonu. Antral folikiilde graniiloza hiicreleri dejenere olduktan sonra oositler

mayozu baglatma yetenegindedir. Bu asamada folikiillerin ¢cogu deformedir.

Zona pellusida; hiicrelerde gézlenen otolitik degisikliklere direnclidir ve folikiil kavitesi
icinde yavas¢a yikilarak katlamr ve kollabe olur. ZP’nin kalinti hiicresel artiklarinin

fagositozunu bag dokudan invaze olan makrofajlar saglar (37).
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Bazi atretik folikiillerde teka interna hiicreleri genisler ve teka lutein hiicrelerine benzer.
Radial olarak yerlesip zincirler olusturur ve bag dokuya dagilir. Bag dokuda zengin kapiller
ag meydana gelir. Bu folikiillerin dejenerasyonu devam ederken hiicre yigininin ortasinda

hyalin ¢izgisi bir skar gelisir ve kii¢iik bir korpus luteum albikans izlenimi verir.

Ovariyan stroma dejenere oosit alanim istila ederken, folikiil kaybolur. Luteal hiicre
kordonlar1 hemen yok olmaz ancak pargalanir ve stromaya dagilir. Bu hiicre kordonlari

ovaryumda steroid hormon iireten interstisyel bezleri olusturur (38, 39).

Sekil 8: Atretik folikiil yapisimin fotomikrografi. Oositi (O) ¢cevreleyen graniiloza
hiicrelerinin (G) infiltrasyonu gosterilmektedir (15).

2.2.10. Rodentlerde Folikiil Gelisiminin Kronolojisi

Rodentlerde ovaryan gelisim insanlarinkine benzer ancak zamanlama farklidir.
Primordiyal germ hiicreleri ileri embriyonik gelisiminde oogonya olusturmak {izere gonadlara
go¢ eder. Dogumda, rat ovaryumu kordonlardan ve oogonyalardan olusur. Primordiyal
folikiiller dogumdan sonra, ii¢iincii giiniin sonunda olusurlar. ilk folikiil dalgasimn antral
folikiile kadar gelisimi {i¢ haftayr bulur. Iyi gelismis sekonder folikiiller yedinci giinde
gozlenir. Minimal ovaryan hiicre apoptozisi ancak 18. giinde olusur (40, 41). Bu donemde
erken antral folikiiller de gozlenir. Puberte ya da ilk dstrus 34. giin civarinda meydana gelir.
Diizenli 6strus siklusu, 10-12. aylarda uzayan ve diizensiz sikluslarin olusumuna kadar devam
eder. 12-15. aylarin sonunda hayvanlar persistent siklusa girerler ve bunu persistent diostrus
ve ardindan andstrus takip eder. Folikiil gelisimi 25 pm’den (primordiyal folikiil) 500-800 um
(preovulatuar folikiil) capa kadar, 60 giinden fazla bir siirede ulasir (yaklasik 15 Ostrus

siklusu). Primordiyal folikiiliin sekonder folikiile gelisim agsamas1 30 giinden uzun olabilir.
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Sekonder agsamadan ovulasyona kadar olan gelisim siiresi 28 + 2-3 giin olabilir. Bu durumda
erken folikiil gelisimi, insanlardakine benzer sekilde rodentlerde de olduk¢a uzundur (42)
(Sekil 9).
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Sekil 9: Rodentlerde folikiiler gelisimin asamal ari

2.3. Polikistik Over Sendromu Tamim ve Tarihgesi

Polikistik over sendromu (PKOS) santral sinir sistemi, hipofiz, overler, adrenal bezler
ve eckstraglanduler dokular arasindaki etkilesimlerin bozulmasi sonucu; iireme ¢aginin
herhangi bir doneminde ortaya c¢ikan, kronik seyreden ve yasam kalitesini olumsuz

etkileyebilen kompleks bir hastaliktir (43).

1935 yilinda Irving F. Stein ve Michael L. Leventhal kadinlarda anovulasyon ile iliskili
bir sendrom olarak tamimlamistir. Hastalik yerine sendrom ifadesinin kullanilmasi,
semptomlar ve bulgular toplulugunun varlig1 ve tek bir tani testi olmamasi nedeni ile genel

kabul gormistiir (44).

1958°de Mc Arthur, Ingersoll ve Worchester PKOS’lu kadinlarda ytlikselmis LH ve
testosteron seviyelerini tanida kullanmaya baglarken, 1980°li yillarda gonadotropin ve
androjen sekresyonlarinda anormallikler oldugu tespit edilmistir. Serum LH/FSH oraninin LH

lehine bozulmas1 tamda yer almistir.

27



Saurberi, Swanson ve Cooperberg 1981°de ilk kez USG’de ‘polikistik over’
gorlinimiinii  tanimlayarak transvajinal  ultrasonografinin (TVUSG) kullammi ile

degerlendirme yapmanin daha {istiin oldugunu ileri stirmiiglerdir (45).

PKOS; insiilin direnci, santral obezite, dislipidemi, hipertansiyon, glukoz intolerans1 ve
tip 2 diabetes mellitus ile de iliskisi olan bir sendromdur (46). Aradan gegen yillar boyunca
PKOS alaninda o6nemli gelismeler kaydedilmis olmasina ragmen giiniimiizde halen
sendromun etiyopatogenezi ve tam kriterleri ile ilgili tartismalar devam etmektedir.
Gilintimiizde PKOS; heterojen etiyolojili oldugu diisiiniilen, kronik anovulasyon, menstrual
diizensizlik ve hiperandrojenizm bulgulariyla (hirsutizm, akne, erkek tipi sa¢ dokiilmesi)
seyreden; cushing sendromu, hiperprolaktemi, tiroid hastaligi, androjen iireten tiimorler ve
geg¢ baslangicli konjenital adrenal hiperplaziye gibi benzer klinige yol agabilecek nedenlerden
dolay1 ayirici tams1 yapilmasi gereken kompleks bir hastaliktir (47).

2.3.1. Epidemiyoloji

Sendromun prevalansit kullamlan tani kriterlerine ve toplumlara gore degisiklik
gostermektedir. Erigskin kadinlarda %6-8 olarak bildirilmistir (48, 49). PKOS un tahmini
siklig1 ¢alisma yapilan popiilasyon ve overlerin ultrasonografik goriintiilenmesinin tani
kriterlerine dahil edilip edilmemesine gore degisebilir. Tipik klinik goriiniimiiniin varliginda
sonografik olarak polikistik overlerin goriilmesi sendromun tamisini desteklerken,
hiperandrojenizm hikayesi olmayan normal owlatuar kadinlarda da polikistik overlerin
bulunabilecegi gosterilmistir (50). Sonug olarak, tani i¢in polikistik overin tespiti klinik olarak

yeterli degildir.
2.3.2. Tam Kriterleri

PKOS tam kriterleri konusunda tam bir fikir birligi saglanamamis ve tani ig¢in
giinlimiize kadar; National Institute of Health (NIH) 1990, Rotterdam Consensus 2003,
Androjen Excess Society (AES) 2006 ve PCOS Society 2009 olmak iizere toplam 4

konsensus bildirilmistir. Bu konsensuslarin tam kriterleri Tablo 1°de belirtilmistir.
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Tablo 1: Konsensus tam kriterleri (51,52, 53)

NIH 1990 ROTTERDAM 2003 AES 2006 AES+PKOS
SOCIETY 2009

Iki kriteri de igerir >2
Kronik anowulasyon Oligo-anowulasyon
Hiperandrojenizmin Hiperandrojenizmin Hiperandrojenizm Hiperandrojenizm

kilinik ve/veya klinik ve/veya (hisutizm ve/veya (klinik veya
biyokimyasal biyokimyasal hiperandrojenemi) biyokimyasal)
belirtileri belirtileri

Polikistik overler Ower disfonksiyonu:  Over disfonksiyonu

oligo-anowulasyon  we/veya polikistik
ve/veya polikistik morfoloji
owverler

Diger iliskili

hastaliklarin

dislanmasi

Bugiin polikistik over sendromunun iki tammi genel kabul gdrmektedir. Ilki 1990
yilinda US National Institutes of Health (NIH)’e bagli1 National Institute of Child Health and
Human Disease (NICHD) konsensusunda kararlastirilmistir. Buna gore polikistik over

sendromunun major kriterleri soyledir:

e Hiperandrojenizm ve/veya hiperandrojenemi
e Oligo-anowlasyon

e Ve diger bilinen hastaliklarin ekarte edilmesi (51)

Diger tamm 2003 yilinda Rotterdam kentinde toplanan European Society for Human
Reproduction and Embryology (ESHRE) ve American Society for Reproductive Medicine
(ASRM) tarafindan yapilmis ve asagidaki {i¢ kriterden en az ikisinin varligt polikistik over

sendromu olarak ifade edilmistir.

e Oligo ve/wveya anowulasyon
e Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari

o Polikistik overler (52, 53)
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Polikistik overlerin ultrasonografik tanimi her overde 2-9 mm ¢apli > 12 folikiil olmasi,
> 10 ml over hacmi olarak yapilmistir. Artmis stromal voliim veya ekojenite gibi siibjektif
tariflere tanimda yer verilmemistir. Tek bir overde goriilmesi tani i¢in yeterlidir. Oligo -

anovulasyon; yilda 8 veya daha az menstriiasyonu tammlar (52, 53).

En genis katilimli konsensus 2009 yilinda Androgen Excess Society PCOS Phenotype
Task Force raporu ile aciklanmistir. Sendromun 6zellikleri ve polikistik overler bagliklar
altinda 6zetlenmistir. Androjen fazlaligi ile seyreden adrenal hiperplazi, agir insiilin rezistansi
sendromlar1 ve androjen salgilayan neoplaziler; idiyopatik hirsutizm vakalari; ovulatuar
disfonksiyona yol agan hiperprolaktinemi ve tiroid bozukluklar1 gibi durumlarin ekarte
edilmesi gerektigi vurgulanmistir. Polikistik over sendromunun gonadotropin anormallikleri,
insiilin direnci, obezite gibi bilinen baz1 6zellikleri tan1 kriterleri arasinda yer almamustir (50,

52,53, 54).
2.3.3. Etiyopatogenez

Etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte PKOS, genetik ve cevresel faktorlerin
etkilesimleriyle ortaya ¢ikan, kompleks bir hastaliktir (55, 56). Fizyopatolojisindeki insiilin
salinimi ve etki bozukluklari, steroidogenez defekti, gonodotropin dinamiginde degisiklikler
ile genetik faktorler rol oynamaktadir. PKOS’un olusmasinda rol oynayan genler heniiz
tamimlanmamis olmasina ragmen calismalar sendromun gelisiminde tek bir genden ziyade

multigenik 6zellik tagidigr yoniindedir.
2.3.3.1. Gonadotropin Sekresyon Defekti

Normal menstriiel siklusta hipotalamusun arkuat c¢ekirdeginden pulsatil (dalgasal)
salinan GNRH hormonu 6n hipofizden pulsatil FSH ve LH salimmina neden olur (57, 58, 59).
PKOS olgularinda  hipotalamus-hipofiz-over  aksimin  fonksiyonunda  bozukluklar
tanimlanmistir. LH pulsalitesinin amplitiidii ve frekans1 ile ortalama serum LH
konsantrasyonunda artis s6z konusudur. Bu degisikliklere GnRH pulsalitesinin sikliginin
artisi, GnRH’ye yamt artis1 ve yiiksek Ostrojen diizeylerinin neden oldugu diisiiniilmektedir
(60). PKOS’lu olgularda kronik olarak yiiksek seviyelerde karsilanmamis serbest Ostrojen,
direkt olarak gonadotropin sentezine etki ederek ve/wveya indirekt olarak GnRH’in kendi

GnRH reseptorlerini arttirmasini uyararak pitiiiter sensitiviteyi arttirabilir. PKOS’lu hastalarda
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pitiiiter FSH sekresyonu erken folikiiler fazda belirgin olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.
Diistik FSH diizeyinin nedeni tam olarak anlasilmamakla birlikte, kronik kargilanmamis
Ostrojenin ‘negatif feedback’ etkisi ile artmis GnRH pulsalitesinin LH 3 gen 8 ekspresyonunu
FSH B gen ekspresyonuna gore daha fazla arttirmasi patogenezde rol oynadig: diisiiniilen iki

mekanizmadir (61, 62).
2.3.3.2. Steroidogenez Degisiklikleri

PKOS’da over/adrenal bez steroidogenezinde pek ¢ok degisiklik bulunmustur. Artmis
LH dizeyi overlerde siklik adenozin monofosfat (CAMP) artis1 ile steroidogenezi
androjenlerin tiretimi yoniinde etkiler ki bu durum folikiil gelisiminde duraklamaya neden
olur. Klinik olarak GnRH agonistlerinin PKOS’lu hastalarda kullanilmasi ile normal kadinlara
gore teka hiicrelerinde artmis androstenedion ve 17-OHPG (17-hidroksi progesteron)
saptanmasi bu hiicrelerde de novo steroidogenez farkliligini (sitokrom P450cl17 gen
ekspresyonu) diistindiirmektedir (63). Teka hiicrelerinde insiilin, IGF-1, IGF-2 reseptorleri
bulunmaktadir ve bu reseptorlerin uyarilmasinin over androjen iiretiminde etkileri oldugu
saptanmustir (64). Insiilin etkisi tam olarak bilinmemekle beraber hiperinsiilineminin
diizeltilmesi ile de LH’da degisiklik olmaksizin serum androjen diizeylerinde azalma
gosterilmigtir. PKOS’lu hastalarin %20-50’sinde artmis dehidroepiandrosteron stilfat
(DHEAS) e androsteredion seviyeleri adrenal bezin artmis androjen tiretimini gostermektedir
(65). Ancak adrenokortikotropik hormon (ACTH) seviyeleri normal kadinlarinkine benzer
diizeylerde tespit edildiginden, farkliligin ACTH’ye yamttan kaynaklanabilecegi ya da ACTH
dis1 faktorler ile adrenal bezin uyarildigr diistiniilmektedir. PKOS’da DHEAS diizeyleri, bazal
ve ACTH uyarisina artmis adrenal androjen sekresyon yanitinda genetik faktorler 6nemlidir
(66).

2.3.3.3. Insiilin Etki ve Salinim Bozukluklart

Insiilin direnci ve beraberinde kompansatuar hiperinsiilinemi hem zayif hem de obez
PKOS hastalarinda stk goriilen bir bulgudur. PKOS’da insiilin  direncinin
degerlendirilmesinde calisilan popiilasyonun 6zellikleri ve kullanilan insiilin direnci 6l¢iim
metotlart sonuglar {izerinde Onemli etkiye sahiptir (67). Sendromda insiilin etki
anormalliklerinin mekanizmasi net olarak bilinmemektedir (68). ilk kez 1980 yilinda Burghen

ve arkadaglar1 tarafindan obez PKOS’lu hastalarda hiperandrojenizm ve hiperinsiilineminin
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pozitif linner korelasyonunun bulunmasinin ardindan bir¢ok ¢alismada zayif ve obez PKOS
hastalarinda instilin direnci gosterilmistir, ancak ne obezite ne de tek bagina androjen fazlalig
PKOS’da goriilen insiilin etki bozuklulugunu agiklamamaktadir (68, 69). Ayrica her PKOS
hastasinda insiilin direnci olmadig gibi, insiilin direnci 6l¢iimii PKOS tan1 kriterleri arasinda
da yer almamaktadir (66). PKOS’da insiilin direnci ve hiperinsiilinemi, overde androjen
sentezini ve SHBG (seks hormonu baglayan globiilin) diizeyinde azalmadan dolayr sT
diizeyini arttirmaktadir. Insiilin direncini inceleyen bazi calismalarda, insiilinin reseptdre
baglanmas1 normal iken, insiilin-aracili glikoz transportunun azalmis oldugu (artmis serin
fosforilasyonuna bagli postreseptdr defekti) saptanmistir (68). HOMA insiilin rezistans1 ve
beta-hiicre fonksiyonunu 6l¢gmek igin kullanmilan bir yontem olup, ilk olarak 1985’te Mattheus
tarafindan bildirilmistir (70).

2.3.3.4. Genetik Faktorler

PKOS hastalarinda ailesel kiimelenmenin olmasi genetik 6zelliklerin arastirilmasina
neden olmustur (71). Ilk genetik calisma Cooper ve arkadaslarinin yaptigi 18 hastalik
caligmadir. Ardindan Givens ve arkadaslart 1970’lerde PKOS’un X’e bagli kalitim
gosterdigini belirtmislerdir (72, 73). Bu calismalarda PKOS’un tam kriterleri olarak,
hirsutizm ile birlikte polikistik ve bilateral genislemis overlerini tanimlamiglardir. Daha
sonraki yillarda Ingiltere’de yapilan galigmalarla PKOS’un otozomal dominant (OD)
kalittmina dair yeni bilgiler literatiire eklenmistir. Carey ve arkadaslarinin yaptiklar:
calismada, %50 oraninda OD gecis gosterilmistir (74, 75). Heterojen bir bozukluk olan
PKOS’da klinik bilgilerin ¢ogu genin etyolojide sorumlu olabilecegini bildirmektedir (76).

Olas1 genetik defektlerin incelendigi degisik ¢alismalar sendromun kompleks, poligenik
bir bozukluk oldugunu gostermektedir. PKOS’un etyopatogenezinde 6nemli olabilecegi
diisiiniilen aday genlerin sec¢iminde 2 yaklasim s6z konusudur. PKOS’da fonksiyonlari
degistigi bilinen proteinleri kodlayan genler ve PKOS’da fenotipik degisikliklerden sorumlu
olabilecek proteinleri kodlayan genler seklindedir (77).
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2.3.4. Klinik ve Laboratuvar Bulgulari

PKOS genellikle peripubertal donemden itibaren baslayan menstriiel diizensizlikler
(oligomenore-amenore, disfonksiyonel uterus kanamasi), hiperandrojenizm bulgulari
(hirsutizm, akne, ciltte yaglanma, androjenik alopesi) ve infetilite ile karsimiza ¢ikmaktadir.
PKOS’da goriilen klinik bulgular ve sikligi Tablo-2’de verilmistir. PKOS’lu olgularda

%?20’lere ulasan siklikta menstriiel siklus diizenliligi olabilecegi de bildirilmistir (78).

TABLO 2: Polikistik over sendromunda klinik bulgular ve siklig1 (78)

BULGULAR SIKLIK (%)

Hirsutizm 60-90
Akne 24-27
Obezite 40-60
Infertilite 55-75
Amenore 26-71
Oligomenore 50-90
Regiiler menstriiel siklus 22
Disfonksiyonel uterin kanama 29
Virilizasyon 0-28

PKOS’lu kadinlarda tipik olarak artmis oosit sayisiyla karakterize olmasina ragmen,
oositler genellikle diisiik kalitedir. Bu durum fertilizasyon, béliinme, implantasyon oraninin

diisiik olmasina ve abortus riskinin de yiiksek olmasina sebep olur (79).

PKOS’lu hastalarda, serum FSH diizeyi normal siklusun erken folikiiler doneminden
daha diisiik olmasina ragmen yeni folikiil gelisimi siirekli olarak uyarilmaktadir. Ancak FSH
diisiikliigline bagl1 olarak, folikiillerde maturasyonun tamamlanamadig1 ve gelisen folikiillerin

ise ovulasyon agamasina ilerleyemedigi gosterilmistir (80).

PKOS’lu olgularin artmis over voliimii (>10ml) ve/veya folikiillerin 2-8 mm ¢apinda
olmasi, 12 veya daha fazla sayida kiiciik folikiiler kistler seklinde kalip birka¢ ay devamlilik
gostermesi polikistik over (PKO) olarak tanimlanir (81). Bu bulgularin tek bir overde olmasi
yeterlidir (82).
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Polikistik overlerde primer ve sekonder folikiillerin sayisimin 6nemli 6lgiide arttigt
gosterilmigtir. Olusan bu folikiillerin atretik olmadigi, gelisimlerinin duraksadigi
bildirilmistir. Ayrica folikiillerin gonadotropik uyarima cevap verdigi ve steroid sentezinde
aktif oldugu ileri siiriilmistiir. Ancak bu bilgiler 1s181inda olusan folikiillerin atreziden hangi
mekanizmalarla kurtuldugu ve yetersiz dominant folikiil gelisiminin nedeni heniiz

aciklanamamuistir (83).

PKOS olgularinin laboratuvar incelemesinde over ve adrenal kokenli androjenik
hormonlarda artis ile karakterize hiperandrojenemi gozlenir. Ayrica, LH diizeylerinde ve
LH/FSH oraninda artis olabilir. Yaklasik olarak %25-60 olguda hiperinsiilinemi ve insiilin
direnci gozlenmistir (84, 85).

2.3.5. PKOS’da Folikiilogenez

Over folikiil gelisimi siiresince, primordiyal folikiiller biiyliyen folikiil havuzunun
i¢inde gelisir, bir antral folikiil ovulasyon i¢in se¢ilir. Bu olaylar koordineli tireme, metabolik
ve intraovaryan etkilesimleri gerektirir (86). PKOS’da ovaryan hiperandrojenizm, insiilin
direnci, hiperinsiilinemi ve degismis intraovaryan parakrin sinyalizasyon folikiiliin
biiylimesini bozabilir. Folikiil gelisiminin duraksamasina bagli olarak, overin periferinde
kiiclik antral folikiillerin birikiminin eslik ettigi polikistik morfoloji gozlenmektedir. Bu
nedenle; polikistik over, makroskobik olarak normal over biiyiikliigliniin 2-5 kat1 kadardir
(87). PKOS’lu kadinlarda; folikiilogenez sirasinda, oosit maturasyonunda, fertilizasyon
oraninda ve embriyonik gelisim Yetersizligi gozlenmektedir (88). Yapilan ¢alismalarda,
PKOS’ta primer ve sekonder folikiil sayilarinin normale gore yaklasik 2 kat oldugu
gozlenmistir (89, 90, 91).

2.3.6. Dehidroepiandrosteron (DHEA) ve PKOS

PKOS hastalarinin ¢ogunlugunda pubertede DHEA diizeylerinin artisiyla beraber
semptom ve bulgular gériilmeye baslar (92). Bu nedenle DHEA polikistik over modeli
olusturmak i¢in iyi bir segenek olarak diisiiniilmiis ve hayvan modeli olusturmak amaci ile
kullanilmistir. Immatiir disi siganlara DHEA uygulanmasi ile overlede kistik degisiklikler,

erken owulasyon, asiklisite ve anowulasyon olusmaktadir (93). Lee ve ark. disi siganlara
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DHEA uygulamasi ile polikistik over goriintimiinii ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

artmis androjen, 0strojen ve prolaktin konsantrasyonu tespit etmisler (94).
2.4. mTOR

TOR sinyal yolagi, organ nakledilen hastalarda bagisikligi baskilamak amaci ile
Streptomyces bakterilerinin bir susundan {iretilen rapamisin antibiyotiginin etki
mekanizmasimin arastirilmasi sayesinde kesfedilen bir sinyal yolagidir (95). Mayadan memeli
hiicrelerine kadar evrimsel siire¢ i¢erisinde iyi korunmus olup fosfotidilinozitol 3 kinaz (PI-
3K) iliskili kinazlar ailesinin bir iyesidir (96). Memeli analogu ise mTOR olarak
adlandirilmistir (97). mTOR, hiicre i¢i sinyal kaskatlarinda merkezi bir yerlesim gosteren, 289
kDa agirliginda bir serin/treonin protein kinazdir (98). mTOR hiicre igerisinde golgi aparati,
endoplazmik retikulum, mitokondri, ¢ekirdek ve sitoplazma gibi pek ¢ok bolgede yerlesim
gostermektedir. mTOR farkli kompleksler olusturarak farkli bdlgelerde lokalize olarak
hiicrede farkli gorevleri yerine getirebilmektedir (99). mTOR; biiyiime faktorleri, degisen
besin sartlar1 ve enerji dalgalanmalar1 gibi gevresel olaylara kars1 genis spektrumlu bir cevap
Olusturmaktadir (100). Yapisal olarak mTOR;

o N-terminal domaini

etandem HEAT (found in huntingtin, elogasyon faktor 3, protein fosfataz
2A alt tinitesi ve TOR proteini) tekrarlarini igeren bir bolge (protein-
protein etkilesimlerine aracilik eder.)

o FAT (FRAP, ATM, TRRAP) domaini

e Katalitik domaini PI3K isoformlar1 ile yiiksek sekans homolojisine

sahiptir.

C terminal bolgesinde FRB (FKBP12-rapamisin baglanma bdlgesi) ve FATC (FAT C-
terminal, mTOR kinaz aktivitesini modiile eder) arasinda yer alir (101, 102).

mTOR, mTORCI1 (mTOR Kompleks1l) ve mTORC2 (mTOR Kompleks2) olmak {izere
yapisal ve fonksiyonel olarak farkli 2 kompleksin katalitik alt Ginitesidir (103) (Sekil 10).
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Sekil 10: mTOR Kompleksi yapis1 (103)
2.4.1. mTORC1 (mTOR Kompleks1)

MTORC1, Raptor ve mLST8 diye adlandirilan iki proteinden olusmaktadir (104).
MTORCL1 besinlerden 6zellikle glikoz, biiyiime faktorleri, stres ve enerji ile diizenlenirler.
Esas olarak protein sentezinden sorumludur (105). mTORCI substratlar1; S6K1 (S6 Kinazl)
ve 4E-BP1 (elF4E Baglayic1 Protein 1) mRNA translasyonu ile iligkilidir. Bir dizi
fosforilasyon mekanizmasinin ardindan S6K1 ve 4EBP1 aktive olarak translasyonun
baslamasini ve devamliligim saglar. mTORC1’in HIF1a (hipoksiyle indiiklenen faktor 1)

tizerinden anjiyogenezi diizenledigi bilinmektedir (106).

Rapamisin adli antifungal ilacin hedefi olmasi nedeniyle mTOR proteini bu ilagla
etkisiz hale gelebilmektedir. Rapamisin, mTORC]1’de yer alan Raptor proteinine baglanarak
MTOR’un inhibisyonunu saglar (107).

2.4.2. mMTORC2 (mTOR Kompleks 2)

mTORC2, Rictor (mAVO3), Sinl ve mLST8 diye adlandirilan proteinlerden
olusmaktadir (108, 109). mTORC2, hiicre iskeleti diizenlenmesinde ve hiicre
polarizasyonunda gorevlidir. Aym zamanda mTORC2, hiicre canliligi, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi ve anabolizma ile iliskili proteinler olan AGC kinaz ailesi iiyelerini (Akt, SGK
[serum ve glukokortikoid ile regiile olan kinazlar] ve PKC [Protein Kinaz C]’yi de
fosforillemektedir (110, 111).
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2.4.3. mTOR Sinyal Yolag:

mTOR sinyal yolagi memelilerde, organizmanin biiyiime ve gelismesine gore,
ortamdaki aminoasit, glukoz, kolesterol, demir seviyeleri, IGF(Insiilin Benzeri Biiyiime
Faktorii), EGF (Epidermal Biiytime Faktorii), VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii),
PDGF (Trombosit Kokenli Biiyiime Faktorii), stres, hipoksi, DNA hasar1, 1s1 soku, ozmotik

stres, oksidatif stres ve mitojenler ile diizenlenmektedir (112, 113, 114).

Normal hiicrelerde mTOR sinyal yolagi, herhangi bir biiylime etmeninden almis oldugu
sinyal veya glukoz ve amino asit seviyeleri ile diizenlenmektedir. Biiyiime etmenlerinden biri
tarafindan sinyal yolagi etkinlestiginde; PI3K’1 etkinlesir. PI3K etkinlesmesi, PKB’nin
etkinlesmesine PKB de Rheb’in engelleyicisi olan TSC1/TSC2’y1 fosforilleyerek onlarin
etkinsizlesmesine neden olur (115, 116). Rheb-GDP/Rheb-GTP haline doniiserek, Rheb-GTP
mTOR’u etkinlestirir. mTOR Kinaz (S6K) ve 4EBP’1 fosforiller. S6 Kinaz etkinleserek,
5’TOP mRNA’larin yazilimini uyarir, bdyle ribozom biyogenezi artar (117) (Sekil 11).

mTOR sinyal yolaginin etkinlesmesi ¢esitli proteinlerin sentezinin artigina neden olur.
mTOR un etkinlesmesi ile hiicre dongiisii diizenleyicisi olan Siklin D1 ’in; anjiyogeneze yol
acan HIF-1a ve HIF-2p; hiicrelerin sagkaliminda gorevli P21 ve survivin; besinlerin hiicre

icine alinmasinda ve tasinmasinda gorevli olan GLUT1 ve LAT proteinlerin sentezi artar
(118,119,120, 121).

Bu yolagin inhibisyonunu saglayan proteinler TSC1 (Hamartin), TSC2 (Tuberin) ve
pTEN (phosphatase and tensin homologue deleted)’dir. TSC1 ve TSC2, Rheb’in Rheb-GDP
halinde kalmasini saglayarak Rheb’in mTORu etkinlestirmesini engeller. pTEN ise fosfataz
Ozelligi ile bu etkinligi saglar (122, 123).
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Sekil 11: mTOR Sinyal Yolag:
2.4.4. mTOR Inhibisyonu

mTOR’un PI3K sinyal iletim yolunu etkinlestirerek, hiicresel katabolizma, anabolizma,
cogalma, hiicre dongiisii kontrolii, anjiyogenez ve apoptozda temel bir diizenleyici oldugu
yaygin oranda kabul gormiistiir. Bu nedenlerden dolayr mTOR kanser tedavi ilaglarinin ve

maddelerin hedefi olmaktadir (107).

Mayalarda ve memelilerde, Rapamisin mTORC1 aktivitesini inhibe eder ancak
mTORC2’yi inhibe etmez. Rapamisin 12 kDa’luk FK506-baglayic1 proteine baglanir ve
RAPTOR-bagli mTOR’u inaktive eder. Rapamisin bu islevini mTORCI’i RAPTOR’un
mTOR’dan ayrilmasini 6nleyerek gergeklestirir (124, 125).

2.4.5. mTOR ile iliskili Yolaklar

2.4.5.1. MAPK Sinyal Yolag:

Evrimsel olarak korunmus MAPK (mitojenle-etkilesen protein kinaz) sinyal sisteminde,
mayadan insana kadar tiim 0karyotik hiicrelerde sinyal iletiminde rol oynayan bir dizi protein

kinazlar rol alir.
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MAPK yolaklari, transkripsiyon faktorlerini aktive ya da inaktive ederek
transkripsiyonu etkilerler. Bu etkilerini ya dogrudan ¢ekirdege gegerek ya da fosforladigi bir
sitoplazmik faktoriin gecmesi ile gegmesiyle gerceklestirirler. Bir diger yol ise MAP kinazin
bagka bir inhibitor proteini fosforlayarak bagli oldugu proteinden ayrilmasini ve bu proteini

aktive ederek nukleusa girmesini saglayarak gerceklestirir (95, 126, 127).

Memeli hiicrelerinde 3 temel altgrup MAPK aktivasyonunu gergeklestirir. Bu altgruplar
ise, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar (ERK), c-jun NH2-terminal kinazlar (JNK) veya
stresle aktive olan protein kinazlar (SAPKS) ve p38 MAP kinazlar olarak siniflandirilir (128).

ERK yolagi, hiicre ¢ogalmasi, biiylimesi ve hiicre farklilagmasinda aktive olurken, JNK

ve p38 MAP kinaz yolaklar1 inflamasyon ve hiicre 6liimii durumlarinda aktive olurlar.

Hormonlar ve bilyiime faktérleri gibi hiicre dig1 uyaranlar, Ras-Raf-Mitogenle aktiflesen
protein kinaz (MEK) yolaginin araciligla ERK'2’yi etkinlestirirler. Plazma zarindaki reseptor
tirozin kinazlarin hiicre dis1 sinyaller tarafindan etkinlesmesi Ras’1n fosforilasyonunu uyarir.
Fosforillenen Ras, Raf’1 ve daha asagidaki (mitojenle etkinlesen protein kinaz kinaz)
MEK"2’de ERKY’ nin Thr-Glu-Tyr aminoasit dizisini etkinlestirir. Aktive olan ERK'% hiicre
cekirdegine geger ve TSC2’nin fosforilasyonunu uyararak mTOR sinyal yolagim diizenler

(129, 130, 131, 132, 133).
2.4.5.2. PI3K Sinyal Yolagi

Fosfoinozitid-3 kinaz (PI3K) ailesi, biiyime ve yasama sinyallerinin iletiminden
sorumlu proteinlerdir (134). Insiilin gibi hormonlar ve gesitli bilyiime faktdrleri PI3K sinyal
yolagini uyararak, hiicre membranindan inozitol fosfolipidlerin fosforilasyonunu katalizler.
Bu yolla olusan lipid mediatorii olan fosfotidilinozitol trifosfat (PIP3), PIP; bagimli kinazlar
(PDK) ve protein kinaz B (PKB) nin aktivasyonundan sorumludur (135). Protein kinaz B, Akt
1 ve Akt 2 genleri tarafindan kodlanan bir proteindir (136). AKT’nin asagi hiicre sinyal yolagi
efektorlerinden (downstream effectors) en 6nemlisi mTOR’dur (137). AKT, mTORu tiiberoz
skleroz 2 (TSC2)’nin dogrudan fosforilasyonu ile veya AMPK’nin inhibisyonu ile aktive
etmektedir.

Aktive olmus AKT, TSC1 wve TSC2 tiiberoz skleroz kompleksini igeren protein
dimerinin, biiylimeyi baskilayic1 etkilerini engellemektedir. TSC1/TSC2 kompleksinin
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baskilayici etkilerinin engellenmesi RAS homologu Rheb’in mTOR 'u aktive etmesine neden
olur. Rheb, Ras’a benzer bir yap1 gésteren GTP (guanozin trifosfat) hidrolizleyebilen 6zellikte
olup, hiicre biiytimesi ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayan 6nemli bir hiicre

membran proteinidir (138).
2.5. Kisspeptin

Kisspeptin 1996 yilinda Lee ve arkadaslar1 tarafindan insan metastatik melanoma kanser
hiicreleri ile yapilan ¢alismada metastaz baskilayici gen olarak tammlanmistir (139). KISS-1
genindeki ‘ss’ takisi baskilayici diziyi (suppressor sequence) ifade etmektedir ve bu gen
bolgesi ilk olarak ABD’nin Pennsylvania Eyaleti’nin Hershey sehrindeki bilim insanlari
tarafindan kesfedilip, bu yorenin meshur Kiss ¢ikolatasina ithafen ‘KI” 6n eki getirilerek gene
KISS-1 geni adi1 verilmistir (139, 140).

2.5.1. Kisspeptin Biyokimyasi

Kisspeptinler Kiss-1 geni (1q32) tarafindan kodlanan néropeptid ailesindendir (140). Bu
genin {iriinii pre-prokisspeptin, 145 amino asit igeren Kiss-1 proteinidir. ilk 19 amino asitlik
kisim sinyal diziyi olusturmaktadir, 57. ve 67. pozisyonda kesim noktasi igerir. Bu dnciil
protein pargalanarak farkli sayida amino asit igeren (Kiss-10, Kiss-13, Kiss-14 ve Kiss-54)
fragmanlar1 olusturur (Sekil 12). Kisspeptin olarak bilinen bu peptidler G-protein-coupled
receptor-54 (GPR54)’tin agonistidir. Kisspeptinlerin karboksil ucu RF Motifi (Arjinin-
Fenilalanin) denilen amino asitleri igerir ve bu bolgeden amidlesirler (Arg- Phe-NH,).

Amidlestirilmis bu kisim GPR54 reseptoriine baglanmadan sorumludur (139, 141, 142, 143).

1 2& B3 12 1381 A5
e as e — 147 kDa

[ 5.9 kl>a

Fossikble
degracaticon

108
[ - —_— s 1.7 kDa
109
el 3 . —— 1. ki2a
1=
= hk=] — 1.3 ko

Sekil 12: Kisspeptin yapis1 (139)
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Kisspeptinin uzun siire substrati kesfedilmemis (orphan) reseptor olarak bilinen GPR54°i
(sican) ve AXORI12’i (insan) aktive ettigi gosterilmistir. Ancak isimlendirmede karisikligi
onlemek amaca ile en yaygin kullanim GPR54 veya KISS1R olarak kabul edilmektedir (144).

2.5.2. Kisspeptin ve KISS1R’in Hiicrelerdeki Lokalizasyonu

2003 yilinda kisspeptinin iireme Tlizerine etkilerini incelemek amaci ile yapilan
immiinohistokimya (IHK) wve insitu hibridizasyon (ISH) c¢alismalarinda beyindeki
ekspresyonlarinin farkli tiirlerde farkli bolgelerde oldugu gosterilmistir (145).

Hipotalamusta kisspeptin dagilimi 2 farkli bolge olan arkuat niikleus (ARC) ve
anteroventral periventrikiiler niikleusun da dahil oldugu 3. ventrikiiliin rostral kisminda yogun
bir sekilde yer aldig1 gosterilmistir (146). Bununla beraber peptidin ovaryum, testis, pankreas,
barsaklar ve plasentada da ekspresyonu belirlenmistir (147). insan GPR54 reseptdriiniin kalp,
kas, bobrek, karaciger, timus, akcigerlerde de diisiik miktarda sentezlendigi bilinmektedir

(148, 149).
2.5.3. Kisspeptin Intraselliiler Etki Mekanizmasi

Kisspeptinlerin karboksil gruplarinda bulunan Arg-Phe-NH; motifi, GPR54 reseptoriine
baglanmadan sorumlu olup bu reseptdriin baglanmasi ile hiicre i¢i sinyal yolaklar1 aktive olur.

Bu hiicresel aktivasyon hormon sekresyonu, metastaz, proliferasyon, migrasyon iizerine etki
eder (150).

Reseptor ligand baglanmasim takiben Gag/11 yolagini kullanarak, fosfolipaz-C (FLC)
aktive olur ve hiicre i¢inde PIP; hidrolizi ile inositol-1, 4, 5-trifosfat (IP;) miktarin artirir. Bu
degisim hiicre i¢i depolardan Ca™ konsantrasyonunun artmasi ile iyon kanallarmnm
gecirgenligi degiserek Protein kinaz C (PKC) aktive olur. Bu mekanizma ile ERK1/2
fosfarilasyonu artar. ERK1/2’nin fosforillenmesi ile MAP kinaz yolaginin aktivasyonu
indiiklenir (17, 148, 151). MAP kinaz yolagi, hiicre dongiisii ve proliferasyonu kontrol
etmesine ragmen, kisspeptin uyarimi hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ile sonuglanir.
MAP kinaz yolagimin aktivasyonu, kisspeptinin GnRH néronlar1 iizerine olan etkisi i¢in
gereklidir. Kisspeptin MAPK kinaz yolagi disinda p38 ve PI3K sinyal yolaklarim indiikler
(152) (Sekil 13).
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Sekil 13: Kisspeptin Sinyal yolag (152)
2.5.4. Kisspeptin-GPR54 Sistemi ve GnRH

Beyindeki GnRH salinimini kontrol eden arkuat niikleus (Arc), periventrikiiler niikleus
(PeN) ve anteroventral periventrikiiler niikleus (AVPV)’dan kisspeptin salgilanmaktadir.
Yapilan c¢aligsmalarda disilerde Kkisspeptinin  AVPV’dan daha fazla eksprese edildigi
gosterilmigtir (153). Gonadal steroidler Arc’deki KISS1 ndronlarini inhibe ederken (negatif
geri bidirim), AVPV’deki KISS1 néronlarini uyarmaktadir (pozitif geri bildirim) (154).
Hipotalamustaki GnRH noronlarinda bulunan GPRS54 reseptorlerine kisspeptinlerin
baglanmalar1 sonucunda olusan sinyaller hipofizyal dolasimda GnRH salimmim saglar.
Gonadotropin salgilatict hormon ise hipofizdeki GnRH reseptorlerine baglanarak hipofizden
gonodotropinlerin (FSH, LH) salimmim gergeklestirir (155).

Insanlarda ve farelerde yapilan calismada GPR54 genindeki mutasyonun idiyopatik
hipogonadotropik hipogonadizme (IHH) neden oldugu ifade edilmis ve hem farelerde hem de
insanlarda gonodotropin sekresyonunun yapilmadigi halde ekzojen olarak GnRH verildiginde
hipofizden FSH ve LH salimmimn gergeklestigi gozlenmistir (156).

GPR54 -/- farelerde, reseptor-ligand iliskisinin reseptér yoniinden engellenmesi
sonucunda pubertenin baslamasinin etkilendigi gozlenmistir (157). GPR54 mutasyonlu fare
ve sicanlarda yapilan calismada erkek farelerde testislerin kiigiildiigi, disilerde folikiiler
matiirasyonun goriilmedigi ve vaginal agilmada gecikme oldugu saptanmistir (158). GPR54
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mutasyonlu fare ve sigcanlara periferik yolla verilen kisspeptinin disi ve erkek si¢anlarda
gonadotropin diizeylerini arttirdigi, prepubertal disilerde ise ovulasyona neden oldugu tespit

edilmistir (159, 160).

Kisspeptinin intraserebroventrikiiler, intravendz, intraperitoneal ya da subkutan yollar

ile uygulandiginda LH salinimini uyardigr gézlenmistir (155).
2.5.5. Kisspeptin ve mTOR

Hiicre biiyiimesi ve farklilagmasinda yer alan 6nemli bir sinyal yolagi olan mTOR,
kisspeptin sinyallerinden etkilenmektedir (161). Besin aliniminin diisiik oldugu durumlarda
mTOR aktivitesi diiser ve boylece enerji-bagimli hiicre dongiisiiniin inhibisyonu gerceklesir.
Intraserebroventrikiiler 16sin (leucine-mTOR stimiilator) verilmesi plazma LH seviyesinin
artmasina neden olmaktadir (162, 163). Buna karsin mTOR aktivasyonun inhibe edilmesi
(rapamisin ile) ARC’deki mRNA Kiss-1’lerin ekspresyonunun neredeyse yok olmasina ve

plazma LH seviyesinin diismesine neden olmaktadir (163).

Kisspeptin-GPR54 sistemi, tireme aksim ve {ireme hastaliklarini tedavi etmede
kullanilan ilaglar i¢in varsayilan bir hedeftir (164). Metabolik ve genetik bozukluklar ile
iligkili olan PKOS’da mTOR ve kisspeptinin birbirine olaniligkilerini incelemek amaci ile bu

caligsma yapilmistir.

43



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmann Tipi
Arastirma deneysel niteliktedir.
3.2. Arastirmamin Yeri ve Zamani

Aragtirma; 02/2014 — 05/2014 tarihleri arasinda literatiir arastirmasi ve tez konusunun
belirlenmesi ile baglayip, 06/2016 — 10/2016 tarihleri arasinda tez yazimi ile sonlanmustir.
Arastirmamin deneysel ayagi Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali
Laboratuvari’nda yapilmistir. Histokimyasal ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler
Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapilmustir.
Biyokimyasal degerlendirmeler Dokuz Eyliil Universitesi Biyokimya Anabilim Dali’nda
yapilmustir.

3.3. Arastirmamn Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Aragtirmada toplam 4 grup olusturulmustur. Deney gruplar1 asagidaki sekilde

diizenlenmistir:

GRUP_1 (Kontrol Grubu, n=6): Higbir uygulamanin yapilmadigi gruptur. Deney

bitiminde sakrifiye edilen deneklerin ovaryum doku 6rnekleri histolojik olarak incelemek i¢in
alinmistir. Deney baglangicinda, 20. giinde ve 40. giinde (deney sonunda) kan Ornekleri

biyokimyasal incelemeler i¢in alinmigtir.

GRUP 2 (Cozgen Grubu, n=7): 20 giin boyunca subkutan olarak 0.2 ml susam yag1

verilen ve 20 giin boyunca intraperitoneal olarak 0.2 ml serum fizyolojik siv1 verilen gruptur.
Deney bitiminde sakrifiye edilen deneklerin ovaryum doku ornekleri histolojik olarak
incelemek i¢in alinmistir. Deney baslangicinda, 20. giinde ve 40. giinde (deney sonunda) kan

ornekleri biyokimyasal incelemeler i¢in alinmistir.

GRUP 3 (PKOS Grubu, n=7): 20 giin boyunca PKOS modeli olusturmak amaciyla

subkutan olarak 0.2 ml susam yaginda ¢6ziilen 6mg/100g viicut agirligt dozunda DHEA
(Dehidroepiandrostenedion) verilen ve 20 giin boyunca intraperitoneal olarak 0.2 ml serum

fizyolojik siv1 verilen gruptur. Deney bitiminde sakrifiye edilen deneklerin ovaryum doku
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ornekleri histolojik olarak incelemek i¢in alinmistir. Deney baslangicinda, 20. giinde ve 40.

giinde (deney sonunda) kan 6rnekleri biyokimyasal incelemeler i¢in alinmistir.

GRUP 4 (PKOS + Kisspeptin-10, n=7): 20 giin boyunca PKOS modeli olusturulmak

amaciyla subkutan olarak 0.2 ml susam yaginda ¢dziilen 6mg/100g viicut agirligi dozunda

DHEA verilen ve 20 giin boyunca 100 nmol intraperitoneal olarak Kisspeptin-10 verilen
gruptur. Deney bitiminde sakrifiye edilen deneklerin ovaryum doku 6rnekleri histolojik olarak
incelemek i¢in alinmistir. Deney baslangicinda, 20. giinde ve 40. giinde (deney sonunda) kan

ornekleri biyokimyasal incelemeler i¢in alinmustir.
3.4. Calisma Materyali

Calismamzda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Birimi’nden
(DETFAB) temin edilen Wistar susu toplam 27 adet 23 ginlik disi sican (50-80g)
kullanilmistir. Dokuz Eyliil Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dal,
Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda Wistar susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi
nedeniyle bu tiir ve cins se¢ilmistir. Tim denekler c¢alisma sonlanincaya kadar Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’'nda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22 °C oda
sicakliginda, %50-60 nisbi nem bulunan standart hayvan oda ve kafeslerinde barindirilmistir.

Denekler dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile adlibitum olarak beslenmistir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Aragtirmada Kontrol, Cozgen, PKOS ve PKOS+Kisspeptin grubunun biyokimyasal
incelemeleri i¢in deney baglangicinda, 20. giinde ve 40. giinde (deney sonunda) kuyruk
veninden kan alinmistir. Kontrol grubuna hi¢bir uygulama yapilmadan deney sonunda
histolojik incelemeler i¢in sag ve sol ovaryum doku 6rnekleri alinarak sakrifiye edilmistir.
Cozgen grubuna 20 giin boyunca subkutan olarak 0.2 ml susam yag1 uygulanip daha sonra 20
giin boyunca intraperitoneal olarak 0.2 ml serum fizyolojik uygulandiktan sonra deney
sonunda histolojik incelemeler igin sag ve sol ovaryum doku Ornekleri alinarak sakrifiye
edilmistir. PKOS grubuna subkutan olarak 0.2 ml susam yaginda 6mg/100g dozunda DHEA
(Sigma, ABD) c¢ozilerek 20 giin boyunca uygulanip daha sonra 20 giin boyunca
intraperitoneal olarak 0.2 ml serum fizyolojik uygulandiktan sonra deney sonunda sag ve sol

ovaryum doku Ornekleri alinarak sakrifiye edilmistir. PKOS+Kisspeptin grubuna PKOS
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modeli olusturmak i¢in 20 giin boyunca subkutan olarak 0.2 ml susam yagina 6 mg/100 g
dozunda DHEA uygulanip daha sonra 20 giin boyunca 100nmol Kisspeptin-10 (Gen Script)
intraperitoneal olarak uygulandiktan sonra deney sonunda sag ve sol ovaryum doku 6rnekleri

alinarak sakrifiye edilmistir.
3.6. Veri Toplama Aracglari
3.6.1. Arastirmada Kullamlan Demirbas Malzemeler

Aragtirmada hayvan agirliklarint 6l¢mek i¢in terazi, deneklerden elde edilen dokularin
takibinde etiiv, kesitlerin alinmasinda mikrotom ve su banyosu, boyamalarda kullanilan distile
su gereksinimi i¢in distile su cihazi, immiinohistokimyasal incelemeler i¢in humidity chamber

ve otomatik mikropipetler, biyokimyasal incelemeler i¢in sogutmali santrifiij cihazi, buzluk,
inkiibator ve ELISA cihaz kullanilmigtir.

3.6.2. Arastirmada Kullamlan Yontemler

Deney sonunda elde edilen doku 6rneklerine rutin doku takip prosediirii uygulanmas,
kesitleri alinmis, c¢esitli histokimyasal ve immiinohistokimyasal boya uygulamalarina tabi
tutulmustur. Arastirmada histokimyasal degisiklikler i¢in Hematoksilen&Eozin, PAS
(Periyodik Asit Schiff) ve MassonTrikrom, immiinohistokimyasal olarak mTOR ve p-mTOR
boyamalar1 yapilmistir. Biyokimyasal degerlendirme i¢in deney baslangicinda, 20. giinde ve
40. giinde alinan kan plazma 6rneklerinde ELISA yontemi ile dstradiol (E2) ve progesteron

hormon diizeylerine bakilmistir.
3.6.2.1. Denek Agirliklarinin Degerlendirilmesi

Deneklerin agirliklar1 deney baglangicinda ve deney sonunda olmak tizere DHEA ve
Kisspeptin-10 etkisini incelemek amaci ile 6l¢iilmiistiir. Deneklerin baslangi¢ agirliklar: 50 -
80g olacak sekilde isleme tabi tutulmustur. Sonuglar SPSS 22,0 paket programinda
degerlendirildi. Deneklerin agirliklarinin baslangic ve deney sonundaki verilerinin, grup

i¢inde karsilastirilmasinda p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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3.6.2.2. Deneklerin Menstriiel Sikluslarinin Belirlenmesi

Deney baslangicinda immatiir olan disi siganlarin vaginal agikliklar1 olustuktan sonra
her giin 6-12 saat araliklarla vaginal smear uygulandi. Vaginal smear ile alinan 6rnekler lama
yayildi. Hazirlanan preparatlar %96°11k, %80°lik, %70’lik azalan alkol serilerinden gegirilip, 5
dakika hematoksilende bekletildikten sonra, 5 dakika akarsuda bekletildi. Daha sonra 20
saniye eozinde bekletilip, %70’lik, %80’lik ve %96’lik artan alkol serilerinden geg¢irilip
havada kurutuldu. Vaginal sitolojik veriler Schaberg (1992)’nin dongiisel degisimlerine bagli
olarak elde ettigi bulgular dogrultusunda degerlendirildi.

3.6.2.3. Histokimyasal Incelemeler

Mikroskobik incelemeler i¢in alinan sag ve sol ovaryum doku ornekleri %10°luk
formolde 24-48 saat bekletilerek fikse edildi. Daha sonra fiksatifin uzaklastirilmasi amaciyla
1 gece akarsu altinda bekletildi. Ardindan 60°C’lik etiivde sirasiyla %70, %80 ve %96°11k etil
alkol serilerinde 20’ser dakika; ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu.
Seffaflastirma islemi i¢in 30’ar dakika iki farkl1 ksilene tabi tutuldu. Immersiyonu saglamak
amaciyla 1’er saatlik 2 kere yumusak parafine tabi tutulduktan sonra doku ornekleri sert
parafin bloklar icerisine gomiildii. Elde edilen parafin bloklardan Rotary Mikrotom (RM
2255, Leica) araciligiyla 5 um kalinligindaki kesitler poly-L lysine kapli lamlar (Isotherm)
tizerine alind1 (Tablo 3).

Tablo 3: Rutin doku takip protokolii.

ISLEM MADDE SURE
FIKSASYON %10’luk Formol 24-48 saat
FIKSATIFTEN Akarsu 1 gece
UZAKLASTIRM A
REHIDRATASYON %70, %80, %96°11k alkol 20’ser dakika
serileri
POST FIKSASYON Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika
SEFFAFLANDIRMA Xylol 1-2 30’ar dakika
Yumusak Parafin 1-2 1’er saat
BLOKLAMA Sert Parafin
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3.6.2.3.1. Hematoksilen-Eozin Boya Protokolii

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ardindan
ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ti¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
rehidratasyon islemi i¢in 5 degisim azalan alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile suile
calkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) 1ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan
uzaklagtirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (01602E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonrasirasiyla %70,
%80, %96 ve 2 seri absolii alkolden gegirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla 20’ser dakika ii¢
degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile
kapatildi (Tablo 4).

Tablo 4: Hematoksilen-Eozin boya protokolii

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1s1sinda) 10 dakika
Deparafinizasyon Ksile 3 (oda 1s1s1nda) 10 dakika
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’liik alkol (Calkalama
Rehidratasyon %96’lik alkol (Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol (Calkalama
Rehidratasyon %70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika
Dehidratasyon %70-80-96-100-100’liik Calkalama
alkol
Seffaflagtirma Ksilen1 20 dakika
Seffaflagtirma Ksilen2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen3 20 dakika
Kapama Entellan
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3.6.2.3.2. Periyodik Asit Schiff (PAS) Boya Protokolii

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde bekletildi.
Ardindan ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ti¢ farkli ksilene tabi tutuldu.
Daha sonra rehidratasyon islemi i¢in azalan alkol serilerinden gegcirildi, distile su ile
calkalandiktan sonra boyanacak alan PapPen ile ¢izilerek alan kisitlandi. Kisitlanan alana
PAS boyama seti (04-130802 Bio-Optica, Milano, Italya) icerisinden periyodik asit
soliisyonundan 10 damla damlatip 10 dakika bekletilerek oksidasyon islemi sonucunda aldehit
gruplarinin olusmasi saglandi. Ardindan kesitler distile su ile yikanarak 10 damla Hotchkiss
McManus schiff reagent damlatilarak 20 dakika bekletildi. Boylece schiff reagent’in igerdigi
siilfiir fuksin, bazik fuksine benzer ¢oziinmeyen isaretli bilesiklerdeki 2 komsu aldehit
grubunun degismesini sagladi. Daha sonra kesitler distile su ile yikanarak iizerine potasyum
metabisiilfit soliisyonundan 10 damla damlatilarak 2 dakika muamele edildi. Kesitlere yikama
olmadan iizerlerine 10 damla fiksatif soliisyonundan 10 damla damlatilarak 2 dakika
bekletildi. Kesitler distile suda ¢alkalandiktan sonra Mayer’s hematoksilen soliisyonundan 10
damla damlatilarak 3 dakika bekletildi. Boylece nukleuslarin boyanmasi saglandi. Sonrasinda
5 dakika akarsuda yikandi. Dehidratasyon islemi i¢in artan alkol serilerinden ge¢irilen kesitler
seffaflastirma amaci ile 20’ser dakika ii¢ degisim ksilende tuttulduktan sonra entellan (UN
1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 5).
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Tablo 5: Periyodik Asit Schiff (PAS) boya protokolii.

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen2-3 (odaisisinda) 10’ar dakika
Dehidratasyon %2100-100-96-80-70’lik Calkalama
alkol serileri
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reagent A 10 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reagent B 20 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reagent C 2 dakika
Boyama Reagent D 2 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Reagent E 3 dakika
Yikama Akarsu 5 dakika
Dehidratasyon %70-80-96-100-100’liik Calkalama
alkol serileri
seffaflastirma Ksilen1-2-3 20’ser dakika
Kapama Entellan

3.6.2.3.3. MassonTrikrom Boya Protokolii

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde bekletildi.
Ardindan ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakika {i¢ fakli ksilene tabi tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon iglemi i¢in azalan alkol serilerinden gegcirildi, distile su ile ¢alkalanarak
boyanacak olan alan PapPen ile simirlandirildi. Siirlanan alan MassonTrikrom boyama seti
(04-010802 Bio-Optica, Milano, italya) icerisinden 6 damla Weigert’s demirli hematoksilen
ile 6 damla Weigert’s demirli hematoksilende 10 dakika bekletildi. Kesitler yikanmadan 10
damla pikrik asit soliisyonunda 4 dakika bekletildi. Distile su ile yikanan kesitlere 10 damla
ponceau asit fuksin soliisyonundan damlatilarak 4 dakika bekletildi. Ardindan distile su ile
yikanan kesitlere 10 damla fosfomolibdik asit sollisyonundan damlatilarak 10 dakika
bekletildi. Yikama olmadan kesitlere 10 damla masson anilin mavisi damlatilip 5 dakika
bekletildi. Kesitler distile suile iyice yikandiktan sonra dehidratasyon islemi i¢in artan alkol
serilerinden gecirilen kesitler, seffaflastirma islemi i¢in 20’ser dakika 3 degisim ksilende

tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 6).
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Tablo 6: MassonTrikrom boya protokolii.

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen2-3 (odaisinda) 10’ar dakika
Rehidratasyon %2100-100-96-80-70’lik alkol = Calkalama
serileri
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Weigert’s demirli 10 dakika

hematoksilen+ Wigert’s
demirli hematoksilen

Boyama Pikrik asit soliisyonu 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Ponceau asit fuksin 4 dakika
soliisyonu
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Fosfomolibdik asit soliisyonu 10 dakika
Boyama Masson anilin mavisi 5 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Dehidratasyon %70-80-96-100-100’liik Calkalama
alkol serileri
Seffaflastirma Ksilen1-2-3 20’ser dakika
Kapama Entellan

3.6.2.4. Morfometrik Degerlendirmeler

3.6.2.4.1. Folikiil Sayisinin Tespiti

Calismamizda her bir gruptaki deneklerin ovaryum doku ornekleri 5 pum kalinliginda
seri kesitler halinde alindi. Ovaryum doku 6rneklerinin her 40. kesitte (her over i¢in 10-12
kesit) folikiiller sayildi. Folikiil sayilar1 dnceden olusturulmus tabloya sayisal veriler olarak
not edildi. Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi,
gruplarin ikili karsilastirilmasinda da Mann-Whitney-U testi kullanildi. p<0.05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Folikiiller; primordiyal, primer, sekonder, tersiyer, atretik ve kistik folikiil olarak
degerlendirildi. Atretik folikiil morfolojik acidan graniilloza hiicre tabakasinin bazal
membrandan ayrilmasi ve dejenerasyon gostermesi, piknotik ¢cekirdek ve oosit dejenerasyonu

seklinde tantmlanmustir. Kist folikiilii ise 4 veya 5 tabakal1 katlanmis graniiloza hiicre tabakasi
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veya etrafi genis folikiil sivis1 ile kapli olan incelmis graniiloza hiicre tabakas1 ve kalinlagmis

teka interna tabakasi ile karakterizedir (92).
3.6.2.4.2. Folikiil Caplarinin Olgiimii

Calismamizda her bir gruptaki deneklerin seri kesit alinan ovaryum doku érneklerinin
folikiil caplar1 ve graniiloza hiicre tabakasinin kalinligi UTHSCSA Image Tool Version 3.0
programi kullanilarak degerlendirildi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirilmada Kruskal
Wallis Varyans Analizi testi, gruplarin ikili karsilagtirilmasinda da Mann-Whitney-U testi
kullanildi. p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

3.6.2.5. Immiinohistokimyasal Incelemeler

Immiinohistokimyasal analizler, hiicre ve dokularda var olan makromolekiillerin
isaretlenmesi esasina dayanmaktadir. Asagida belirtilen iic temel adim ile isaretleme

gerceklesir.

1. Primer antikor 6zel antijene baglanir.

2. Antikor-antijen kompleksi bir konjugasyon enzimi yardimiyla ikinci
bir antikora baglanir.

3. Substrat ve kromojen varliginda bu enzim antikor-antijen baglanma
bolgesinde renkli bir deposite doniisiir. GoOrliniim 11k

mikroskobunda histolojik olarak degerlendirilir.

3.6.2.5.1. mTOR Boyama Protokolii

Alinan kesitler dncelikle 60°C’lik etiivde 1 gece bekletildi. Daha sonra deparafinizasyon
amactyla 20’ser dakika li¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %80, %70 azalan alkol
serilerinden gegirilip hidratasyon saglanarak 5’er dakika iki degisim distile suda bekletildi.
Ardindan mikrodalgada 600 watt, 6 dakika Sodyum Sitrat soliisyonunda (Bio-Optica, Italya)
bekletildi. Sogumasi i¢in 20 dakika oda 1sisinda tutuldu. Sodyum sitrat soliisyonundan
cikarilan kesitlerin boyanacak alaninin etrafi PapPen (Sigma, USA) ile ¢izilerek alan
kisitlandi. Ardindan ii¢ kez fosfat tamponlu soliisyon (PBS) ile yikandi. Her yikamadan sonra
etrafindaki fazla su kurutma kagidi ile alindi. Daha sonra kesitler endojen peroksidaz

aktivitesini bloke etmek i¢in taze hazirlanan %3’liik H,O, (hidrojen peroksit) ile 10 dakika
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oda 1s1sinda muamele edildi. Tekrar PBS ile yikama yapilan kesitlere 10 dakika oda 1s1sinda
serum protein bloklama soliisyonunda (Reagent A) (LabVision, CA) bekletildi. Yikama
olmadan kesitlere mTOR primer antikoru (1:100, Bioss, USA) ile +4°C’de 1 gece bekletildi.
Ertesi sabah PBS ile ii¢ kez yikanan kesitlere biyotinlenmis sekonder antikoru (Reagent B) ile
20 dakika bekletildi. PBS ile yikanan kesitlere streptavidin-peroksidaz (HRP) (Reagent C) ile
10 dakika bekletildi. PBS ile yikanan kesitler olusturulan immiinohistokimyasal reaksiyonun
gortntirliigiini saglamak amaciyla DAB (Roche, Germany) ile muamele edildi. Distile suile
yikanan kesitlere Mayer’s Hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra akarsuda
yikandi. Artan alkol serilerinden gecirildikten sonra seffaflastirma islemi igin ksilol

serilerinden geg¢irilip entellan (UN 1866, Merck) ile kapatildi.
3.6.2.5.2. p-mTOR Boyama Protokolii

Alinan kesitler dncelikle 60°C’lik etiivde 1 gece bekletildi. Daha sonra deparafinizasyon
amaciyla 20’ser dakika li¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %80, %70 azalan alkol
serilerinden gecirilip hidratasyon saglanarak 5’er dakika iki degisim distile suda bekletildi.
Ardindan mikrodalgada 600 watt, 6 dakika Sodyum Sitrat soliisyonunda (Bio-Optica, italya)
bekletildi. Sogumas1 i¢in 20 dakika oda 1sisinda tutuldu. Sodyum sitrat soliisyonundan
cikarilan kesitlerin boyanacak alaninin etrafi PapPen (Sigma, USA) ile ¢izilerek alan
kisitlandi. Ardindan {i¢ kez fosfat tamponlu soliisyon (PBS) ile yikandi. Her yikamadan sonra
etrafindaki fazla su kurutma kagidi ile alindi. Daha sonra kesitler endojen peroksidaz
aktivitesini bloke etmek i¢in taze hazirlanan %3’liikk H,O, (hidrojen peroksit) ile 10 dakika
oda 1s1si1nda muamele edildi. Tekrar PBS ile yikama yapilan kesitlere 10 dakika oda 1s1sinda
serum protein bloklama soliisyonunda (Reagent A) (LabVision, CA) bekletildi. Yikama
olmadan kesitlere p-mTOR primer antikoru (1:100, Bioss, USA) ile +4°C’de 1 gece
bekletildi. Ertesi sabah PBS ile ii¢ kez yikanan kesitlere biyotinlenmis sekonder antikoru
(Reagent B) ile 20 dakika bekletildi. PBS ile yikanan kesitlere streptavidin-peroksidaz (HRP)
(Reagent C) ile 10 dakika bekletildi. PBS ile yikanan kesitler olusturulan
immiinohistokimyasal reaksiyonun gOriiniirliigiinii saglamak amaciyla DAB (Roche,
Germany) ile muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere Mayer’s Hematoksilen ile
artalan boyamas1 saglandiktan sonra akarsuda yikandi. Artan alkol serilerinden geg¢irildikten
sonra seffaflastirma islemi i¢in ksilol serilerinden gecirilip entellan (Merck, Germany) ile

kapatildi.
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3.6.2.6. Biyokimyasal Analizler

Deney gruplart olusturulmadan ve olusturulduktan sonra alinan kan plazma
orneklerinden dstradiol ve progesteron diizeylerine bakilarak PKOS modeli olusturdugumuz
ve PKOS modeli olusturup Kisspeptin-10 verdigimiz gruplarin hormon seviyelerini

dogrulamak amaciyla ELISA (enzyme-linkedimmunosorbentassay) yontemi gergeklestirildi.
3.6.2.6.1. Deneklerden Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmast

Deney gruplar1 olugturulmadan 6nce deneklerin tiimiinden eter anestezisi altinda kuyruk
veninden yaklasik 0.4 cc kan heparin enjektorii ile alinarak EDTA’1 kan tiiplerine konuldu.
Kan 6rnekleri 15 dakika 1000xg’de 4°C’ye ayarlanan santrifiije konuldu. Siipernatantlarina
ayrilan kan orneklerinden plazma kismi ependorflara konularak -20°C’de saklandi. Gruplar
olusturulduktan sonra 20 giin boyunca DHEA verilen grubun PKOS oldugunu belirlemek
amaciyla 20. giinde her bir gruptaki denekten eter anestezisi altinda kuyruk veninden kan
alimip -20°C’de saklanmustir. Deney sonunda (40.giinde) her bir deney grubundan kan

ornekleri alinarak sakrifikasyon islemi gerceklestirildi.
3.6.2.6.2. ELISA Yontemi
3.6.2.6.2.1. Ostradiol Ol¢iimii

ELISA yontemi Cusabio Rat Estradiol (E2) ELISA ticari kiti kullamlarak, plazmadan
Ostradiol Ol¢iimi yapildi. Bu test yarismali baglanma modelini baz alan solid faz enzim
immunoassay prensibine dayanmaktadir. ELISA kiti ireticisinin tavsiyesi dogrultusunda tiim
ornekler ve soliisyonlar oda 1s1sina getirildi. Her kuyucuga hangi 6rnegin ve hangi standardin

konulacag1 dnceden belirlendi ve kayit edildi.

Standardlar, 6rnekler, diluent ve yikama soliisyonu hazirlandiktan sonra ELISA testi

i¢in asagidaki basamaklar uygulandi.

1. 50 wl Standard ve 6rnek alinarak uygun kuyucuklara koyuldu (kor kuyucuk
harig).

2. 50 pl HRP- konjuge soliisyonundan daha sonra da 50 pl antikor eklenerek
karigmalar1 saglandiktan sonra 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi.
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3. Inkiibasyonu saglanan &rnekler 3 kez yikama soliisyonu (200 pl) ile yikanarak
tiim kuyucuklarin igerisi bosaltildi.

4. Daha sonra kuyucuklarin igerisine 50 pl Substrat A ve 50 pl Substrat B
eklenerek 15 dakika 37°C’de 1siktan korunarak inkiibe edildi.

5. Ardindan karanlikta 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek yavasca karistirildi.
6. 10 dakika sonra kuyucuklar 450nm dalga boyunda plate okuyucusunda
okundu.

Cizilen standart egrisinden, plazmadaki Ostradiol konsantrasyonlari tespit edildi.
Sonuglar pg/ml cinsinden ifade edildi. Kullanilan ticari kitin sensitivitesi 25 pg/ml’dir. 40

pg/ml-1400 pg/ml araligindaki degerler 6l¢iildi.
3.6.2.6.2.2. Progesteron Ol¢iimii

ELISA yontemi Cusabio Rat Progesterone (PROG) ELISA ticari kiti kullamlarak,
plazmadan progesteron 6l¢timii yapildi. Bu test yarigsmali baglanma modelini baz alan solid
faz enzim immunoassay prensibine dayanmaktadir. ELISA kiti iireticisinin tavsiyesi
dogrultusunda tiim 6rnekler ve soliisyonlar oda 1sisina getirildi. Her kuyucuga hangi 6rnegin

ve hangi standardin konulacag1 6nceden belirlendi ve kayit edildi.

Standardlar, 6rnekler, diluent ve yikama sollisyonu hazirlandiktan sonra ELISA testi

icin asagidaki basamaklar uygulandi.
1. 50 pl Standard ve 6rnek alinarak uygun kuyucuklara koyuldu (kor kuyucuk haric).

2. 50 pl HRP- konjuge soliisyonundan daha sonra da 50 pl antikor eklenerek
karigsmalar1 saglandiktan sonra 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi.

3.  Inkiibasyonu saglanan &rnekler 3 kez yikama soliisyonu (200 pl) ile yikanarak
tiim kuyucuklarin igerisi bosaltildi.

4.  Daha sonra kuyucuklarin igerisine 50 ul Substrat Ave 50 ul Substrat B eklenerek
15 dakika 37°C’de 1s1ktan korunarak inkiibe edildi.

5. Ardindan karanlikta 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek yavasca karistirildi.
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6. 10 dakika sonra kuyucuklar 450nm dalga boyunda plate okuyucusunda okundu.

Cizilen standart egrisinden, plazmadaki progesteron konsantrasyonlar1 tespit edildi.
Sonuclar ng/ml cinsinden ifade edildi. Kullanilan ticari kitin sensitivitesi 0.2ng/ml’dir. 0.2

ng/ml-80 ng/ml araligindaki degerler 6l¢iildii.

3.7. Arastirmamin Plam ve Takvimi

Tez Konusunun Belirlenmesi ve Literatiir
Arastirmasi

Subat 2014 / Mayis 2014

“

Etik Kurul ve Yonetim Kurulu Onay1
Mayis 2014 / Haziran 2014

‘

Deneysel Materyallerin Toplanmasi ve Dokularin
Degerlendirilmesi

Ocak 2015 / Aralik 2015

‘

Laboratuvar Calismalari

Aralik 2015 / Haziran 2016

‘

Tez Yaami

Haziran 2016 / Ekim 2016

“

Tez Savunmasi

Aralik 2016
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Histolojik ve immiinohistokimyasal olarak boyanan kesitler 151k mikroskobu altinda

degerlendirildi.

Deney sonunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS 22.0 paket programi

kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Gruplar arasi istatistiksel
karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi, gruplarin ikili karsilagtirilmasinda da
Mann-Whitney U testi kullanmildi. p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

3.9. Arastirmamin Simirhiliklari

Aragtirma planlanan dogrultuda ilerlemis, herhangi bir aksaklikla karsilagilmamistir.

Aragtirmada herhangi bir sinirlilik durumu ortaya ¢ikmamustir.
3.10. Etik Kurul Onay1

Arastirmamiz Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
17 Haziran 2014 tarihinde gergeklestirilen 02/12/2014 no’lu toplantida 38/2014 protokol

numarasi ile etik agidan uygun bulunmustur.

Etik kurul onay1 EK-1 olarak teze eklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Denek Agirliklarimin Degerlendirilmesi

Gruplarin deney baslangic agirlik ortalamalari; Kontrol grubunda 59,58+3,60 g, C6zgen
grubunda 63,00+4,02 g, PKOS grubunda 65,07+2,01 g, PKOS+Kisspeptin grubunda
68,90+3,17 g olarak bulundu. Deney sonunda agirlik ortalamalar1 ise; Kontrol grubunda
203,8645,83 g, Cozgen grubunda 216,3847,79 g, PKOS grubunda 217,85+5,97 g,
PKOS+Kisspeptin grubunda 201,0844,31 g olarak saptandi. Bu degerler gbz Oniinde

bulunduruldugunda, PKOS+Kisspeptin grubunun deney sonu agirliklar1 PKOS grubuna gore
anlamli azalmist1 (p=0,035). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenmedi (Sekil 14).

DENEK AGIRLIKLARI
250 *
| T
200 T T
150
[-T:]
100
T I T =
50
0 " . .
KONTROL COZGEN PKOS KISSPEPTIN
i DENEY BASLANGIC | 59,58333333 63 65,07142857 68,9
i DENEY SONU 203,8666667 | 216,3857143 | 217,8571429 | 201,0857143

Sekil 14: Gruplarin deney baslangici ve deney sonundaki agirliklar:.

*: PKOS+Kisspeptin grubu deneklerin viicut agirliginda goriilen anlamli azalig
(p=0,035).
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4.2. Histokimyasal Bulgular
4.2.1. Hematoksilen-Eosin Boyama Degerlendirmesi

Kontrol grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde, ovaryum yiizeyinin, tek katl
kiibik epitel 6zelligindeki germinal epitel ile kapli oldugu ve epitelin altinda ise fibroz bag
dokusu lifleri ve hiicrelerinden olusan tunika albuginea tabakasi goriildii. Kortekste ¢esitli
say1 ve tipte yer alan primordiyal, primer, sekonder ve graaf folikiilleri ile birlikte korpus
luteum gozlendi. Folikiillerde bulunan oosit ve ona ait olan zona pellusida normal
gortintimdeydi. Folikiillerin etrafinda yer alan graniiloza tabakasi normal kalinlikta ve
hiicreleri poligonal, eozinofilik sitoplazmali olup ¢ekirdekleri kromatin bakimindan zengindi.
Folikiillerin ¢evresinde hiicreden zengin bag dokusu yapisinda yer alan stromada hiicreler
oval sekilli, bliylik nukleuslu ve sitoplazmalar1 asidofilik olup gruplar halinde goriildii.
Ovaryumun korteksinde yer alan folikiillerin teka tabakast ve medulla bdlgesindeki
damarlarin normal yapida ve yogunlukta oldugu gozlendi.

Cozgen grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde, morfolojik agidan kontrol
grubuna benzer oldugu gézlendi. Saglikli yapida ve gelisimin farkli asamalarinda folikiillerin
oldugu gozlendi.

PKOS grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde, kortekste farkli gelisim asamasinda
bulunan folikiiller izlendi. Ancak folikiller igerisindeki primer oositin saglikli yapida
olmadig1 gézlendi. Diger gruplara gore sekonder, atretik ve kist folikiillerinin sayisinin arttig1
goriildii. Folikiillerin bir bolimiiniin atrofiye ugrayarak geriledikleri ve oositlerini kaybederek
ici bos kistler haline geldikleri gozlendi. Kistik folikiillerinin graniiloza hiicre tabakasinmin
kalinliginin azaldigi belirlendi. Ayrica kortekste yer alan korpus luteum sayisinin azaldigi ve
bazi korpus luteumlarda luteal kistik yapisimin olustugu gozlendi. Medullar bolgede yer yer

damar genislemeleri izlendi.

PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde, kortekste farkli gelisim
asamasinda bulunan normal ve saglikli folikiiller gozlendi. Primer ve sekonder folikiillerin
graniiloza ve teka tabakasinin diizenli oldugu gozlendi. Atretik ve kistik folikiillerin sayisinin
PKOS grubuna gore azaldigi gozlendi. Medullar bélgede ise damar genislemelerinin PKOS
grubu ile benzer oldugu gozlendi.
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Sekil 16: Kontrol grubuna ait ovaryum Kesiti. Korteks bolgesinde normal
morfolojide gozenen sekonder folikiil = ) ve korpus luteum yapisi (€— )
gosterilmistir. (H&E, X10 bilyiitme)
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Sekil 17: Kontrol grubuna ait ovaryum Kesiti. Korteks bolgesinde farkl gelisim
asamalarindaki folikiiller (g—— ) ve primordiyal folikiil (€= gosterilmistir.
(H&E, X20 biiyiitme)

L

90

¥ 1
Sk 7
A

Sekil 18: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti. Korteks bolgesinde tunika
albugineanin hemen altinda yer alan primordiyal folikiil (@ ) ve saghiklimorfolojide
gozenen cok tabakali primer folikiil (- ) yapis1 gosterilmektedir. Ayrica germinal
epitel (@@= ) gosterilmektedir. (H&E, X40 biiyiitme)
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Sekil 20: Cozgen grubuna ait ovaryum kesiti. Kortekste gelisimin farkl
asamal arinda normal morfolojiye sahip primer folikiil (€—) ve sekonder folikiil (€— )
gosterilmistir. Ayrica korpus luteum (€—) yapisi gosterilmistir. (H&E, X20 biiyiitme)
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Sekil 21: Cozgen grubuna ait ovaryum Kesiti. Korteks bolgesinde normal
morfolojiye sahip graaf folikiilii gosterilmistir. (H&E, X20 biiyiitme)

Sekil 22: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. (H&E, X4 biiyiitme)
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Sekil 23: PKOS grubuna ait ovaryum Kesiti. Korteks bolgesinde graniiloza
tabakas1 incelmis, teka tabakasimin kalinlig1 artmis olan ici bos Kist folikiilleriems),
atretik folikiil ¢ ) ve normal morfolojiye sahip primer folikiiller ( ¢m— )
gosterilmistir. (H&E, X10 biiyiitme)

Sekil 24: PKOS grubuna ait ovaryum Kkesiti. ici bos, incelmis graniiloza hiicre
tabakas1 ve kalinlasan teka hiicre tabakasi ile Kist folikiilii ( e==) gosterilmistir. Ayrica
teka interna tabakasindaki damarlarda genisleme (emm) gosterilmistir. (H&E, X20
biiyiitme)
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Sekil 25: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. Graniiloza tabakasi ile teka tabakasi
birbirinden ayrilms atretik folikiil yapis1 (¢ummmm) gésterilmistir. (H&E, X20 biiyiitme)

Sekil 26: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. Normal morfolojiye sahip sekonder
folikiil yapisi ( e=smss) ve dejenerasyona ugramis atretik sekonder folikiil yapisi (o )
gosterilmistir. (H&E, X40 biiyiitme)
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Sekil 27: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. Korpus luteum icerisinde luteal Kist
yapisi gosterilmektedir. (H&E, X20 biiyiitme)

Sekil 28: PKOS grubuna ait ovaryum Kesiti. Medulla boélgesindeki damar
yapisindaki genisleme 4= ) gosterilmistir. (H&E, X10 biiyiitme)
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Sekil 30: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum kesiti. Korteks bolgesinde
gelisimin farkli asamalarinda yer alan folikiiller gosterilmektedir. Sekonder folikiil
yapisi ( 4mmmp gosterilmektedir. Medulla bolgesindeki damar yapilarinda genisleme
( 4= ) gosterilmektedir. (H&E, X10 biiyiitme)
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Sekil 31: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum kesiti. Antrum boslugu olusmus
normal morfolojiye sahip sekonder folikiil yapis: (¢umm) ve ¢ok tabakali primer folikiil
yapis (4um) gosterilmistir. (H&E, X20 biiyiitme)

Sekil 32: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum kesiti. Primer oositi ¢cevreleyen
tek kath yass1 folikiil hiicrelerinden olusan primordiyal folikiil¥™ ) ve ¢cok tabakal1
primer folikiil ¢m== ) gésterilmistir. (H&E, X20 biiyiitme)
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4.2.2. Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama Degerlendirmesi

Calismamizda zona pellusida yapisin1t morfolojik olarak degerlendirmek amaciyla PAS

boyama yapildi.

Kontrol grubunun korteks bolgesinde yer alan primer, sekonder ve graaf folikiillerde yer

alan zona pellusida yapisinin normal yapida oldugu ve PAS + reaksiyon verdigi tespit edildi.
Co6zgen grubun da kontrol grubuna benzer sonuglarda oldugu gézlendi.

PKOS grubunda korteks bolgesindeki artan sayidaki atretik folikiillerin zona pellusida

yapisinin dejenerasyona ugradigi gdzlenmistir.

PKOS+Kisspeptin grubunda ise folikilllerde yer alan zona pellusida yapisinin normal
morfolojiye sahip oldugu ve PAS + reaksiyon gosterdigi gozlendi.

Sekil 33: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti. Cok tabakali1 primer folikiilde
normal morfolojiye sahip zona pellusida yapis1 (€€===) gosterilmistir. (PAS, X40
biiyiitme)
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Sekil 34: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiil yapisindaki PAS +
reaksiyon gosteren zona pellusida (€= ) gosterilmistir. (PAS, X40 biiyiitme)

Sekil 35: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiiliiniin yapisindaki
PAS + reaksiyon gosteren zona pellusida (e ) gisterilmistir. (PAS, X40 biiyiitme)
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Sekil 36: Cozgen grubuna ait ovaryum Kkesiti. Sekonder folikiil yapisindaki PAS +
reaksiyon gosteren zona pellusida (@ ) gosterilmistir. (PAS, X40 biiyiitme)

Sekil 37: Cozgen grubuna ait ovaryum Kesiti. Sekonder folikiiliiniin yapisindaki
PAS + reaksiyon gosteren zona pellusida (€= ) gosterilmistir. (PAS, X40 biiyiitme)
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Sekil 38: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. Atretik folikiildeki dejenere olmus
zona pellusida yapisi (€= ) gosterilmistir. (PAS, X40 biiyiitme)

Sekil 39: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. Kist folikiilii go sterilmistir. (PAS, X40
biiyiitme)
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Sekil 40: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum kesiti. Cok tabakal1 primer
folikiilde primer oositi cevreleyen zona pellusida yapisi ( emspgosterilmistir. (PAS, X40
biiyiitme)

Sekil 41: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiile ait
PAS+ reaksiyon gosteren zona pellusida (e=== ) gosterilmistir. (PAS, X40 biiyiitme)
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4.2.3. MassonTrikrom Boya Degerlendirmesi

Calismamizda ovaryumda bag dokusu artisini belirlemek amaciyla Masson Trikrom
boyamas1 yapildi. Bu boyama sonucunda nukleuslar siyah, sitoplazma kirmizi, kollajen ve

mukus mavi renkte goriilmektedir.

Kontrol grubu Masson Trikrom boyama kesitleri incelendiginde, kortekste folikiillerin

etrafinda ve medullar bélgede kollajen miktarimin normal seyirde oldugu tespit edildi.

Cozgen grubu Masson Trikrom boyama kesitleri incelendiginde, kontrol grubuna

benzer sonuglarin oldugu gozlendi.

PKOS grubu Masson Trikrom boyama kesitleri incelendiginde, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda benzer sonuglarin oldugu gozlendi.

PKOS+Kisspeptin grubu Masson Trikrom boyama kesitleri incelendiginde, kontrol ve
PKOS grubu ile benzer sonuglarin oldugu gézlendi.

Sekil 42: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti. Medullar bolgede (¢mmmm=) normal
yogunluktaki kollajen miktar: gosterilmistir. (MassonTrikrom, X10 biiyiitme)
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Sekil 43: Cozgen grubuna ait ovaryum Kesiti. Korteks ve medullar bolgede normal
yogunluktaki kollajen miktar (‘_. ) gosterilmistir. (MassonTrikrom, X10 biiyiitme)

Sekil 44: PKOS grubuna ait ovaryum Kesiti. Korteks bolgeside normal seyirde
gozenen kollajen miktari ( @ ) gosterilmistir. (MassonTrikrom, X20 biiyiitme)
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Sekil 45: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum kesiti. Korteks ve medulla
bolgedesinde normal yogunlukta gozlenen kollajen miktar1 gozlenmektedir. (Masson
Trikrom, X10 biiyiitme)
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4.3. Morfometrik Bulgular
4.3.1. Folikiil Sayisinin Degerlendirilmesi

Tim folikiiller i¢in literatiir ile uyumlu olarak her denege ait seri kesitlerden 40. kesitte
(her over i¢in 10-12 kesit) folikiiller sayildi. Folikiil sayilar1 6nceden olusturulmus tabloya

sayisal veriler olarak not edildi. Daha sonra bu veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

Folikiiller primordiyal, primer, sekonder, graaf, atretik, kist folikiilii ve korpus luteum

olarak degerlendirildi.

FOLIKUL SAYISI
120
100
73 80
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g
§ 40 -
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Q’Q <© Qﬁ © & & @ KONTROL
@0‘19 # COZGEN
Qq;. u PKOS
FOLIKOL ® PKOS+KiSSPEPTIN

Sekil 46: Gruplar arasi folikiil sayilarimin ortalamasa.
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4.3.1.1. Primordiyal Folikiil Sayisinin Degerlendirilmesi

Tiim gruplarda her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde primordiyal folikiil
sayist hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore primordiyal folikiil sayisi, kontrol grubunda
2,80+0,41, ¢bzgen grubunda 1,70+0,42, PKOS grubunda 1,90+0,73, PKOS+Kisspeptin
grubunda 2,50+0,34 olarak hesaplandi.

PRIMORDIYAL FOLIKUL

4,5
_ 4
v
= 3,5
(7]
._I
E 3 T
-
Q 2,5
—
s 2
(a]
5
2 b
& 1

0,5

0 = - -
KONTROL COZGEN PKOS KiSSPEPTIN
|n PRIMORDIYAL FOLIKUL 2,8 1,7 1,9 2,5

Sekil 47: Gruplar arasi primordiyal folikiil sayisi.

Bu degerler g6z oniinde bulunduruldugunda, kontrol ve ¢dzgen grubun primordiyal
folikiil sayis1 karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,089). Kontrol
grubu ve PKOS grubun primordiyal folikiil sayis1 karsilastirildiginda, sonug istatistiksel
olarak anlamli degildi (p=0,144). Kontrol grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu
karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,613). Cozgen grubu ve
PKOS grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlaml1 degildi (p=0,786). C6zgen
ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,163). PKOS ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0,218).
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4.3.1.2. Primer Folikiil Sayisinin Degerlendirilmesi

Tiim gruplarda her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde primer folikiil sayis1
hesaplandi. Elde edilen sonuglara goére primer folikiil sayisi, kontrol grubunda 6,20+0,67,
¢Ozgen grubunda 4,50+0,54, PKOS grubunda 4,70+0,80, PKOS+Kisspeptin grubunda
5,6040,70 olarak hesaplandi.

PRIMER FOLIKUL SAYISI

PRIMER FOLiKUL SAYISI
O P, N W b U1 OO N 00 O

KONTROL COZGEN PKOS KiSSPEPTIN
|n PRIMER FOLIKUL 6,2 4,5 4,7 5,6

Sekil 48: Gruplar arasi primer folikiil sayisi.

Bu degerler g6z Oniinde bulunduruldugunda, kontrol grubu ve ¢dzgen grubu
karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,066). Kontrol grubu ve
PKOS grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,207). Kontrol
grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli
degildi (p=0,438). Cozgen ve PKOS grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak
anlaml1 degildi (p=0,789). Cozgen ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, sonug
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,201). PKOS wve PKOS+Kisspeptin grubu
karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,555).
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4.3.1.3. Sekonder Folikiil Sayisinin Degerlendirilmesi

Tim gruplarda her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde sekonder folikiil
sayis1 hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore sekonder folikiil sayisi, kontrol grubunda
4,80+0,41, ¢ozgen grubunda 4,60+0,52, PKOS grubunda 9,70+1,26, PKOS+Kisspeptin
grubunda 5,50+0,65 olarak hesaplandi.

B SEKONDER FOLIKUL SAYISI

o

> 15 *

(7]

—

2

g 10 x

[V

[« 4

a 5 T T |

2

(@]

@ 0 . . :

KONTROL COZGEN PKOS KiSSPEPTIN

|ESEKONDER FOLIKUL 48 4,6 9,7 5,5

Sekil 49: Gruplar arasi sekonder folikiil sayisi.

*: Sekonder folikiil sayisinda kontrol grubu ve ¢dzgen grubuna gore anlamli artig
(p=0,002).

**: Sekonder folikiil sayisinda PKOS grubuna gore anlamli azalma (p=0,006).

Bu degerler g6z Oniinde bulunduruldugunda, kontrol grubu ve ¢odzgen grubu
karsilastirildiginda, sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,670). Kontrol ve PKOS
grubu karsilastirildiginda, PKOS grubun sekonder folikiil sayisi, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artis oldugu gozlendi (p=0,002). Kontrol ve PKOS+Kisspeptin
grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,490). Cozgen ve
PKOS grubu karsilastirildiginda, PKOS grubun sekonder folikiil sayisi, ¢ozgen grubuna gore
(p=0,002).
PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,357). PKOS ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, PKOS+Kisspeptin grubun

istatistiksel olarak anlamli artis oldugu go6zlendi Cozgen grubu ve

sekonder folikiil sayisinda, PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gozlendi (p=0,0006).
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4.3.1.3. Graaf Folikiil Sayisinin Degerlendirilmesi

Tim gruplarda her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde graaf folikiil sayis1
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore graaf folikiil sayisi, kontrol grubunda 3,00+0,33,
¢Ozgen grubunda 1,60+0,45, PKOS grubunda 0,90+0,45, PKOS+Kisspeptin grubunda
1,70+0,36 olarak hesapland.
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Sekil 50: Gruplar arasi graaf folikiil sayisi.
* . Graaf folikiil say1sinda kontrol grubuna gére anlamli azalma (p=0,030).

*%: Graaf folikiil sayisinda kontrol grubuna goére anlaml1 azalma (p=0,050).
#: Graaf folikiil sayisinda kontrol grubuna gore anlamli azalma (p=0,022).

Bu degerler g6z Oniinde bulunduruldugunda, kontrol ve ¢ozgen grubu
karsilastirildiginda, ¢6zgen grubun graaf folikiil sayisinda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu gbzlendi (p=0,030). Kontrol grubu ve PKOS grubu
karsilastirildiginda, PKOS grubun graaf folikiil sayisinda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma goriildii (p=0,005). Kontrol grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu
karsilastirildiginda, PKOS+Kisspeptin grubun graaf folikiil sayisinda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlendi (p=0,022). Cozgen grubu ve PKOS
grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,216). Cdzgen grubu
ve PKOS+Kisspeptin grubu Karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,816). PKOS grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilagtirildiginda, sonug istatistiksel

olarak anlamli degildi (p=0,124).
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4.3.1.5. Kist Folikiil Sayisinin Degerlendirilmesi

Tim gruplarda her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde kist folikiil sayisi
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore kist folikiil sayisi, kontrol grubunda 0,10+0,10,
¢6zgen grubunda 0,10+0,10, PKOS grubunda 3,20+0,38, PKOS+Kisspeptin 0,40+0,22 olarak
hesaplandi.
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Sekil 51: Gruplar arasi kist folikiil sayisi.

*: Kist folikiil sayisinda kontrol grubuna gore anlamli artma (p=0,001).
#: Kist folikiil sayisinda PKOS grubuna gore anlamli azalma (p=0,001).

Bu degerler g6z Oniinde bulunduruldugunda, kontrol grubu ve ¢ozgen grubu
karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=1,000). Kontrol ve PKOS
grubu karsilastirildiginda, PKOS grubun kist folikiil sayisinda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artis oldugu gézlendi (p=0,001). Kontrol ve PKOS+Kisspeptin
grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,255). Cozgen ve
PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,255). PKOS wve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, PKOS+Kisspeptin
grubunun kist folikiil sayisinda, PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlendi (p=0,001).
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4.3.1.6. Atretik Folikiil Sayisinin Degerlendirilmesi

Tim gruplarda her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde atretik folikiil sayis1
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore atretik folikiil sayisi, kontrol grubunda 0,40+0,16,
¢Ozgen grubunda 0,50+0,16, PKOS grubunda 3,40+0,66, PKOS+Kisspeptin grubunda
0,6040,22 olarak hesaplandi.
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Sekil 52: Gruplar arasi atretik folikiil sayisi.

*: Atretik folikiil sayisinda kontrol grubu ve ¢dzgen grubuna gére anlamli artis
(p=0,001).

**: Atretik folikiil sayisinda PKOS grubuna gore anlamli azalma (p=0,001).

Bu degerler g6z Oniinde bulunduruldugunda, kontrol ve ¢bozgen grubu
karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,547). Kontrol ve PKOS
grubu karsilastirildiginda, PKOS grubun atretik folikiil sayisinda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artis oldugu gozlendi (p=0,001). Kontrol ve PKOS+Kisspeptin
grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,547). Cozgen ve
PKOS grubu karsilastirildiginda, PKOS grubun atretik folikiil sayisinda, ¢6zgen grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli artis oldugu gozlendi (p=0,001). Cézgen ve PKOS+Kisspeptin
grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,831). PKOS wve
PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, PKOS+Kisspeptin grubun atretik folikiil
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sayisinda, PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlendi
(p=0,001).

4.3.1.7. Korpus Luteum Sayisinin Degerlendirilmesi

Tiim gruplarda her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde korpus luteum sayisi
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore korpus luteum sayisi, kontrol grubunda 5,10+0,73,
¢Ozgen grubunda 7,20+0,77, PKOS grubunda 1,40+0,52, PKOS+Kisspeptin grubunda
6,2010,66 olarak hesaplandi.
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Sekil 53: Gruplar arasi korpus luteum sayisi.

*: Korpus luteum sayisinda kontrol grubu ve ¢dzgen grubuna gore anlamli azalma
(p=0,001).

**: Korpus luteum sayisinda PKOS grubuna gore anlamli artis (p=0,001).

Bu degerler g6z Oniinde bulunduruldugunda, kontrol wve ¢ozgen grubu
karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,092). Kontrol ve PKOS
grubu karsilastirildiginda, PKOS grubunun korpus luteum sayisinda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu go6zlendi (p=0,001). Kontrol ve
PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,222). Cozgen ve PKOS grubu karsilastirildiginda, PKOS grubunun korpus luteum
sayisinda, ¢ozgen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gozlendi

(p=0,001). Cozgen ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak
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anlaml1 degildi (p=0,358). PKOS ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, PKOS
grubunun Korpus luteum sayisinda, PKOS+Kisspeptin grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml1 bir azalma oldugu gézlendi (p=0,001).
4.3.2. Folikiil Caplarinin Degerlendirilmesi
4.3.2.1. Primer Folikiil Capinin Degerlendirilmesi

Tim gruplarda her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde primer folikiil ¢api
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore primer folikiil ¢aplari, kontrol grubunda 174,32+8,29
um, ¢ozgen grubunda 211,41+894 um, PKOS grubunda 139,43+10,89 um,
PKOS+Kisspeptin grubunda 158,36+11,51 um olarak hesaplandi.
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Sekil 54: Gruplar arasi primer folikiil ¢aplarinin ortalamasi

*: Primer folikill capinda kontrol grubu ve ¢dzgen grubuna gore anlamli azalma
(p=0,003 ve p=0,001).

**: Primer folikiil capinda ¢6zgen grubuna gore anlamli azalma (p=0,001).

Bu degerler g6z Oniinde bulunduruldugunda, kontrol grubu ve ¢6zgen grubu
karsilastirildiginda, ¢6zgen grubun primer folikiil ¢apinda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli artma oldugu goézlendi (p=0,003). Kontrol grubu ve PKOS grubu
karsilastirildiginda, PKOS grubunun primer folikiil ¢apinda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml1 azalma oldugu gozlendi (p=0,001). Kontrol grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu
karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,273). Cozgen grubu ve
PKOS grubu karsilastirildiginda, PKOS grubunun primer folikiil ¢apinda, ¢6zgen grubuna
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gore istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goézlendi (p=0,001). Cbzgen grubu ve
PKOS+Kisspeptin grubu karsilagtirildiginda, PKOS+Kisspeptin grubunun primer folikiil
capinda, ¢ozgen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu gézlendi (p=0,001).
PKOS grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0,165).

4.3.2.2. Primer Folikiil Graniiloza Tabakasi Kalinliginin Degerlendirilmesi

Tim gruplardan her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde primer folikiiliin

graniiloza tabakasinin kalinligi hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore graniiloza tabakasi
kalinligi, kontrol grubunda 42,51+2,20 um, ¢dzgen grubunda 41,1943,492 um, PKOS
grubunda 32,42+2,49 um, PKOS+Kisspeptin grubunda 31,14+2,04 um olarak hesapland.
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Sekil 55: Gruplar arasi primer folikiil graniiloza tabakasinin kalinlik ortalamasi

*: Primer folikiil graniiloza kalinliginda kontrol grubuna gére anlamli azalma (p=0,001).

*%: Primer folikill graniiloza kalinliginda kontrol grubuna gore anlamli azalma
(p=0,001).

Bu degerler goz oOniinde bulunduruldugunda, kontrol grubu ve c¢dzgen grubu
karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,079). Kontrol grubu ve
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PKOS grubu karsilastirildiginda, PKOS grubunun graniiloza tabakasi1 kalinliginda, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma oldugu gézlendi (p=0,001). Kontrol grubu
ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, PKOS+Kisspeptin grubunun graniiloza
tabakas1 kalinliginda, kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gozlendi (p=0,001). Cozgen grubu ve PKOS grubu karsilastirildiginda, PKOS grubunun
graniiloza tabakas1 kalinliginda, ¢6zgen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
oldugu gozlendi (p=0,014). Cozgen grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda,
sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,297). PKOS grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu
karsilastirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,073).

4.3.2.3. Sekonder Folikiil Capinin Degerlendirilmesi

Tim gruplarda her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde sekonder folikiil ¢ap
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore sekonder folikiil c¢aplari, kontrol grubunda
221,30+11,81 um, ¢6zgen grubunda 198,32+8,22 um, PKOS grubunda 284,72+11,97 um,
PKOS+Kisspeptin grubunda 223,45+8,38 um olarak hesaplandi.
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Sekil 56: Gruplar arasi sekonder folikiil caplarinin ortalamasi
*: Sekonder folikiil ¢apinda kontrol ve ¢dzgen grubuna gore anlamli artig (p=0,001,
p=0,001).

*%*: Sekonder folikiil ¢apinda PKOS grubuna gore anlamli azalma (p=0,001).
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Bu degerler goz Oniinde bulunduruldugunda, kontrol grubu ve c¢dézgen grubu
karsilagtirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,588). Kontrol grubu ve
PKOS grubu karsilastirildiginda, PKOS grubunun sekonder folikiil ¢apinda, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli artma oldugu goézlenmistir (p=0,001). Kontrol grubu ve
PKOS+Kisspeptin grubu karsilagtirildiginda, sonug istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,164). Cozgen grubu ve PKOS grubu karsilastirildiginda, PKOS grubunun sekonder
folikiil ¢apinda, ¢6zgen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artma oldugu gozlenmistir
(p=0,001). Cozgen grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, PKOS+Kisspeptin
grubunun sekonder folikiil ¢apinda, ¢dzgen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artma
oldugu gozlenmistir (p=0,028). PKOS grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda,
PKOS grubunun sekonder folikiil capinda, PKOS+Kisspeptin grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 artma oldugu gézlenmistir (p=0,001).

4.3.2.4. Sekonder Folikiil Graniiloza Tabakas1 Kalinlinliginin Degerlendirilmesi

Tiim gruplarda her denekten elde edilen ovaryum seri kesitlerinde sekonder folikiiliin

graniiloza tabakasi kalinligi hesaplandi. Elde edilen sonuclara gore graniiloza tabakasi
kalinligi, kontrol grubunda 58,9644,37 um, ¢ozgen grubunda 62,89+3,60 um, PKOS
grubunda 45,99+2,06 um, PKOS+Kisspeptin grubunda 34,05+2,06 um olarak hesaplandi.
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Sekil 57: Gruplar arasi sekonder folikiil graniiloza tabakasimin kalinhk ortalamasi

*: Sekonder folikiil graniiloza tabakasi kalinliginda kontrol grubu ve ¢dzgen grubuna

gore anlamli azalma (p=0,012).

**: Sekonder folikiil graniiloza tabakasi kalinliginda PKOS grubuna gore anlamli
azalma (p=0,034).

Bu degerler g6z oOniinde bulunduruldugunda; kontrol grubu ve ¢b6zgen grubu
karsilastirildiginda, graniiloza tabakas1 kalinlig1r bakimindan, sonug istatistiksel olarak anlamli
degildi (p=0,095). Kontrol ve PKOS grubu karsilastirildiginda, PKOS grubunun graniiloza
tabakas1 kalinliginda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gozlendi (p=0,012). Kontrol grubu wve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda,
PKOS+Kisspeptin grubunun graniiloza tabakasi kalinliginda, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlendi (p=0,001). Cézgen grubu ve PKOS
grubu karsilastirildiginda, PKOS grubunun graniiloza tabakas1 kalinliginda, ¢6zgen grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goézlendi (p=0,001). Cozgen grubu ve
PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, PKOS+Kisspeptin grubunun graniiloza tabakasi
kalinliginda, ¢6zgen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlendi
(p=0,001). PKOS grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, PKOS+Kisspeptin
grubunun graniiloza tabakas1 kalinliginda, PKOS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma oldugu gozlendi (p=0,034).
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4.4. Immiinohistokimyasal Bulgular
4.4.1. mTOR Immiinohistokimya Boyama Bulgular:

Farkli gruplardan alinan ovaryum doku Orneklerinin kesitlerinde mTOR proteinini
gosterebilmek amaci ile immiinohistokimyasal boyama yapildi. Degerlendirilen kontrol,
cozgen, PKOS ve PKOS+Kisspeptin gruplarinin hepsinde mTOR antikorunun, gelisimin
farkli agsamalarindaki folikiillerin graniiloza ve teka interna hiicre tabakasinda, primer oositte

ve korpus luteum yapisinda yer aldig1 gozlendi.

Kontrol grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde, gelisimin farkli agamalarinda
olan folikiillerde graniiloza ve teka interna tabakasindaki hiicrelerin sitoplazmalarinda mTOR
immiinopozitivitesi gozlendi. Farkli gelisim asamalarindaki folikiillerin icerisinde yer alan
primer oositlerde mTOR i¢in sitoplazmik immiin boyanma gozlendi. Korpus luteumda yer
alan hiicreler ise folikiillerde yer alan graniiloza ve teka interna hiicrelerine gore zayif bir

immiin boyanma izlendi.

Cozgen grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde kontrol grubuna benzer olarak
gelisimin farkli asamalarindaki folikiillerin graniiloza ve teka interna tabakalarinda mTOR
immiinopozitivitesi gozlendi. Ayrica folikiillerde yer alan oositlerde mTOR i¢in sitoplazmik

immiin boyanma gozlendi.

PKOS grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde gelisimin farkli agsamalarindaki
primer ve sekonder folikiillerin graniiloza ve teka interna tabakasindaki hiicrelerde mTOR
immiinopozitivitesi izlendi. PKOS grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda graniiloza
hiicrelerinde pozitif hiicre sayisinda azalma oldugu gozlendi. Ayrica folikiillerde yer alan

primer oositlerin mTOR ig¢in sitoplazmik immiinopozitif oldugu goriildii.

PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum doku 6rnekleri incelendiginde, kontrol grubuna
gore gelisiminin farkli asamalarindaki folikiillerin graniiloza ve teka interna tabakasindaki
hiicrelere kiyasla mTOR antikoru i¢in zayif sitoplazmik immiinopozitif oldugu gozlendi.
Folikiillerde yer alan primer oositlerde ise kontrol ve PKOS grubuna benzer sitoplazmik bir

immiinopozitivite gézlendi.
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Sekil 58: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiile ait graniiloza
hiicre tabakasinda yer alan hiicrelerin sitoplazmalarinda mTOR immiinopozitivitesi
(o= ) gosterilmistir. (mTOR, X100 biiyiitme)

Sekil 59: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiilde graniiloza
hiicrelerinin sitoplazmasinda mTOR immiinopozvitesi€¢e—— ) Ve teka interna
tabakasindaki hiicrelerin sitoplazmasinda mTOR immiinopozitivitesi (€= )
gosterilmistir. Ayrica sekonder folikiiliin icerisinde yer alan primer oosit mTOR
immiinopoztivitesi (_ ) gostermektedir. (mTOR, X100 biiyiitme)
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Sekil 60: Cozgen grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiilde yer alan
graniiloza ( ¢mmmm) ve teka interna tabakasindaki hiicrelerde sitoplazmik mTOR
immiinopozitiviteSi (g ) gosterilmistir. (mTOR, X100 biiyiitme)

Sekil 61: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. Primer folikiilde yer alan graniiloza
hiicre tabakasindaki hiicrelerde sitoplazmik mTOR immiinopoztivitesi (- )
gosterilmistir. (mTOR, X100 biiyiitme)
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Sekil 62: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiil de yer alan graniiloza
hiicrelerindeki MTOR immiinopoztivitesi (¢uuum ) gosterilmistir. (MTOR, X40
biiyiitme)

Sekil 63: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum Kkesiti. Sekonder folikiile ait

graniiloza hiicre tabakasindaki mTOR immiinopoztivitesi ( ow—) oisterilmistir.
(mTOR, X100 biiyiitme)
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Sekil 64: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiile ait
graniiloza hiicre tabakasindaki sitoplazmik mTOR immiinopozitivitesi (@)
gosterilmistir. (mTOR, X40 biiyiitme)

Sekil 65: PKOS+Kisspeptin grubunaait ovaryum kesiti. Primer folikiilde yer alan
graniiloza hiicre tabakasindaki sitoplazmik mTOR immiinopoztivitesi (¢umm )
gosterilmistir. (mTOR, X100 biiyiitme)
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4.4.2. p-mTOR Immiinohistokimya Boyama Bulgular:

Farkli gruplardan alinan ovaryum doku Orneklerinin kesitlerinde p-mTOR proteinini
gosterebilmek amaci ile immiinohistokimyasal boyama yapildi. Degerlendirilen kontrol,
¢ozgen, PKOS ve PKOS+Kisspeptin gruplarinin hepsinde p-mTOR antikorunun, gelisimin
farkl1 agsamalarindaki folikiillerin graniiloza ve teka interna hiicre tabakasinda, primer o ositte
ve korpus luteum yapisinda yer aldigi gozlendi. Bu gruplardan PKOS grubunda p-mTOR

antikorunun immiinopozitivitesinin daha fazla oldugu izlendi.

Kontrol grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde, gelisimin farkli agamalarinda
olan folikiillerde graniiloza ve teka interna tabakasindaki hiicrelerin sitoplazmalarinda p-
mTOR immiinopozitivitesi gézlendi. Farkli gelisim asamalarindaki folikiillerin i¢erisinde yer
alan primer oositlerde p-mTOR i¢in sitoplazmik immiin boyanma gézlendi. Korpus luteumda
yer alan hiicreler ise folikiillerde yer alan graniiloza Ve teka interna hiicrelerine gére zayif bir

immiin boyanma izlendi.

Cozgen grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde kontrol grubuna benzer olarak
gelisimin farkli asamalarindaki folikiillerin graniiloza ve teka interna tabakalarinda p-mTOR
immiinopozitivitesi gézlendi. Ayrica folikiillerde yer alan oositlerde p-mTOR i¢in sitoplazmik

immiin boyanma gozlendi.

PKOS grubuna ait ovaryum kesitleri incelendiginde gelisimin farkli asamalarindaki
primer ve sekonder folikiillerin graniiloza ve teka interna tabakasindaki hiicrelerde p-mTOR
immiinopozitivitesi izlendi. PKOS grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda graniiloza
hiicrelerinde pozitif hiicre sayisinda artis oldugu gézlendi. Ayrica folikiillerde yer alan primer

oositlerin p-mTOR igin sitoplazmik immiinopozitif oldugu gorildii.

PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum doku 6rnekleri incelendiginde, PKOS grubuna
gore gelisimin farkli asamalarindaki folikiillerin graniiloza ve teka interna tabakasindaki
hiicrelere kiyasla p-mTOR antikoru i¢in zayif sitoplazmik immiinopozitif oldugu gozlendi.

Folikiillerde yer alan primer oositlerde ise giiclii sitoplazmik bir immiinopozitivite gézlendi.
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Sekil 66: Kontrol grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiile ait graniiloza
hiicre tabakasindaki p-mTOR immiinopozitivitesi (¢ gosterilmistir. (0-mTOR,
X100 biiyiitme)

Sekil 67: Cozgen grubuna ait ovaryum Kesiti. Primer folikiile ait graniiloza hiicre
tabakasindaki p-mTOR immiinopozitivitesi (e gosterilmistir. (p-mTOR, X40
biiyiitme)
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Sekil 68: Cozgen grubuna ait ovaryum kesiti. Primer ve sekonder folikiilde yer
alan primer oositteki p-mTOR immunopozitivitesi (—) gosterilmistir. (p-mTOR,
X20 biiyiitme)

Sekil 69: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiile ait graniiloza
hiicrelerinde p-mTOR immiinopozitivitesi {uu—) gosterilmistir. (0-mTOR, X40
biiyiitme)
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Sekil 70: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiiliin icerisindeki
00si tte (‘m— ye otrafindaki graniil oza hiicrel erindeki p-mTOR immiinopozitivitesi
(( gm) gOsterilmistir. (p-mTOR, X100 biiyiitme)

Sekil 71: PKOS grubuna ait ovaryum Kkesiti. Sekonder folikiile ait graniiloza
tabakasindaki hiicrelerde p-mTOR immiinopozitivitesi (emmmm) osterilmistir. (p-mTOR,
X20 biiyiitme)
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Sekil 72: PKOS grubuna ait ovaryum kesiti. Sekonder folikiile ait graniiloza
tabakasindaki hiicrelerde p-mTOR immiinopozitivitesi (@) gosterilmistir. (0-mTOR,
X100 biiyiitme)

Sekil 73: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum Kesiti. Sekonder folikiile ait

graniil oza tabakasindaki hiicrelerde p-mTOR immiinopozitivitesi ( ¢mmm ) gisterilmistir.
(p-mTOR, X20 biiyiitme)
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Sekil 74: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum Kesiti. Sekonder folikiile ait
graniil oza tabakasindaki hiicrelerde p-mTOR immiinopozitivitesi ( 4= gosterilmistir.
(p-mTOR, X40 biiyiitme)

Sekil 75: PKOS+Kisspeptin grubuna ait ovaryum Kkesiti. Primer folikiile ait

graniil oza tabakasindaki hiicrelerde p-mTOR immiinopozitivitesi ( e gésterilmistir.
(p-mTOR, X100 biiyiitme)
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4.5. Biyokimyasal Degerlendirme
4.5.1. Ostradiol Bulgular: Degerlendirilmesi

Calismamizda sicanda DHEA vererek olusturdugumuz PKOS modelini test etmek ve
Kisspeptin-10’un kan plazma 6stradiol ve progesterona etkisini incelemek amaciyla ELISA

yontemi kullanildi.

Calismamizda deneye baslamadan Once bazal deger araliklarini olusturmak amaciyla
aldigimiz 6rneklerde gruplar arasindaki 6stradiol seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark bulunmamaktadir (p=0,235). PKOS model grubu olusturmak amaci ile 20 giin boyunca
DHEA verdikten sonra kan dstradiol seviyelerini inceledigimizde, PKOS grubunun 6stradiol
seviyesinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gézlendi
(p=0,004). Kontrol grubu ile PKOS+Kisspeptin grubunu karsilastirdigimizda,
PKOS+Kisspeptin grubunun dstradiol seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
gozlendi (p=0,001). Cézgen grubu ile PKOS grubu karsilastirildiginda, PKOS grubunun
Ostradiol seviyesinde c¢Ozgen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
gozlendi (p=0,005). Cozgen grubu ve PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda,
PKOS+Kisspeptin grubunun ostradiol seviyesinde ¢ozgen grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu gozlendi (p=0,002). PKOS grubu ile PKOS+Kisspeptin grubu
karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goézlendi
(p=0,945). Calismamizda 20 giin boyunca DHEA verilerek olusturulan PKOS model grubuna
20 giin boyunca Kisspeptin-10 \erilerek, 40. giinde de Ostradiol seviyesine bakilmistir.
Degerler goz oniine alindiginda, PKOS grubunda 6stradiol seviyesinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi gézlenmistir (p=0,002). Kontrol grubu ile
PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadig1 gozlenmistir (p=0,234). Cozgen grubu ile PKOS grubunu karsilastirdigimizda,
PKOS grubunun 6stradiol seviyesinde ¢ézgen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
artis  oldugu gozlendi (p=0,022). Cozgen grubu ile PKOS+Kisspeptin grubunu
kargilagtirdigimizda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir
(p=0,456). PKOS grubu ile PKOS+Kisspeptin grubunu karsilastirdigimizda,
PKOS+Kisspeptin grubunun ostradiol seviyesinde PKOS grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml1 bir azalma oldugu gozlenmistir (p=0,001).
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Sekil 80: Gruplar arasi o6stradiol seviyesi ortalamasi

*: Ostradiol seviyesinde 20. giinde kontrol ve ¢dzgen grubuna gore anlamli artis

(p=0,004, p=0,005).
*%: Ostradiol seviyesinde 20. giinde kontrol grubuna gdre anlamlr artis (p=0,001).

#: Ostradiol seviyesinde 40. giinde kontrol ve ¢dzgen grubuna gére anlamli artig

(p=0,002, p=0,022).
##: Ostradiol seviyesinde 40. giinde PKOS grubuna gdre anlamli azalma (p=0,001).
4.5.2. Progesteron Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda deneye baslamadan once bazal deger araliklarimi olusturmak amaciyla
aldigimiz 6rneklerde gruplar arasindaki progesteron seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamaktadir (p=0,506). PKOS model grubu olusturmak amaci ile 20 giin
boyunca DHEA werdikten sonra kan progesteron seviyelerini inceledigimizde, PKOS
grubunun progesteron seviyesinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
oldugu goézlendi (p=0,002). Kontrol grubu ile PKOS+Kisspeptin grubunu
kargilastirdigimizda, PKOS+Kisspeptin grubunun progesteron seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bir artma oldugu goézlendi (p=0,002). Cobzgen grubu ile PKOS grubu
karsilastirildiginda, PKOS grubunun progesteron seviyesinde ¢ozgen grubuna gore
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istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlendi (p=0,001). Co6zgen grubu ve
PKOS+Kisspeptin grubu Kkarsilastirildiginda, PKOS+Kisspeptin grubunun progesteron
seviyesinde ¢Ozgen grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gozlendi
(p=0,001). PKOS grubu ile PKOS+Kisspeptin grubu karsilastirildiginda, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig gézlendi (p=0,589). Calismamizda 20 giin
boyunca DHEA verilerek olusturulan PKOS model grubuna 20 giin boyunca Kisspeptin-10
verilerek, 40. Giinde sw progesteron seviyesine bakilmistir. Degerler g6z oniine alindiginda,
PKOS grubunda progesteron seviyesinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 bir
artis  oldugu gozlenmistir (p=0,004). Kontrol grubu ile PKOS+Kisspeptin grubu
karsilastirildiginda, PKOS+Kisspeptin grubunun progesteron seviyesinde kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu gozlendi (p=0,001). Cézgen grubu ile PKOS
grubunu karsilagtirdigimizda, PKOS grubunun 6stradiol seviyesinde ¢dzgen grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goézlendi (p=0,003). Cozgen grubu ile
PKOS+Kisspeptin grubunu karsilagtirdigimizda, PKOS+Kisspeptin grubunun progesteron
seviyesinde ¢6zgen grubuna goére istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gézlendi
(p=0,001). PKOS grubu ile PKOS+Kisspeptin grubunu karsilastirdigimizda,
PKOS+Kisspeptin grubunun progesteron seviyesinde PKOS grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma oldugu gozlenmistir (p=0,018).
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Sekil 81: Gruplar arasi progesteron seviyesi ortalamasi.

*: Progesteron seviyesinde 20. giinde kontrol ve ¢dzgen grubuna gore anlamli artis
(p=0,002, p=0,001).

**: Progesteron seviyesinde 20. giinde kontrol ve ¢6zgen grubuna gore anlamli artis
(p=0,002, p=0,001).

#: Progesteron seviyesinde 40. giinde kontrol ve ¢6zgen grubuna gore anlamli artig
(p=0,004, p=0,001).

##. Progesteron seviyesinde 40. giinde PKOS grubuna gore anlamli azalma (p=0,018).
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5. TARTISMA

PKOS iireme ¢agindaki kadinlarda kronik anovulasyon ve ovaryum dokusu igerisinde
bir cok folikiiler kist ile karakterize olan ve beraberinde uzun donem saglik riskleri getirdigi
bilinen kompleks bir hastaliktir (165). Giiniimiizde PKOS tam kriterleri; oligomenore,
hiperandrojenizm, owvulasyon diizensizligi ya da owulasyonun gergeklesememesi seklinde
belirlenmistir. Ultrasonografi bulgularinda ise polikistik ovaryumlarda ovariyal stromada artis
ve kapsiil altindaki alanda folikiiller kistlerin varligi izlenir (166). Son yillarda yapilan hayvan
deney modelleri, bu sendromun tedavisine yardime1 ipuglar1 saglayarak patolojisinin farkli

yonleri lizerinde ¢alisilabilme imkani saglamaktadir.

PKOS’lu kadinlarda DHEA hormon diizeyinin kanda artisinin bulunmasi ile PKOS’lu
hayvan modelinin, insandakine benzer sendrom olusturulmasina énciiliik etmistir (167). Ik
kez Roy ve arklart DHEA kullanarak PKOS hayvan modeli olusturmustur (168).
Abramovich ve ark.larinin yaptigi calismada 21 giinliik Sprague Dawley cinsi ratlara, 0.2 ml
susam yaginda ¢dziilen ve subkutan olarak enjekte edilen 6 mg DHEA uygulandiginda PKOS
kemirgen modeli olustugu bildirilmistir (169). Bu nedenle ¢alismamizda peripubertal
donemdeki 23 giinliik Wistar albino disi siganlara 20 giin boyunca subkutan olarak DHEA
verilerek PKOS deney hayvan modeli olusturuldu.

Kiss-1 geni tarafindan kodlanan ve tireme ile ilgili olan Kisspeptin, pubertenin
baglamasin1 saglayan bir noropeptiddir. Kisspeptin hipotalamusta arkuat niikleus ve
anteroventral periventrikiiler ¢ekirdekte yer alan noronlardan gonadotroplarin etkisi altinda
sentezlenmektedir. Sentezlenmesinde veya liretimindeki degisiklikler gonadal fonksiyonlarda
anormalliklere neden olabilmektedir (170). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda Kisspeptinin
hipotalamus-hipofiz-gonadal aks1 diizenledigi bulunmustur. Kisspeptinlerin intraserebral
(i.c.), intraserebroventrikiiler (i.c.v.), intrahipotalamik (i.h.), sistemik intravenoz (i.v.),
intraperitonel (i.p.) ve subkutan (s.c.) gibi farkli yollarla verildiginde LH salgilanmasinda
degisikliklere yol agmaktadir. Santral veya periferal yol ile verildiginde akut etkileri daha cok
arastirilmig ancak uzun siireli verildigindeki etkileri hakkinda bilgiler olduk¢a azdir (171). Bu
amagla ¢alismamizda se¢mis oldugumuz Kisspeptin-10’ un intraperitoneal yol ile verilerek 20

giin boyunca etkisine bakilmistir.
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Medina ve ark. eriskin siganlarda yedi giin boyunca 10 mg/kg viicut agirliginda/giin
intraperitoneal DHEA wuygulamas: ile viicut agirhi@inda bir degisiklik olmadigim
bildirmislerdir (172). Kang J ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda eriskin siganlara sekiz hafta
boyunca 25 mg/kg, 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarinda oral yolla DHEA verilerek viicut
agirliklarina  baktiklarinda 50 mg/kg dozunda verilen grup ile kontrol grubu
karsilastirildiginda viicut agirliginda azalma oldugunu bildirmislerdir (173). Sander ve ark.
BALB/c farelere yirmi giin siiresince 6mg/100 g viicut agirliginda DHEA intraperitoneal
uyguladiklarinda deney sonu agirliklarina bakildiginda kontrol grubu ile DHEA uygulanan
grup arasinda fark olmadigim bildirmislerdir (174). Wang Z ve ark. 21 giinlikk Wistar cinsi
sicanlara 20 giin boyunca 6 mg/100g DHEA verilerek PKOS olusturduklar1 model grubunda
kontrol grubuna gdre anlamli bir artis oldugunu bildirmislerdir (175). Insanda ve
kemirgenlerde Kisspeptin geninin (Kiss-1) adipoz dokuda viicut agirligini diizenledigi yapilan
calismalarda bildirilmistir (176). Calismamizda 20 giin boyunca 6mg/100g dozunda DHEA
verilerek PKOS kemirgen modeli olusturuldu. Deneklerin deney baslangic agirliklari
tartilarak gruplar arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadig1 saptandi. Deney sonunda ise deneklerin agirliklarinda kontrol grubu ile DHEA
verilerek PKOS modeli olusturdugumuz grup arasinda anlamli bir fark olmadig1 ancak PKOS
modeli olusturup Kisspeptin-10 verdigimiz grupta PKOS grubuna gére anlamli bir azalma
oldugu saptandi. PKOS modeli olusturup Kisspeptin-10 verdigimiz grubun PKOS grubuna
gore anlamli bir sekilde azalmasinin, Kisspeptin-10’un enerji ve viicut metabolizmasini

diizenlemesinden kaynaklandig1 goriisiindeyiz.

Kisspeptinler cinsiyetin farklilagmasinda, pubertenin baglamasinda, ovulasyonda ve
fertilitenin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan noropeptitler olup ovaryumda gelismekte
olan folikiillerin teka hiicrelerinde, korpus luteumda eksprese edildigi bilinmektedir.
Castellano JM e ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda rat ovaryumunda tiim Gstrus siklusu boyunca
KISS-1 ve KISS1r mRNA varligini tespit etmislerdir (177). Literatiirde Kisspeptin-10’un
PKOS’lu ovaryumu nasil etkiledigine dair bilgi bulunmamaktadir.

Dowling ve ark. 21 giinliik Balb/C farelere 20 giin boyunca 6 mg/100g DHEA
uyguladiklarinda ovaryum kesitlerinde korteks bolgesinde kistik folikiillerin olustugunu,
medulla da ise biiyiik ¢apta damar kesitlerinin oldugunu bildirmislerdir (178). Cadwell ASL.

ve ark 90 giin boyunca 7.5mg DHEA iceren pellet yem kullandiklarinda ovaryum korteksinde
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atretik folikiil ve kistik folikiillerin sayilarinda artis oldugunu gézlemlemislerdir. Kistik
folikiilleri azalan graniiloza hiicre tabakasi kalinlig1 ve artan teka hiicre tabakasi kalinligi
seklinde i¢i bos kistik yapilar olarak bildirmislerdir. Folikiil sayis1 bakimindan kontrol grubu
ile karsilastirdiklarinda korpus luteum sayisinda azalma oldugunu, antral folikiil sayisinda ise
artis oldugunu bildirmislerdir (179). Bulut ve ark. eriskin Wistar cinsi si¢anlara intraperitoneal
olarak 4mg/kg estradiol valerate (EV) wererek olusturduklart PKOS modelinde kistik ve
atretik folikiillerin sayisinda artis oldugunu bildirmislerdir. Kistik folikiilleri biiyiik, i¢i bos ve
azalan graniiloza hiicre tabakas1 seklinde tanimlamislardir (180). Honnma ve ark. 21 giinliik
Wistar cinsi siganlara 7 giin ve 15 giin boyunca 6mg/kg DHEA uyguladiklarinda ovaryum
korteksinde kistik folikiillerin olustugunu, 15 giinlik DHEA grubunda ise atretik folikiil
sayisinda artis oldugunu ancak primordiyal ve primer folikiil sayisinda degisim olmadigini
bildirmiglerdir (181). Lee MT. ve ark 27 giinlik immatiir sicanlara 6mg/100g DHEA
uyguladiklarinda atretik folikiiller ve folikiiller kistlerin sayisinda artis oldugunu
bildirmislerdir. Kistik folikiillerin 0.45-2.2 mm ¢apinda oldugunu, teka interna tabakasinda
damarlanma olmadigini, graniiloza tabakasinin inceldigini ve korpus luteumda luteal kistlerin
oldugunu gozlemlemislerdir (182). Abramovich D. ve ark 21 giinliik Sprague Dawley
sicanlara 15 giin boyunca DHEA uyguladiklar1 PKOS model grubunda kontrol grubuna gore
primer folikiil ve kistik folikiil sayisinda artis oldugunu, korpus luteum sayisinda ise azalma
oldugunu bildirmislerdir (169). Paixao L. ve ark c¢aligmalarinda gonadotropik hormon ve
DHEA uyguladiklar1 gruplarinda primer, sekonder ve graaf folikiil sayisinda artis oldugunu,
primordiyal folikiil ¢apinda artma ancak primer ve sekonder folikiil ¢aplarimin kontrol
grubuna benzer oldugunu gostermislerdir (183). Goziikara I ve ark erigkin Wistar ratlara
letrozol uygulayarak PKOS olusturduklar1 modelde kontrol grubuna gore atretik, kistik ve
antral folikiillerin sayisinda artis oldugunu ve korpus luteum sayisinda ise azalma oldugunu
bildirmislerdir (184). Ghafurniyan H. ve ark yaptiklar1 c¢aligmalarinda 2mg/kg estradiol
valerate vererek olusturduklar1 PKOS modelinde ovaryumda yer alan folikiillerden
primordiyal folikiil ve kistik folikiillerin sayisinin arttig1 ancak primer, sekonder ve antral
folikiillerin sayisinda azalma oldugu belirtilmistir. Graniiloza tabakasi bakimindan kontrol
grubu ile karsilastirdiklarinda PKOS grubunda tabakanin kalinliginin azaldigim ancak teka
hiicre tabakasinin kalinliginin arttigini bildirmislerdir (185). Takagi K ve ark yaptiklari
calismada immatiir Wistar cinsi siganlarda apopitozun artisi ile folikiil ¢capinin azaldigim

gosterilmislerdir (186). Anderson ve ark in vitro ortama DHEA eklendiginde graniiloza
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hiicrelerinde proliferasyonun ve differansiyasyonun arttigimi  bildirmislerdir (187).
Arastirmamizda olusturdugumuz PKOS modelinin ovaryum seri kesitlerini inceledigimizde
kontrol grubuna gore atretik ve kistik folikiillerin sayisinin arttigim1 gézlemledik. PKOS
grubunda primer ve primordiyal folikiil sayisinda kontrol grubuna gore anlamli bir fark
olmadigini, sekonder folikiil sayisinin arttigini, graaf ve korpus luteum sayisinin azaldigini
analiz ettik. Kistik folikiillerin yapisinin azalan graniiloza hiicre tabakasi ve artan teka hiicre
tabakas1 seklinde olan i¢i bos kistik yapilar oldugunu tespit ettik. PKOS+Kisspeptin
verdigimiz grupta PKOS grubuna gore atretik ve kist folikiillerinin sayisinda azalma
oldugunu ve korpus luteum sayisinda artma oldugunu gozlemledik. Bu durumun kisspeptinin
hormonal etkilesimi ile gerceklestirdigini diislinmekteyiz. PKOS grubunda primer folikiil
capinda azalma, sekonder folikiil capinda ise genisleme oldugunu tespit ettik. Kisspeptin-10
verdigimiz grubun ovaryum dokusunu histolojik olarak inceledigimizde kontrol grubuna gore
primer folikiiliin graniiloza tabakasi kalinliginda ve sekonder folikiil capinda azalma oldugunu
analiz ettik. Yapilan calismalar ile paralel olarak PKOS’lu grubun medullasinda kontrol

grubuna gore damar yapilarinda genisleme oldugunu tespit ettik.

Zhang Z ve ark. 21 giinliik Sprague Dawley cinsi ratlara 6mg/kg DHEA uyguladiklari
PKOS model grubunun ovaryum 6rneklerini Sirius Red boyama yontemi ile incelediklerinde
kontrol grubuna gore teka tabakasinin ¢evresinde kollajen miktarinin arttigini bildirmislerdir
(188). Arastirmamizda Masson Trikrom boyama yontemi ile gruplar arasi kollajen miktarim

degerlendirdigimizde herhangi bir artis olmadigim analiz ettik.

MTOR, hiicre biiylimesi ve proliferasyonunda rol oynayan, hiicrenin enerji durumunu
kontrol eden bir serin/trionin kinazdir. Hiicrede enerji metabolizmasinda gorev alarak hiicre
i¢i enerji dengesinin korunmasini saglar. Stres ya da beslenmeye bagli gelisen bozukluklarda,
ovaryumda folikiil gelisimine direkt etki edebilmektedir. Stres veya yetersiz beslenme gibi
durumlarda azalan mTOR aktivitesi hiicrenin proliferasyonunda azalmayi ve otofajinin
indilklenmesini saglamasindan dolayr, mTOR anti-kanser tedavisinde ve bir¢ok hastalikta
hedef niteligi tasimaktadir. mTOR’un fosforilasyonu sonucunda rapamisine duyarlt
fosforlanmig serin 2448 yani p-mTOR aktif molekiilii olusur (189). Kisspeptinler hipofizden
FSH ve LH salgilanmasini, GRP54 reseptorii lizerinden gergeklestiren ¢ok giiclii noropeptittir.
Biiylime ve yasama sinyallerinden sorumlu olan PI3K ailesi ile etkilesimde olan kisspeptinler

mTOR sinyal yolagimi etkilerek LH salimmi diizenledigi bilinmektedir. mTOR sinyal
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yolaginin disi farelerde pubertenin baslangicinin kontrol edilmesinde ve LH saliniminda rol
oynadig1 bilinmektedir. mTOR bu kontrol mekanizmasini hipotalamusta lokalize olan Kiss-1
ekspresyonu yolu ile yapmaktadir. mTOR sinyali rapamisin kullanilarak engellendiginde;
pubertedeki gonadotropik kontroliin inhibe edildigi, vajinal agilmamin geciktigi, LH ve
ostradiol hormon seviyesinin azaldigi ve ovaryum ile uterus dokularinda atrofiye neden
oldugu belirtilmistir (163). Yaba A ve ark calismalarinda fare ovaryumunda mTOR ve p-
mMTOR lokalizasyonunu immiinohistokimyasal yontemle gdsterilmistir. mTORun saglikli
folikiillerde graniiloza hiicre tabakasinda, ovaryumun stromasi ve epitelinde yer aldigini, p-
mTOR’un ise bolinmekte olan graniiloza hiicrelerinin M fazinda lokalize oldugunu
bildirmislerdir (190). James Yu ve ark ¢aligsmalarinda rapamisin ile mTOR mekanizmasini
inhibe ettiklerinde ovaryum folikiillerinin gelisiminin durdugunu ve graniiloza hiicrelerinde
proliferasyonun azaldigimi bildirmislerdir (191). PKOS’lu olgularda gerek stres ve beslenme
bozuklugu gerekse hormonal dengenin bozulmasindan kaynakli olarak mTOR mekanizmasi
gelismekte olan folikiillere etki etmektedir. Yaba ve ark. DHEA ile PKOS olusturduklar1 fare
modelinde mTOR’un tiim gruplarda graniiloza hiicresinde ve oositte immiinopozitif oldugunu
ancak p-mTOR’un ise PKOS’lu grupta bolinmekte olan graniiloza hiicrelerinde
immiinopozitif oldugunu bildirmislerdir. PKOS’lu fare modelindeki artan p-mTOR
aktivitesinin LH bagimli hareket ederek etkiledigini belirtmisglerdir (192). Biz de
caligmamizda tiim gruplarin ovaryum doku kesitlerinde gelismekte olan folikiillerin graniiloza
ve teka hiicre tabakasinda, primer oosittinde mTOR immiinopozitivitesini gozledik.
Kisspeptin-10 verdigimiz grupta kontrol grubu ve PKOS grubuna gére mTOR immiinopozitif
hiicre sayisinda azalma oldugunu tespit ettik. Ancak DHEA \‘erilerek PKOS modeli
olusturdugumuz grupta p-mTOR antikorunun immiinopozitivitesinin kontrol grubuna gore
arttigini, Kisspeptin-10 verdigimiz grupta ise kontrol grubuna yakin pozitif hiicre sayisinin
oldugunu gézlemledik. PKOS model grubumuzda p-mTOR immiinopozitivitesinin artmasi
bize graniiloza hiicrelerinde proliferasyonu arttirdigini diistindiirdii. Kisspeptin-10’nun
PKOS’lu olgularda p-mTOR’un etkinligini azaltarak hiicre proliferasyonunda etkili

olabilecegi diisiincesini olusturdu.

PKOS dolagimda yiiksek LH, diisiik FSH, folikiiler atrezi, insiiline karsi direng
olusturmas: ve kisirlik nedeniyle olduk¢a heterojen bir hastaliktir (193). Owulasyonun
gergeklesmedigi PCOS’lu kadinlarda graniiloza hiicrelerinin artan aromataz aktivitesi
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sonucunda, FSH ve LH’ a cevap olarak 6strojen ve progesteron hormon seviyelerinde artis
izlenmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda, ovaryumda Kkistlerin olusarak owlasyon
fonksiyonunun bozuldugunu gostermek igin, serum ostradiol (E2) ve progesteron (P)
seviyeleri degerlendirildi. Lee MT ve ark 20 giin boyunca DHEA verilerek olusturduklari
PKOS rat modelinde serum Ostradiol ve progesteron seviyelerinin kontrol grubuna gore
arttigin1 bildirmislerdir (182). YuJ ve ark 21 giinliik siganlara DHEA verilerek olusturduklari
PKOS model grubunda kontrol grubuna gére serum Ostradiol ve progesteron diizeylerinin
arttigim bildirmislerdir (194). Biz de ¢alismamizda 20 giin boyunca 6mg/kg dozunda DHEA
verilerek PKOS rat modeli olusturduk. Olusturdugumuz gruplarin kan 6rneklerini ELISA
yontemi ile degerlendirdigimizde PKOS grubunun plazma Ostradiol ve progesteron
seviyesinin kontrol grubuna gore yaklasik 2,5 kat artmis oldugunu gozlemledik. PKOS model
grubuna 20 giin boyunca kronik Kisspeptin-10 uyguladigimizda ise 6stradiol ve progesteron
seviyelerinin PKOS grubuna gore azaldigini analiz ettik. Bu durum bize Kisspeptin-10’nun

PKOS’da iyilestirici etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan literatiir arastirmamiz sonucunda PKOS model grubu olusturulmus siganlarda
Kisspeptin-10 uygulamasinin mTOR sinyal yolagina etkisini inceleyen bir g¢aligmaya
rastlamadik.  Caligmamizda  Kisspeptin-10'un  mTOR = sinyal yolagina etkisini

immiinohistokimyasal olarak degerlendirdik.

Calismamizda DHEA verilerek olusturulan PKOS model grubu ile PKOS olusturup
Kisspeptin-10 verdigimiz grup karsilagtirildiginda, PKOS+Kisspeptin grubunun ovaryumunda
kistik ve atretik folikiillerin azaldigi, Gstradiol ve progesteron kan plazma degerlerinin kontrol
grubuna benzer sonu¢ verdigi gozlenmistir. Literatiirde dehidroepiandrosteron (DHEA)
verilerek olusturulan PKOS model grubunda Kisspeptin-10 uygulamasinin histokimyasal,

immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak gosteren ilk ¢caligmadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonucunda elde ettigimiz bulgulara dayanarak, Kisspeptin-10’un
PKOS’lu kadinlarin ovaryumlarindaki 6nemli bir semptom olan kist folikiillerin sayisini
azalttigim1  histokimyasal yontem ile inceledik. Hiicrede enerji metabolizmasi ve
proliferasyondan sorumlu olan mTOR sinyal yolagina etki ederek, graniiloza hiicrelerinde
etkinliginin azaldigim1 immiinohistokimyasal bulgular ile gozlemledik. Deneysel PKOS
modelimizde gdzlemledigimiz Ostradiyol ve progesteron hormon seviyelerindeki artigin,
Kisspeptin-10 uygulamasindan sonra kontrol grubuna yakin sonug verdigini ELISA yontemi

kullanarak gosterdik.

Literatlirde deneysel PKOS modelinde Kisspeptin-10 uygulamasinin mTOR sinyal
yolagina etkilerini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. PKOS modelinde Kisspeptin-10
uygulamasinin mTOR sinyal yolagina etkisi ilk defa bizim ¢alismamizda histokimyasal olarak
Hematoksilen-Eozin, MassonTrikrom ve Periyodik Asit Shiff boyamalar1 ile,
immiinohistokimyasal olarak mTOR ve p-mTOR boyamalar1 yapilarak gosterildi. Ayrica
biyokimyasal olarak kan plazma 6stradiol ve progesteron hormon seviyeleri degerlendirildi.
Bu bulgular bize Kisspeptin-10’un ovaryum folikiilleri ve kan plazma hormon seviyelerine
etki ederek, infertilite ve anovulasyon ile karakterize olan PKOS’lu olgulardaki sorunlara

¢Oziim olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu bulgular 1s18inda ¢alisgmamizin PKOS’da, Kisspeptin-10 uygulamasimn mTOR

sinyal yolagina etkisinin incelendigi yeni ¢alismalar igin 151k tutacagi goriisiindeyiz.
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