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KISALTMA VE SIMGELER

17-OHP : 17-hidroksi progesteron

ADAMTS-1 : Trombospondin benzeri motifler igeren bir disintegrin ve
metalloproteinaz- 1

AE-PKOS : Androjen Fazlasi ve Polikistik Over Sendromu

AMH : Anti Miillerien Hormon

AR : androjen reseptorii

ASRM : Amerikan Ureme Saglig1 Kurumu
BMP-2 : Kemik morfogenetik protein 2
BMP-4 : Kemik morfogenetik protein 4

BMP-8b : Kemik morfogenetik protein 8b
BMP-15 : Kemik Morfojenik Protein 15

Cx37 : Konneksin-37

Cx43 : Konneksin-43

DHEA : Dihidroepiandrosteron

EGF : Epidermal Biiylime Faktorii
ESHRE : Avrupa Insan Ureme ve Embriyoloji Dernegi
ESM : Ekstraseliiler Matriks

FGF-2 : fibroblast biiylime faktorii-2
FGF-7 : Fibroblast Biiyiime Faktorii-7
FIGLA : Factor In The Germline Alfa: Germline Alfadaki Faktor
FOXIL2 : Forkhead box L2

FSH : Folikiil Uyarict Hormon

GDF-9 : Biiyiime ve Farklilagma Faktorii-9
GH : Graniiloza Hiicresi

GJA1 : Gap Junction Alfa 1

GJA4 : Gap Junction Alfa 4

GnRH : Gonadotropin Salgilatict Hormon
GPCR : G Proteine Bagli Reseptor

GV : Germinal Vezikiil

GVBD : Germinal Vezikiil Breakdown
H&E : Hematoksilen Eozin

IGF : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
IVF : In Vitro Fertilizasyon

IVM : In Vitro Maturasyon

KITL : Kit-ligand, kok hiicre faktorii
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KOK
LH

LIF
NC-CAH
hiperplazi
NIH
NOBOX
NOBOX
NT
NTRK
OMI
PAS
PCOS
PGH
PKO
PKOS
PRL
TIMP
TGF-p
VKI
YUT

: Kumulus-oosit kompleksi

: luteinizan hormon

: Losemi Inhibitér Faktorii

: 21-hidroksilaz eksikligi olmayan klasik olmayan konjenital adrenal

: Ulusal Saglik Enstitiilerinde

: Yenidogan ovaryumunda kodlanan homeobox geni
: Newborn Ovary Homeobox Encoding Gene
: Norotrofinler

: Norotrofin Tirozin Kinaz Reseptoriileri

: Oosit Maturayon [6nhibitorii

: Periyodik Asit Schiff

: Polycystic Ovarian Syndrome

: Primordiyal Germ Hiicreleri

: Polikistik Over

: Polikistik Over Sendromu

: Prolaktin

: Metalloproteinazlarin Doku Inhibitdrleri

: Doniistlirticti biiytime faktorii-beta

: Viicut kitle indeksi

: Yardimci tireme teknikleri
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1. OZET

Amag: PKOS’lu kadinlardan oosit elde edilmesinin zorlugu goz 6niine alindiginda,
deneysel PKOS modeli olusturulduktan sonra elde edilen oositlerin, maturasyon
caligmalarina olanak saglamasi ve bu ¢aligmalardan elde edilecek verilerin gelecekte
infertilite tedavisine katki saglayabilecek olmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu
calismada deneysel PKOS fare modelinde farkli ilag uygulamalarindan sonra oosit
maturasyonunu etkileyen faktorlerin degerlendirilmesi amag¢lanmaistir.

Gereg¢ ve Yontem: Deneysel PKOS modeli dort haftalik disi Balb/C farelere 21 giin
boyunca 6 mg/100g DHEA verilerek olusturuldu. PKOS modeli olusturulan farelerde
sadece klomifen sitrat ya da klomifen sitrat, metformin ve pioglitazon kombine
olarak uygulandiktan sonra oosit maturasyonunu etkileyen Cep55, Cdk4, Hsp27,
Nobox, Foxl2, Cx37, Cx43, Adamts-1 ve Adamts-9 belirteglerinin degisimleri hem
ovaryumlarda hem de oositlerde immunoperoksidaz ve immunofloresan yontemleri
kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular: Histolojik ve morfolojik bulgular ile PKOS modelinin gelistigi gosterildi.
PKOS grubunda ovaryumlarda 6zellikle sekonder folikiillerde ve oositlerde oosit
maturasyonunu etkileyen belirteglerin azaldigi, tedavi gruplarindan elde edilen
ovaryumlarda sekonder ve tersiyer folikiillerde ve oositlerde belirteclerin
ekspresyonlarinin arttig1 gozlendi. Sadece klomifen sitrat ile tedavi uygulanan grupta
ekspresyonlarin kombine tedavi grubuna gore daha fazla artmis oldugu tespit edildi.
Sonuclar: PKOS grubunda bu belirteclerin ekspresyonunun azalmasi ve tedavi
gruplarinda artmis olmasi, karmasik molekiiler mekanizmaya sahip olan oosit
maturasyonunda, yeni molekiillerin gosterilmesi agisindan O6nemlidir. Ayni
belirteglerin daha ileri teknikler ile incelenmesi PKOS’lu olgularda bu belirteclerin
oosit maturayonunda kullanilacak yeni molekiiller olacagini diistindiirmektedir.
Anahtar Kelimeler: Deneysel PKOS, Fare Modeli, Oosit Maturasyonu, Klomifen

Sitrat, Metformin, Pioglitazon
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2. ABSTRACT

Aim: Considering the difficulty of obtaining oocytes from women with PCOS, it is
of great importance that the oocytes obtained after the experimental PCOS model has
been established allow for maturation studies and that the data from these studies
may contribute to future infertility treatment. The aim of this study was to evaluate
the factors affecting oocyte maturation after different drug applications in
experimental PCOS mouse model.

Material and Method: The experimental PCOS model was established by
administering 6 mg / 100g DHEA to 21-week-old female Balb / C mice for 21 days.
In the PCOS model mice after the administrations of only clomiphene citrate or
clomiphene citrate, metformin and pioglitazone combined treatments, the changings
of markers which affect the oocyte maturation Cep55, Cdk4, Hsp27, Nobox, FoxI2,
Cx37, Cx43, Adamts-1 and Adamts-9 were evaluated in both ovaries and oocytes
using immunoperoxidase and immnuofluorescent methods.

Results: The histological and morphological findings showed that the PCOS model
was developed. In PCOS group, it was observed that the markers affecting oocyte
maturation decreased in ovaries, especially in secondary follicles and oocytes, and in
the ovaries of treatment groups the expression of markers in secondary and tertiary
follicles and oocytes were increased. It was found that only Clomiphene Citrate
treated group had higher expressions than the combined treatment group.
Conclusions: The decrease in the expression of these markers in the PCOS group
and the increase in the treatment groups is important for demonstrating new
molecules in oocyte maturation with a complex molecular mechanism. Examining
the same markers with more advanced techniques suggests that these markers will be
new molecules to be used in oocyte maturation in PCOS patients.

Key Words: Experimental PCOS, Mouse Model, Oocyte Maturation, Clomiphene

Citrate, Metformin, Pioglitazone



3. GIRIS VE AMAC

Kadinlarda en yaygin goriilen hastalik olan PKOS, diinya saglik oOrgiitiiniin
verilerine gore goriilme sikligt %6-10 arasinda iken Roterdam kriterlerine
gore %15’e kadar ulasmaktadir. PKOS tedavisinin ekonomik ac¢idan maliyetinin
yiiksek olmasit ve PKOS’un etiyolojisinin ¢ok iyi anlagilamamis olmasi yapilacak
calismalar acisindan olduk¢a Onemlidir. PKOS ergenlik ya da erken iireme
yaslarinda goriilmektedir ayn1 zamanda ¢oklu ovulasyon ya da ovulasyonun
goriilmemesi, erkeklik hormonlarinin yiiksekligi (hiperandrogenizm) ve ¢oklu kistik
overlerin goriilmesi ile karakterizedir. Ayrica tilylenme (Hirsuitizm), obezite, insiilin
direnci, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi metabolik anomalilere de

neden olmaktadir.

PKOS, ovulatuar disfonksiyon sebebinden dolayr kadina ait infertilite
sebeplerinin %5-10’unu olusturur. Folikiiller belli biiyiikliikkten sonra hormonal
bozukluklar nedeniyle daha fazla gelisemez ve ovulasyon gerceklesemez.
Ovulasyonun yarim kalmasiyla milimetrik ¢aplarda kistik yapida folikiiller gelisir.
Folikiil gelisimi overlerin dis ylizeyine yakin kisminda oldugundan, gelisemeyen
ama tamamen de kaybolmayan, folikiiller overlerin yiizeye yakin kenar1 boyunca
dizilerek, ultrasonda tipik goriiniimii olusturur. PKOS’tan dolay1 fazla sayida oosit
gelismesi oositlerin  kalitesinin azalmasina neden olmaktadir. PKOS o6zellikle
folikiiler gelisim ile birlikte ovulasyonun ger¢eklesmemesinden dolay1 infertiliteye
neden olan ve tedaviye gerek duyulan en 6nemli hastaliklardandir. Gebelik isteyen
hastalarda ovulasyon indiiksiyonu, gebelik istemeyenlerde hormonal tedavi ile
menstrual siklusun diizenlenmesi yapilir. Tedavi hastanin yasi, anovulasyon sebebine,

gebelik istenip istenmemesine gore diizenlenmesi gerekir.

PKOS tedavisinde metformin, pioglitazone ve klomifen sitrat gibi insulin

direncini diizenleyen ve ovulasyon indiiksiyonu saglayan ilaglarin kullanildig: tedavi



secenekleri vardir. Metformin ve Pioglitazon PKOS tanisi alan kadinlarda infertilite
tedavisi i¢in kullanilan insiilin duyarlastirict bir molekiildiir. PKOS’lu hastalarin
insiilin direncinin diistiriilmesinde ve tip 2 diyabette yaygin olarak kullanilmaktadir.
PKOS’Iu kadinlarda metformin, ovulasyonu, oositin olgunlagmasi ve oosit kalitesini
arttirmaktadir. Ancak mekanizmasi hala tam olarak anlasilmis degildir. Klomifen
sitrat PKOS’da ovulasyon indiiksiyonu i¢in anovulatuar PKOS’ta da birinci basamak
tedavi olarak kullanilan geleneksel ilactir ve 0strojenik bilesiklere benzer ve dstrojen
reseptOrlerini bloke ederek Ostrojen etkisini azaltarak antidstrojenik etki gosterir.
Klomifen sitratin antidstrojen etkisi hipotalamustaki Ostradiol reseptorlerini bloke
etmektedir. Daha once yapilan ¢alismalarda klomifen sitrat tedavisi ile ovulasyonun
basar1 oraninin %50-70 arasinda oldugu ancak gebelik oranlarinin beklenenden daha

az oldugu (%25-43) gosterilmistir.

In vitro fertilizasyon uygulamalarinda oosit maturasyonu &nemli bir rol
oynamaktadir. Insanlarda oositlerin immatiir elde edilmesi in vitro fertilizasyon
islemlerinde 6nemli bir engel olusturmaktadir. Bu ylizden elde edilen oositlerin in
vitro maturasyonunun arttirilabilmesi IVF uygulamalarinin da basarisinin artacagi

yoniinde ¢aligmalar bildirilmistir.

Infertilite tedavilerinde son yillarda ovaryan indiiksiyon sonrasinda alman
immatiir oositlerin maturasyonunu saglamak icin cesitli calismalar yapilmakla
birlikte heniiz tam bir basar1 saglanabilmis degildir. Oosit maturasyonu hastalarin
indiiksiyon tedavisi almaksizin pahali ilag tedavilerinin 6niline gegmek i¢in alternatif

bir yontem olarak sunulmaktadir.

Oosit maturasyonu, germinal vezikiiliin yitkimindan MII’ ye kadar gecen siirecte,
1. mayoz boliinmenin tamamlanmasi olarak tanimlanir. Oosit maturasyonu, o0osit
kalitesini belirleyen ve birbirleriyle senkronize gelisim gdsteren niikleer maturasyon
ve sitoplazmik maturasyon olmak iizere iki farkli siire¢ tarafindan belirlenir;
Mayozun farkli asamalarina gore, oositler, germinal vezikiil, metafaz I ve metafaz II
gibi ii¢ farkli asamada niikleer olgunlasma gostermektedir. Niikleer olgunlagma
stirecinin sonunda, ilk polar body olugmasini takiben metafaz II'de duraklayan oosit
olgunlagmistir ve sperm tarafindan dollenmeye miisaittir. PKOS hastalarinda, IVF
destekli gebeligi engelleyen baslica problemler, folikiilogenez siirecinin anormalligi

ve oositlerin embriyonik gelisim ve implantasyon agisindan yetersizligidir.



Bir oosit ile oositi ¢evreleyen kumulus hiicreleri arasindaki haberlesme, oosit
yeterliliginin saglanmasi, erken embriyonik gelisim ve kumulus hiicrelerinin
biiyiimesi icin &nemlidir. Onceki arastirmalar, kumulus hiicrelerinin farkli gen
ekspresyonlarinin oosit yeterliligini gosterebilecegini veya embriyo gelisiminin ve

gebelik sonuglarinin etkinligini 6ngdrebilecegini gdstermistir.

Bununla birlikte, insan kumulus hiicrelerinin gen ekspresyon profilleri
hakkindaki onceki calismalar, oositleri ¢evreleyen kumulus hiicrelerine
odaklanmigken, oositlerden izole edilen insan kumulus hiicrelerinin, germinal
vezikiil, metafaz I ve metafaz II evrelerinde belirgin gen ifadesini vurgulamaktadir.
Ayrica, PKOS iizerine yapilan caligmalarda, kumulus hiicrelerindeki farkli gen
ekspresyon paternleri, PKOS hastalarinin oositlerinden izole edilen kumulus
hiicreleri ve normal hastalarin oositlerinden elde edilenlerle karsilastirilarak analiz

edilmisgtir.

Cep535, sentrozomal protein ailesinin bir tiyesidir ve mayotik fare oositlerinde ig
iplikciklerinin biitiinliigliniin ve hiicre dongiisii ilerlemesinde O6nemli bir rol
oynamaktadir. Cep55 fare oositlerinde germinal vezikiilden metafaz II sathalarina

kadar eksprese edilmektedir.

Cdk4, protein serin kinaz siiper ailesine ait olan hedef proteinlerin
fosforilasyonunu katalizleyen ve hiicre dongiisii ilerlemesini destekleyen bir
proteindir. Cdk4 ve tip-D siklin arasinda olusan kompleks G1 fazi sirasinda hiicre
proliferasyonunu diizenler. Bununla birlikte, Cdk4, folikiilogenez ve oogenez
sirasinda hiicre biliylimesinin kontroliinde de rol oynamaktadir ve farelerde oosit

olgunlagmasi sirasinda G1 / S progresyonunda yer almaktadir.

Is1 sok protein ailesine ait olan Hsp27, 1s1 soku, toksinler, hasar ve oksidatif stres
gibi cesitli streslere karsi hiicresel korumay1 saglayan molekiiler saperon proteindir.
Ayn1 zamanda insan oositlerinde lokalize olan gii¢lii bir anti apoptotik diizenleyicidir
ve PKOS’lu hastalarin oositlerinde downregiile olmaktadir. Fare oositlerinde
Hsp27°’nin downregiile olmasi oosit maturasyonunu saglamakta ve oositin erken
donemde kaspaz-8 aracili ekstrinsik yolagi aktive ederek apoptozunu arttirmaktadir.
Hsp27'nin PKOS'taki oosit olgunlagmasi ve gelisme yeterliligi tizerindeki kesin etkisi

acikliga kavusmamustir.



Nobox, germ hiicrelerinde, folikiil gelisiminde, insan ile fare primordiyal ve
biiyliyen oositlerinde eksprese olan oosit spesifik bir gendir. Nobox homozigot
knockout farelerde dogum sonras1 oosit kaybi1 goriilmektedir. Ayrica Nobox geninin
yoklugunda Gdf-9’un ve bir¢ok oosit spesifik genin ekspresyonu downregiile oldugu

yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir.

Foxl2, ovaryan folikiillerin gelisimini ve maturasyonunu saglayan gerekli
transkripsiyon faktordiir. Foxl2’nin heterozigot mutasyonlar1 kadinlarda prematur
ovaryan yetmezlik ve infertiliteye neden olmaktadir. FoxI2 graniiloza hiicrelerine

etki ederek folikiillerin gelisimine katki saglamaktadir.

Gap junctionlar amino asitler, glukoz, niikleotidler, biiyiime faktorleri ve RNA
gibi folikiil gelisimi ve oosit maturasyonu i¢in gerekli olan molekiillerin ve iyonlarin
gecisinde ve hiicre i¢i haberlesmede 6nemli rol oynarlar. Overlerde Konneksin 26,
Konneksin 30, Konneksin 32, Konneksin 37, Konneksin 40, Konneksin 43 ve
Konneksin 45 gibi ¢esitli konneksinler tanimlanmistir ancak 6zellikle Konneksin 37

ve Konneksin 43 folikiilogenezde dnemlidir.

Konneksin 43, graniiloza hiicrelerinde tanimlanmistir ve graniiloza hiicreleri
arasinda bulunmakta olup primordiyal folikiil hiicrelerinde de bulunmaktadir. Ayni1
zamanda somatik hiicreler arasindaki iliskiye aracilik eder. Konneksin 43 protein
ekspresyonu seviyesi, folikiil gelisiminde artar ve folikiiler atrezi ile azalir.
Konneksin 43 olmadiginda, somatik hiicreler arasindaki gap junctionlar olusmaz ve
folikiilogenez unilaminer asamada durmaktadir. Ayrica Konneksin 43 null farelerden
elde edilen oositlerde infertiliteye neden olan mayotik maturasyon gerceklesmemistir.
Konneksin 37'de oosit ve kumulus hiicreleri arasindaki iletisimde gorev almaktadir.
Konneksin 37’ nin mutasyonu, olgun Graaf folikiillerinin iiretimini ve oositlerin

gelisimini durdurmaktadir.

Adamts-1 gibi bir serin proteinaz ovulasyonda kumulus oosit kompleksinin
bliylimesine katki saglar. Adamts-1 matriks metalloproteinazlardan farkli olarak
salgilanan metalloendopeptidazlar ile iligkili bir aileye aittir. Ayrica Adamts-1
proteinaz aktivitesi araciligiyla inflamatuar siiregte de rol oynamaktadir. Adamts-1’in
konsantrasyon artis1 kemirgenlerde, ineklerde, atlarda, domuzlarda ve insanlarda
ovulasyon boyunca preovulatuar folikiillerde tespit edilmistir. insanlarda da IVF
uygulamasinda elde edilen graniiloza hiicrelerinde eksprese olmaktadir. PKOS’lu

hastalarda diizensiz Adamts-1 ekspresyonu intrinsik oosit anomalilerine neden



olmaktadir.

Adamts-9, ekstraselliller matriks baglanmasimna katilan bir gendir ve MII
oositlerden elde edilen kumulus hiicre gruplarinda MI oositlerden elde edilen
kumulus hiicre gruplarma kiyasla artmis olarak gosterilmistir. Buna ek olarak,
Adamts-9'un fare embriyo gelisimi sirasinda yaygin sekilde eksprese edildigi
bildirilmigtir. Adamts-9’un oosit olgunlasmasi sirasinda ekspresyon diizeylerinde
meydana gelen degisiklikler, PKOS'ta folikiilogenez ve oosit olgunlagsmasi i¢in hiicre

iskeletinin ve hiicre dig1t matriks olusumunun 6nemli oldugunu gostermektedir.

PKOS’Iu kadmlardan oosit elde edilmesinin zorlugu gz Oniine alindiginda,
deneysel PKOS modeli olusturulduktan sonra elde edilen oositlerin, maturasyon
caligmalarina olanak saglamasi ve bu ¢aligmalardan elde edilecek verilerin gelecekte
infertilite tedavisine katki saglayabilecek olmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu
calismada deneysel PKOS fare modelinde farkli ilag uygulamalarindan sonra oosit

maturasyonunu etkileyen faktorlerin degerlendirilmesi amac¢lanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. DiSI UREME SISTEMINE GENEL BAKIS

Disi iireme sistemi; ovaryumlar, tuba uterinalar, uterus ve vajinadan olusan i
iireme organlart ve mons pubis, labiyum majuslar ve minuslar, klitoris, vestibiil ve
vajina acikligi, himen ve dis lretra agikligindan olusan dig iireme organlarini
kapsayan bir sistemdir (Sekil 1). Embriyonun genetik olarak disi olacagi belli
olmasina ragmen, disi iireme organlar1 embriyolojik gelisimin 7. haftasina kadar
farklilasmamis evre icerisindedir ve disiye ait morfolojik 6zellikler bu haftadan sonra
belirginlesmeye baslar. Disi lireme sistemi puberteye giriste menars ile baslayan ve

menopoza kadar siiren siklik degisikler ile karakterizedir (Ross ve Pawlina 2014).

Ovaryumlar, germinal epitel adi verilen tek katli kiibik epitel ile Ortiilii altinda
yogun kollajenden zengin diizensiz bag doku olan tunika albuginea, onun altinda da
folikiiller iceren korteks ve en igte de medulladan olusmaktadir. Ovaryumlar
steroidogenez ve gametogenezden sorumlu organlardir (Gartner LP ve Hiatt JL

2016).

Tuba uterinalar, yaklagik 12 cm uzunlugunda fertilizasyonun gerceklestigi
organlardir. Infindubulum, ampulla, istmus ve intramural parca olmak iizere dort
bolimde incelenmektedir. Her tuba uterinanin duvari igten disa tunika mukoza,

tunika muskularis ve tunika serozadan olugsmaktadir (Junqueira ve Carneiro 2005).

Uterus; fundus, korpus ve serviks olmak iizere ii¢ bolimden meydana
gelmektedir. Menstrual sikluslar ve embriyonun implantasyonu uterusta meydana
gelmektedir. Serviks epiteli menstruasyon ile dokiilmemektedir fakat siklusa bagli

olarak salgilar1 degismektedir.



Vajina fibromiiskiiler bir kanal olup, i¢cten disa tunika mukoza, tunika muskularis

ve tunika adventisya tabakalarindan meydana gelmektedir.

Dis ilireme organlarindan labia majorler ince deri histolojisi gosterirler. Labia
mindrler ise vaskiiler deri kivrimlaridir fakat kil folikiilleri igermezler. Vestibiil iki
labia mindr arasinda bulunan agikliktir. Klitoris ise ¢ok sayida sinir sonlanmalari

iceren erektil cisimciklerden olugsmaktadir (Kierszenbaum 2006).
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Sekil 1. Disi lireme sistemi i¢ ve dis genital organlar1 (Ross ve Pawlina 2016;
http://content.Ims.sabis.sakarya.edu.tr/Uploads/66701/41774/iireme_sisteminin_anat
omisi.pdf, Erigim tarihi: 23 Mayis 2019).

4.2. OVARYUMLAR

Embriyonik yasamin 5. haftasinda gonadal kabartilarin gelismesi ile ovaryumlar
meydana gelmektedir. Epitel proliferasyonu ve altindaki mezensim dokusunun
yogunlagmasi ile tanimlanan gonadal kabartt 5. haftanin basindan itibaren
primordiyal germ hiicreleri (PGH) tarafindan isgal edilmeye baslamaktadir (Sekil 2).
Y kromozomunun olmamasma ve PGH’nin indiikleyici etkilerine bagli olarak
mediiller kordonlarin dejenere olmasi ve kortikal kordonlarin gelismesi overlerin

gelisimini saglamaktadir (Moore ve ark. 2013).

WNT4 over gelisiminin temel molekiiler belirteci olarak hizmet etmektedir. Y
kromozomu {iizerinde bulunan SRY geninin varliginda diretilen SOX9, WNT4
inhibisyonu saglamaktadir. SOX9 olmadiginda WNT4 aktif hale gelmekte ve gelisim
disi yoniinde devam etmektedir. WNT4 hem erkek gelisimini inhibe etmekte hem de



over diferansiasyonu i¢in gerekli genleri aktive etmektedir. Overler salgiladiklar
Ostrojenler sayesinde paramezonefrik kanallari1 tuba uterinalari, uterusu, serviksi ve
vajinanin iist kismini olusturmak iizere uyarirken ayni1 zamanda dig genital organlarin

gelisimini de saglamaktadirlar (Sadler 2011).

Yaklagik altinci haftada over taslaklarinda yerlesmis PGH tek katli yass1 epitel
hiicreleri ile gevrelenirler ve oogonyum adini alirlar (Sekil 2). Oogonyumlar folikiiler
hiicreler ile g¢evrildikten sonra gelismeye baslarlar ve icerisinde bir adet birinci
mayoz boliinmenin profazinin diploten evresinde bekletilen bir primer oosit
bulunacak sekilde primordiyal folikiilleri olusturur. Oosit maturasyon inhibitorii
(OMI) olarak biline bir faktor sayesinde ise primordiyal folikiiller i¢erisindeki primer

oositlerde mayoz duraklatilir (Dudek 2014).
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kordonlar .
Primer
oosit
Kortikal
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Follikul
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Sekil 2. Ovaryumlarin gelisimi. (a) Yedinci hafta, (b) Besinci ay (Sadler 2011).

Ovaryumlar steroidogenez ve gametogenez olmak iizere iki temel fonksiyona

sahiptirler (Ross ve Pawlina 2014).

Steroidogenez: Ovaryumlar steroid hormonlar sinifina ait olan Ostrojenleri ve
progesteronlar1 salgilamaktadirlar. Ostrojenler, gestasyon sirasinda i¢c ve dis disi
genital organlarin olusumu ve gelisimi i¢in esastir (Junqueira ve Carneiro 2005).
Ayrica puberteye gelindiginde ikincil disi karakteristiklerin ve meme bezleri

gelisimini saglamaktadir. Progesteronlar ise puberteden baslayip menopoza kadar
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devam eden siklik degisimleri saglamakta, ayrica disiyi gebelige hazirlayan ve

laktasyonu destekleyen etkileri bulunmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Gametogenez: Gamet liretilmesi anlamina gelen gametogenez disilerde oogenez
adin1 almaktadir. Oogenez sonucunda olgun oositler meydana gelmektedir (Ross ve

Pawlina 2014).

4.2.1. Ovaryumun Histolojik Yapis1

Disi i¢ genital organlar1 pelviste yerlesiktir. Embriyonik gelisim sirasinda karin
icerisinde gelisen overler inise gecer ve eriskindeki yerlerini aldiklarinda duraklar.
Ovaryumlar dogum yapmamis kadinlarda 3 cm boyunda, 1,5 cm eninde ve 1 cm
kalinliginda boyutlara sahiptir ve ligamanetlerle pelvis duvarma tutunmaktadir (Sekil

3) (Ross ve Pawlina 2014).

Ovaryumun dis yiizeyi germinal epitel ya da over ylizey epiteli ad1 verilen
genellikle tek kathi kiibik bazi bolgelerde ise yassi olabilen epitel ile kaplidir.
Germinal epitelin altinda siki bag doku yapisinda olan tunika albuginea bulunur.
Histolojik olarak ovaryum tunika albuginea tabakasinin altinda korteks ve korteks
tarafindan ¢evrelenen medulla olmak iki kisimdan olustugunu ortaya koymaktadir.
Korteks; primoriyal, primer, sekonder ve olgun ovaryum folikiillerini iceren bag
dokusu yapisindadir. Medulla ise; kan damarlarini, lenf damarlarini ve sinirleri
iceren gevsek bag dokusu yapist ile ovaryumun merkezini olusturmaktadir

(Kierszenbaum 2006).
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Sekil 3. Ovaryum kesitinin sematik goriinimi. (a) Ovaryum kesiti, (b) Primordiyal
folikiil, (c¢) Primer folikiil, (d) Sekonder folikiil, (¢) Tersiyer (Graff) folikiili, (f)
Korpus luteum, (g) Korpus albikans (Mescher 2019).

Korteks herbiri bir oosit iceren folikiillerden meydana gelmektedir. Gelisim
asamasina gore ovaryum folikiilleri 4 temel sinifa ayrilmaktadir: Primordiyal
folikiiller, primer folikiiller, sekonder folikiiller ve olgun folikiiller. Her folikiil
icerisinde bir adet birinci mayoz boliinmenin profaz evresinde bekletilen bir primer
oosit bulunmaktadir. Olgun (Graff) folikiiliin ovulasyonu esnasinda primer oosit
birinci mayoz boliinmeyi bitirir ve ikini mayoz boliinmenin metafaz sathasinda
bekletilir. Ovulasyondan sonra olgun folikiiller farklilagarak sirasi ile korpus luteuma

ve korpus albikansa doniisiir (Kierszenbaum 2006).

Primordiyal Folikiiller: Ilk olarak fetal gelisimde ortaya ¢ikan primordiyal
folikdiller, iclerinde gelisimlerinin birinci mayotik boliinmesinde arreste ugramis
primer oosit iceren ve oositin tek katli yassi folikiil hiicreleri ile cevrelenmis
halidirler (Ross ve Pawlina 2016). Primordiyal folikiiller Tunika Albuginea’nin

hemen altinda yer alirlar. Primordiyal folikiiller folikiil gelisiminin ilk evresidir ve bu
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asamada oosit ile folikiiler hiicreler birbirleriyle yakin halde bulunurlar. Bu agamada
oosit biiyiik, eksantrik bir ¢ekirdek, aniiler lameller ve Balbiani cisimcikleri igerir ve
yaklasik 30 pm capindadir. Yassi folikiiler hiicreleri ile bag doku arasinda ise bir
bazal lamina mevcuttur (Kierszenbaum 2006). Gelismekte olan folikiiller olan
primordiyal folikiillerin gelisimleri Folikiil Uyarict Hormon (FSH) bagiml degildir,
onun yerine parakrin faktorler olan Epidermal Biiyiime Faktérii (EGF), Insiilin
benzeri Biiyiime Faktorii (IGF), aktivin ve Ca®" tarafindan gelismeleri uyariimaktadir

(Gartner ve Hiatt 2016).

Primer Folikiiller: Primordiyal folikiiller biiylimeye basladiklarinda primer
folikiilleri olugturmaktadirlar. Primer folikiiller gelisim asamalarina bagli olarak 2

tiptir: Tek tabakali primer folikiiller ve ¢ok tabakali primer folikiiller.

Primer folikiillerin gelisimi de primordiyal folikiillerin gelisimleri gibi FSH
bagimlisizdir ve EGF, IGF, aktivin ve Ca”" etkisi altinda gelisirler (Gartner ve Hiatt
2016).

Primer folikiiller olusurken, primordiyal folikiillerin yass1 folikiil hiicreleri kiibik
sekil alir ve graniiloza hiicreleri ad1 verilen bu hiicreler birbirlerine gap junctionlar
aracilifiyla tutunur. Primer folikiiller gelisirken oosit ¢ap1 da biiylir ve bu asamada
Balbiani cisimcigi kaybolur, organeller ile lipid damlacigi sayisinda artis meydana
gelir. Zona pellusida gelisir ve oolemmaya yakin bolgelerde de kortikal graniiller
ortaya ¢ikar (Junqueira ve Carneiro 2005). Oosit biiylidiikce Zona Pellusida’y1 gelisir
ve zona pellusida glikoproteinleri, ZP-1, ZP-2 ve ZP-3 primer oosit tarafindan
salgilanir. Oositten uzanan mikrovilluslar ile graniiloza hiicreleri temas halindedir.
Primer folikiiller gelisimlerine devam ederek folikiil hiicreleri hizli mitoz ile sayica

cogalir, ¢ok tabakali graniiloza tabakasi olusur (Eroschenko 2013).

Graniiloza hiicrelerinin etrafinda bulunan stromal hiicreler ise teka interna ve teka
eksternay1 kapsayan bir teka folikiilii olusturacak sekilde yapilanma gdsterir. Teka
interna, kiibik salgi hiicrelerinden, fibroblastlardan ve kollajen demetlerinden
meydana gelen vaskiilarize i¢ tabakadir (Eroschenko 2013). Teka interna hiicreleri
sahip olduklart ¢ok sayida luteinizan hormon (LH) reseptorleri sayesinde LH
varli§ina yanit olarak androjenleri {iretir. Bu androjenler dstrojen prekiirsorleridir ve
graniiloza hiicreleri tarafindan alinarak ostrojene doniistiiriiliir. Teka eksterna ise, diiz
kas hiicreleri ve kollajen liflerden olusan ve teka internayir saran dis tabakadir

(Kierszenbaum 2006).
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Sekonder Folikiiller: Sekonder folikiil graniiloza hiicrelerinin aralarinda antrum
adi verilen sivi dolu bosluklarin olusmasi ile karakterizedir. Bu bosluklar likor
folikiilii ad1 verilen ve hiyaluronan agisindan zengin sivi ile doludur. Olusan bu
bosluklar gelisim ilerledik¢e birlesir ve hilal seklinde antrum adi verilen tek bir
bosluk haline gelir (Kierszenbaum 2006). Sekonder folikiil asamasinda graniiloza
hiicrelerinin arasinda Call-Exner cisimcigi ad1 verilen hiyaluronan ve proteoglikanlar
iceren Periyodik Asit Schiff (PAS) ile pozitif boyanan ekstraselliiler materyaller
olusur. Sekonder folikiil biiylidiikce oosit ile iliskili olan graniiloza hiicreleri
kumulus ooforus ad1 verilen bir ¢ikintt meydana gelir. Oositin hemen etrafini tek sira
seklinde ceviren ve ovulasyondan sonra oosit ile birlikte atilan kumulus ooforus
hiicreleri ise korona radiata olarak adlandirilir (Ross ve Pawlina 2014). Sekonder

folikiillerin olusumu FSH bagimlhidir (Gartner ve Hiatt 2016).

Tersiyer (Olgun) Folikiiller: Graff folikiilii ad1 da verilen olgun folikiiliin ¢ap1
yaklagik 10 mm’dir. Sekonder folikiiller arasindan bes folikiil gelisir ve biri
ovulasyona giderek FSH bagimli bir sekilde olgun folikiil halini alir ve FSH’dan
bagimsiz olarak ovulasyon ile atilir (Tablo 1) (Gartner ve Hiatt 2016).
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Tablo 1. Ovaryum folikiillerinin gelisme evreleri (Gartner ve Hiatt 2016).

Evre Zona Graniiloza  Folikiil Teka Hormon
Pellusida Sivisi Bagimhihg
Primordiyal Tek Lokal
Folikiil Mevcut tabakali Mevcut  Mevcut  faktorlere
degil yassi degil degil bagimh
hiicreler
Tek Tabakali Tek Lokal
Primer Folikiil Mevcut tabakal Mevcut  Mevcut  faktorlere
kiibik degil degil bagimh
hiicreler
Cok Tabakal Cok Lokal
Primer Folikiill Mevcut tabakal Mevcut  Mevcut  faktorlere
graniiloza degil bagimh
hiicreleri
Sekonder Graniiloza  Graniiloza FSH
Folikiil Mevcut hiicreleri hiicreleri  Mevcut bagimh
arasinda arasinda
bosluk boslukta
birikir
Graff Folikiilii Kumulus Antrumu FSH
Mevcut ooforus doldurur ~ Mevcut bagimh
olusur
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(c) Primary
Granulosa cells

Sekil 4. Folikiil gelisimi ve ovaryumda meydana gelen degisiklikler. (a) Ovaryum
kesiti, (b) Primordiyal folikiil, (¢) Primer folikiil, (d) Sekonder folikiil, (e) Tersiyer
folikiil veya Graff folikiilii, (f) Korpus luteumdan sonra (g) Korpus albikans
(Mescher 2016).

Ovulasyon inhibin hormonu etkisiyle FSH’in baskilanmasi ile meydana gelir.
LH’in ani yiikselisi ile sekonder oosit ve korona radiyata hiicreleri ovaryum
ylizeyinden atilir ve fimbrialar tarafindan tutularak tuba uterinalar igerisine alinir
(Eroschenko 2013). Bu asamada primer oosit sekonder oosit haline gelir, birinci
polar cisimcik olusur ve ikinci mayozun metafaz evresinde fertilizasyona kadar
siirecek ikinci bir tutulma evresine girer. Graniiloza hiicrelerinden ve teka

hiicrelerinden kalan yapilar 6nce korpus hemorajikum halini alir, daha sonra ise
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korpus luteumu olusturur. Korpus luteum progesteron, dstrojen ve androjenleri
iireten graniiloza lutein hiicreleri ve teka lutein hiicrelerinden meydana gelir.
Fertilizasyon gerceklesirse gebelik korpus luteumu adini alan yapi progesteron
sentezlenmesi ile gebeligin devamliligini saglar. Ovulasyondan sonra fertilizasyon
meydana gelmezse olusan korpus luteumda atrofi baslayarak korpus albikansa

doniiserek geriler ve ovaryumda skar doksu seklinde kalir (Gartner ve Hiatt 2016).

4.2.2. Oogenez

Disi gametogenez, oogenez olarak adlandirilir. PGH mitoz ile ¢ogalip
oogonyumlara farklilastiktan sonra, oogonyumlar Mayoz I’e girig yapar ve primer
oosit olusur. Biitiin primer oositler fetal donemin besinci ayma kadar olusur ve
dogumda hi¢ oogonyum bulunmaz. Puberteye kadar primer oositler Mayoz I’in
profaz evresinde (diploten) kalir. Puberteden sonra, ovaryumdaki oositlerde siklik
degisiklikler meydana gelir. Her bir siklusta 5-15 adet primer oosit (primordiyal
folikiil) gelismeye baglar ve sadece biri ovulasyon ile atilacak olan olgun (Graff)

folikiil meydana getirebilecek olgunluga ulasabilir (Dudek 2014).

Her siklus boyunca primer oosit, LH etkisi ile Mayoz I’i tamamlayarak iki kardes
hiicreye boliiniir ve bdylece birinci polar cisimcik ile sekonder oosit meydana gelir.
Sekonder oosit hemen mayoz boliinmeye baglar ancak Mayoz II’'nin metafaz
evresinde tekrar tutuklu kalir. Ancak fertilizasyon gerceklesirse sekonder oosit

mayoz II bolinmeyi tamamlar ve ikinci polar cisimcik meydana gelir (Dudek 2014).
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Sekil 5. Folikiilogenez ve oogenez (https://basicmedicalkey.com/growth-and-
development/#cesecl1, Erigim tarihi: 05 Mart 2019).

4.2.3. Primordiyal Germ Hiicreleri

PGH oositlerin ve spermlerin 6ncii hiicreleridir. Epiblast kokenli olan primordiyal
germ hiicreleri ikinci hafta i¢inde olusur ve yolk kesesine gd¢ eder. Dordiincii
haftadan itibaren yolk kesesini terkederek gelismekte olan gonadal bolgelere gog
eder. Besinci haftada gonodal bolgeye go¢ eden yaklasik 1000 adet PGH hem gog
sirasinda hem de gonodal bolgede mitozla sayilarini arttirir. Altinci1 haftada gog

tamamlanmis olur ve sayilart altinct haftada 10,000, sekizinci haftada 600,000, 20.
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haftada ise 6-7 milyona ulasir. PGH’lerin olusumu visseral endodermden salgilanan
Kemik morfogenetik protein 2 (BMP-2), ekstraembriyonik ektodermden salgilanan
BMP-4 ve BMP-8b faktorlerinin etkisi ile gergeklesir (De Felici 2013).

Embriyonik yasamin 20. haftasindan sonra sayilari hizlica azalan PGH’leri
ticlincli ayin sonunda yassi folikiil hiicreleri ile ¢evrelenerek primordiyal folikiil
karakteri kazanir. Yenidoganda sayilar1 1 milyona diisen PGH’leri pubertede
yaklasik 300,000-400,000 adettir. Reprodiiktif yasam1 boyunca bir kadinin 400 kadar

germ hiicresi olgun hale gelebilmekte ve ovulasyon ile atilabilir (Sadler 2011).

4.2.4. Folikiilogenez

Folikiilogenez, primordial folikiilden baslayarak primer folikiil olusturma ve sirasi
ile sekonder ve olgun (ovulasyon dncesine kadar) folikiillerin gelismesine kadar olan
ardisik safhalarin ilerlemesi olarak tanimlanir (Oktem ve Oktay 2008). Bununla
birlikte, primordial folikiil se¢iminin gerceklesmesi ile mayotik olarak olgun ve
gelisimini tamamlamig bir oosit {iretilmesiyle sonuglanan siire¢ de folikiilogenez
olarak adlandirilir (Tingen ve ark. 2009) (Sekil 6). Folikiilogenez ile olgun oosit
meydana gelirken, ayni zamanda fertilizasyon ve implantasyon i¢in bir kumulus-
oosit kompleksi (KOK) ve progesteron hormonu iiretilmesini saglayarak gebeligin

stirdiiriilmesi i¢in gerekli olan korpus luteum olusur (Oktem ve Oktay 2008).

Folikiilogenezin ve ovulasyonun molekiiler mekanizmalar1 hakkindaki bilgilerin
cogu, hayvan modelleri ile yapilan ¢aligmalar sayesinde olusturulmustur. Primordial
folikiil havuzu veya over rezervi, folikiillerin atreziye ugramasi ya da biiyliyen
folikiil havuzuna girmelerinden dolay1 yagla birlikte azalir. Over rezervinden aktive
olacak primordial folikiillerin se¢imini ve secilen folikiillerden atilacak folikiiliin
kararinin verilmesi iizerine bircok calisma olmakla birlikte, kontrolii saglayan

mekanizmalar hala tartismalidir (Findlay ve ark. 2018).

Primordial folikiillerdeki atrezinin odak noktasi oosittir ve son arastirmalar
genomu koruyan DNA tamir yolaginin aksine, 6zellikle BH3 faktdrleri olan intrinsik
apoptotik yolaklar iizerinde durmaktadir (Liew SH ve ark 2014; Findlay J. K ve ark.
2018). Biiyliyen folikiillerde ise, atrezinin odak noktasi graniiloza hiicreleridir.
Sekonder folikiiller segilerek dominant graaf folikiilleri meydana getirir.

Ovulasyondan 6nce FSH’1n hizla azalmasi graff folikiillerinin sag kalimina izin verir.
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Ayrica graff folikiilleri, oosit ve folikiiller somatik hiicrelerde meydana gelen
ovulatuvar degisikliklerle birlikte, LH'im dalgalanmasint tetikleyecek yeterli
estradiol-173 iiretebilir. Ayrica oosit, folikiilogenez sirasinda ozellikle antrum
olusumundan sonra kontrol noktalar1 saglayarak secim siireclerini de etkiler (Findlay

ve ark. 2018).

Primordial folikiillerden olusan over rezervi, yasamin erken donemlerinde
olugsmakta ve biiyiiyen tim folikiiller ile ovulasyonu gerceklesen tiim oositler
buradan meydana gelir. Bu nedenle, baslangicta overde olusan primordiyal
folikiillerin sayisi, kadmlarin fertil yasam Omriinii biiyiik olgiide etkiler. Analiz
edilen tim memeli tiirlerinde ovulasyon i¢in gerekenden ¢ok daha fazla primordiyal
folikiil oldugu gdzlemlenmistir. Insanlarda dogumda yaklasik 1 milyon primordial
folikiil bulunur ve bu say1 ergenlikte yaklasik 300,000'e diiser, menopoz basladiginda
yaklagik 1000 adet kalmis durumdadir (Baker 1963; Wallace ve Kelsey 2010;
Findlay ve ark. 2018). Ergenlik ile iireme Omriiniin sona ermesi arasindaki siire
zarfinda sadece 400-500 insan oositinin ovulasyonu gerceklesir. Deneysel verileri ve
matematiksel modellemeyi kullanan Tingen ve arkadaslari, geng¢ farelerde (dogum
sonrast 6.-19. giinler) giinde ortalama 155 primordial folikiiliin atreziye maruz

kaldigini bildirmistir (Tingen ve ark. 2009).
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Sekil 6. Memeli folikiilgenezi, folikdil tipleri atrezinin belirtilmesi ve gonadotropin
bagimli agamalariin sematik gosterimi. (Findlay ve ark. 2018).

Graniiloza hiicreleri, gap junction’lar araciligi ile komsu hiicrelerle temas
halindedir ve herhangi bir vaskiiler kaynaga sahip degildir. Bu gap junctionlar sadece

fonksiyonel bir hiicresel sinsityumun olugmasini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda
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metabolik maddelerin ve ¢esitli molekiillerin komsu hiicreler arasinda taginmasi igin
de onemlidir. Graniiloza hiicrelerini baglayan bu gap junctionlar, konneksin 32, 43
ve 45 gibi farkli konneksin molekiilleri icerir. Konneksin 43 igermeyen farelerde,
cok tabakali folikiil gelisimi gozlenmedigi ve folikiil biiylimesi i¢in konneksin 43

proteininin énemli bir rol oynadig bildirilmistir (Ackert 2001).

Kemirgen modellerinden ve in vitro deneylerden elde edilen veriler, doniistiiriicii
biliylime faktorii-beta (TGF-B) siiper ailesinin belirli iiyelerinin folikiillerin gelisim
asamasina bagli olarak oosit ve ovaryum somatik hiicreleri tarafindan eksprese
edildigini gosterir. Ornegin, ovaryum stromal hiicreleri ve/veya teka hiicreleri
tarafindan eksprese edilen BMP-4 ve BMP-7 primordial folikiilden primer folikiile
gegcisin pozitif diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikmistir. Bunun tam tersi olarak, TGF-
B ailesinin baska bir {iyesi olan graniiloza kokenli anti-miillerian hormonun (AMH)
antagonistik etkisi oldugu ve primordial folikiilden primer folikiile ge¢isi engelledigi

bulunmustur (Nilsson ve ark. 2011).

Baz1 in vitro ¢alismalar ile primordial folikiillerin folikiiler hiicrelerinden c-Kit-
ligand (KITL, kok hiicre faktorii olarak da bilinir) ve losemi inhibitor faktori (LIF)
gibi peptid hormonlarinin salgilandigt ve bu faktorlerin folikiil biiylimesini
primordiyal agamadan primer asamaya gecirdigi, oosit bliylimesini destekledigi ve
teka hiicrelerinin cevresindeki stromada proliferasyona yol actigi gosterilmistir.
Graniiloza hiicrelerinden salgilanan KITL primer oosit membrani yiizeyindeki
reseptorlerine baglanarak, oositlerin gelismesi ve biiylimesi i¢in sinyal olusturur
(Jones ve Pepling 2013). Ayrica, KITL ekspresyonu ile teka hiicre kaynakli
fibroblast biiyiime faktorii-7 (FGF-7)’nin artis1 oosit biiyiimesini ve teka hiicre
cogalmasini daha da arttirilabilir. Benzer sekilde, primordial folikiillerin
oositlerinden salinan fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF-2)'nin, folikiiler hiicrelerde
KITL ekspresyonunu arttirdigi ve primer folikiile gegisi in vitro olarak tesvik ettigi
bulunmustur. Yenidogan ovaryumunda kodlanan homeobox geni (newborn ovary
homeobox-encoding gene, NOBOX) adi verilen ve germ hiicrelerinde eksprese
edilen bir diger 6nemli genin, erken folikiillogenez sirasinda 6nemli rol oynadigi
gosterilmis ve NOBOX geni icermeyen farelerde primordial folikiilden primer

folikiile gecisin bozuldugu bildirilmistir (Rajkovic ve ark. 2004).

Primer folikiiliin preantral evreye dogru ilerlemesi menopoz durumuna kadar

devam eder. Folikiil gelisiminin bu safhasinda oosit biiylimesi, graniiloza
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hiicrelerinin proliferasyonu ile ¢cok tabakali bir yap1 ve bazal lamina ile teka interna

hiicre tabakasinin olusumunu meydana getirir. Bu fazda bir folikiil ¢ap1 40 1 m'den
120 u m'ye kadar ulasir. FSH veya FSH reseptorii yoklugunda da oosit ve

folikiillerin gelisebilecegini gosteren kanitlar oldugu igin bu siirecin insanlarda
gonadotropin-bagimsiz oldugu disiiniiliir. Ayrica, FSH'nin yoklugunda sekonder
folikiillerin in vitro biiylimeyi siirdiremedigi gosterilmistir. Bununla birlikte,
preantral yapilarin FSH reseptorlerini ifade ettigi ve over-transplant ¢aligsmalar1 da
dahil olmak {iizere bircok deney FSH'in in vivo erken folikiil biiylimesini
indiikleyebildigini gdstermistir. FSH'm in vitro ve in vivo etkileri arasinda
gozlemlenen bu tutarsizligin, in vivo folikiil biiyiimesini ve sagkalimimi desteklemek
icin sinerjistik olarak hareket eden bazi bagka faktorlerin varligi sebebiyle olabilecegi

distiiniilmektedir (Barnes ve ark. 2002).

Primer oosit tarafindan iiretilen aktivin sayesinde folikiiler hiicreler ¢ogalarak
graniiloza hiicrelerini olustururlar. Ayrica primer oosit tarafindan salgilanan Biiyiime
ve Farklilagma Faktorii-9 (GDF-9) ve BMP-15 faktorleri de graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonunu saglar. Primer oositlerin sekonder oositlere doniisiimii i¢in de GDF-

9 ve BMP-15 kritik 6nem tasimaktadir (Dudek 2014).

Yapilan in vivo ve in vitro ¢calismalar, TGF-f ailesindeki bazi iiyelerin preantral
folikiil biiytimesini diizenledigi ortaya cikarmistir. GDF-9 genindeki homozigot
mutasyona sahip farelerde ilk evrede folikiil biiyiimesi duraklamis ve bu oosit
kaynakli bliylime faktoriiniin folikiil bliytimesi i¢in 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir.
Benzer sekilde, doku Kkiiltiirii ¢alismalarinda overlerin GDF-9'a maruz birakilmasi,
insanlarda ve farelerde primer folikiil progresyonunu tesvik etmigtir. GDF-9'un,
tirler arasinda uyumlu olan ve biiylimeyi tesvik edici etkilerinin tersine, TGF-f
ailesinden bir bagka oosit kaynakli faktor olan BMP-15'in folikiil biiylimesine etkileri
tirler arasinda farklilik gosterir. BMP-15 geninde mutasyona sahip fareler
subfertildirler ve koyunlarda ise folikiiller primordiyal asamada arestte kaldigi
bildirilmistir. Son zamanlarda, BMP-15 geninde bir mutasyon, insanlardaki prematiir

over yetmezligi ile iliskilendirilmistir (Knight ve ark. 2012).

Folikiilogenezi etkileyen faktorlerden biri olan folikiilogenez spesifik germline
alfa (FIGLA), germ hiicresine 6zgli bir bHLH transkripsiyon faktoriidiir. FIGLA
susturulmus farelerde primordiyal folikiiller olusmamaktadir. Bu nedenle ilk folikiil

olusumu i¢in FIGLA’ nin gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Soyal ve ark. 2000).
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Diger onemli bir transkripsiyon faktérii olan Forkhead box L2 (FOXL2)
olmadiginda ise farelerde, graniiloza hiicreleri biiyiimekte olan oosit ¢evresinde
gelisememekte ve biliylimeyi erken baglatarak atrezi ile sonuglanmasina sebep
olmaktadir (Uda ve ark. 2004). Norotrofinler (NT) ve bunlarin tirozin kinaz
reseptoriileri (NTRK) de folikiilogenezde rol oynayan onemli faktorler arasindadir

(Kerr ve ark. 2009).
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Sekil 7. Farede folikiilogenezi kontrol eden molekiiller (Richards ve Pangas 2010).

4.3. INFERTILITE

Infertilite, bir ¢iftin korunmasiz bir yil cinsel iliskiye ragmen gebelik elde
edememelerine denir (Ustiin 2015). Diinya saghk orgiitii infertilite teshisi ve
tedavisinde standart bir tan1 protokolii kullanarak 8500 infertil ¢ift ile yaptig1 ¢alisma
sonucunda gelismis iilkelerde infertil durumun %37 sinin kadin kaynakli, %8 nin
erkek kaynakli, %35’nin her iki cinsten kaynaklandigin1 tespit etmistir.
Ciftlerin  %5’inin tanimlanabilir infertilite nedeni olmadigr (agiklanamayan
infertilite) ve ciftlerin %15’inin arastirma sirasinda gebe kaldig bildirilmistir. En sik
tespit edilen disilerdeki hastaliklar ovulatuvar bozukluklar (%25), agiklanamayan
infertilite (%20), endometrioz (%15), pelvik adezyonlar (%12), ovaryan tiiplerin
tikanmasi (%11), diger tubal anormallikler (%11) ve hiperprolaktinemi (%7) dir.

Toplam 14.141 infertil ¢iftin katildig1 21 raporun yayimnlandigi bir derlemede,
ciftlere konulan primer tanmnin, %27’si ovulatuvar bozukluklar, %25’i anormal

semen parametresi, %22’si tubal defekt, %17’si agiklanamayan nedenler, %5°1,

23



endometrioz ve %4 iiniin diger nedenler oldugu bildirilmistir (Collins 1995). Diger
bir ¢alismada ise 2198 infertil ¢ift ile yapilmis ve primer tanilarin dagilimi %26
aciklanamayan, %24 anormal semen parametresi, %23 tubal defekt, %18 ovulatuvar
bozukluklar, %6 endometrioz ve %3 diger olarak bildirilmistir (Smith ve ark. 2003;
Barbieri 2019). Bu gozlemler sonucunda gebeligi etkileyen faktorler bes grup altinda

toplanabilir:

1. Gelisimini tamamlamig oosit {iiretiminde anormallikler (anovulasyon, oosit
havuzunun tiikenmesi veya diisiik oosit fonksiyonu / kalitesi)

2. Sperm, oosit ve embriyonun (tubal, uterin, servikal ve peritoneal faktorler) lireme
sistemi kanal1 boyunca taginmasindaki anormallikler

3. Implantasyon siirecindeki anormallikler, embriyo gelisiminde erken kusurlar ve
embriyo-endometriyal etkilesim bozukluklari (embriyo-endometriyal faktorler)

4. Sperm lretimindeki anormallikler (erkek faktorii)

5. Siirecin birden fazla bilesenini etkileyebilen immiinolojik faktorler de dahil olmak

tizere diger kosullar (Barbieri 2019).

4.3.1. Kadina Ait infertilite Problemleri

Infertilite, kadinlarm yaklasik %13'inii ve erkeklerin %10'unu etkiler. Kadin
infertilitesinin baslica nedenleri anovulasyon, PKOS, tubal faktorler, endometrioz,
uterin faktorler ve agiklanamayan infertilitedir. Ayrica ¢evresel faktorler, yas ve kilo
degisiklikleri de kadinlarda diger infertilite nedenlerindendir (Eniola ve ark 2012).
Anovulatuvar kadinlarda gebe kalabilmeyi arttiran midahaleler, agirligin
optimizasyonu, polikistik over sendromlu kadinlar icin letrozol veya klomifen
ovulasyon indiiksiyonu, fonksiyonel hipotalamik amenorlu kadinlar igin
gonadotropin enjeksiyonu veya pulsatil gonadotropin salgilayan hormon (GnRH)
tedavisini kapsamaktadir. Distal tubal hastaligi olan kadinlar i¢in, etkili tedaviler in
vitro fertilizasyon (IVF) veya laparoskopik tubal ameliyati igerir. A¢iklanamayan
infertiliteye sahip ciftler icin, klomifen ile intrauterin inseminasyon (IUI),

gonadotropin ile IUI ve IVF etkili tedavilerdir (Barbieri 2019).

Anovulatuar infertiliteye pek cok hastalik neden olabilir. Yetiskinlerde goriilen
en yaygin nedenler hipotalamik disfonksiyon (vakalarin %35°1), pitiiter hastalik
(%15) ve ovaryan disfonksiyondur (Reindollar ve ark. 1986; Laufer ve ark. 1995).

Hipotalamik disfonksiyonun en yaygin nedenleri, agirlik ve viicut kompozisyonu,
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stres ve yorucu egzersizdeki anormalliklerdir. Hipotalamik disfonksiyonun daha az
yaygin nedenleri, lenfoma ve histiyositoz gibi hastaliklardir. Anovulasyona neden
olan hipofiz bozukluklar1 prolaktinoma, bos sella sendromu, Sheehan sendromu,
Cushing hastaligi, akromegali ve diger hipofiz tiimorleridir. En yaygin ovaryan
anovulasyon nedenleri ovaryan yetmezlik (oosit havuzunun tiikkenmesi) ve ovaryan
hiper-androjenizmidir (6rnegin, polikistik over sendromu). Bazen, tiroid hastalig

anovulasyon ile iligskilendirilebilir (Barbieri 2019).

PKOS, kadina ait infertilite sebeplerinin %5-10"unu olusturur. Folikiiller 2-9 mm
capa ulagtiktan sonra hormonal bozukluklar nedeniyle daha fazla gelisemez ve
ovulasyon gerceklesemez. Ovulasyonun yarim kalmasiyla sayilari degisen ancak
genellikle 10-12 adet kistik yapida folikiil overlerin yiizeye yakin kenar1 boyunca
dizilerek, ultrasonda tipik goriiniimii olusturmaktadir. PKOS o6zellikle ovulatuar
disfonksiyona neden oldugundan dolay1 infertilite meydana gelen ve bunun
sonucunda tedaviye gerek duyulan en dnemli infertilite hastaliklardan biridir. Ureme
cagindaki kadmlarin  %5-10’unu etkilemektedir (Apridonidze ve ark. 2005;
Thessaloniki ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group. 2008).
PKOS’un kadinlarda ovaryan kalite ve fonksiyonu etkiledigi, endokrin ve jinekolojik
anomalilere neden olarak fertiliteyi azaltir (Hart ve Doherty. 2015). Ovulasyonun
yarim kalmasiyla milimetrik ¢aplarda kistik yapida folikiiller gelisir. Folikil gelisimi
overlerin dig yiizeyine yakin kisminda oldugundan, gelisemeyen ama tamamen de
kaybolmayan, folikiiller overlerin ylizeye yakin kenar1 boyunca dizilerek, ultrasonda
tipik goriiniimii olusturur. PKOS’tan dolay1 fazla sayida oosit gelismesi oositlerin
kalitesinin azalmasina neden olmaktadir. In vitro fertilizasyon tedavisi ile PKOS’lu
hastalarda oosit sayisinda artis olmasina ragmen fertilizasyon, yariklanma ve
implantasyon oranlar1 diisiik oosit kalitesi ve bu oositlerden embriyo elde

edilmesinden dolayidir (Huang ve ark. 2015).

Infertilitede tubal (ektopik) ve peritoneal 6nem tasiyan faktdrler arasinda
endometrioz (Tomasetti ve ark. 2006), pelvik adezyonlar, genellikle chlamidia
(Guven ve ark. 2006) nedeniyle olusan pelvik inflamatuar hastaliklar, tubal tikanma

(Garcia-Ulloa ve ark. 2005) ve tubal disfonksiyon bulunur (Eniola ve ark 2012).

Endometrioz, endometriumun, batin i¢inde baska dokulara yerlesmesine denir ve

kadmlarin yaklasik yilizde 10’unu etkiler. Bu doku ovaryum, uterus, periton,
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bagirsaklar, idrar kesesinde bulunabildigi gibi vajinada da bulunabilir (Eniola ve ark

2012).

Uterin faktorler arasinda anormal uterin sekli ve intrauterin septum gibi uterus
malformasyonu (Raga ve ark. 1997); polipler, leiomyom ve Asherman sendromu
bulunur (Magos 2002). Uterustaki benign fibroid, 30'lu yaslarda kadinlarda oldukca
yaygindir. Biiyiik fibroidler uterusun bozulmasina, fallop tiipliniin tikanmasina,
uterus  boslugunun  seklinin  bozulmasina veya serviksin  pozisyonunun

degistirilmesine neden olarak infertiliteye neden olabilir (Eniola ve ark 2012).

Cevresel faktorlerin infertilitedeki etiyolojik 6nemi vurgulanmistir (Hruska ve
ark. 2000). Tutkallar, ugucu organik c¢oziiciiler veya silikonlar, fiziksel ajanlar,
kimyasal tozlar ve bocek ilaglar1 gibi toksinler infertilitede rol oynar (Mendiola ve
ark. 2008). Klorlu hidrokarbonlar ve fiimisitler gibi potansiyel olarak zararli diger
mesleki maruziyetler de kadinlarda kendiliginden diisiiklerin artmasi ile iliskilidir
(Hruska ve ark. 2000). Dolayisiyla, bu tiir kimyasal maddelere dogrudan temas eden
veya bunlara maruz kalan bireyler, olabilecegi gibi primer veya sekonder infertiliteye
sahip olma sans1 yiiksektir. Ftalatlar gibi Ostrojen benzeri hormonu bozan
kimyasallar, kadinlarin bebekleri tizerindeki etkileri i¢in 6zellikle 6nemlidir (Eniola

ve ark 2012).

Over disfonksiyonuna kilo kaybi ve viicut kitle indeksi (VKI) 27 kg/m*den daha
fazla olanlarda asir1 kilo alimi neden olabilir (Imani ve ark. 1998). Asir1 kilonun da
tedavi etkinligi ve yardimli tireme tekniginin sonuglari iizerinde etkili oldugu
bulunmustur (Freundl ve ark. 2003). Ostrojen, yag hiicreleri ve primer cinsiyet
organlar tarafindan iiretilir (Nelson ve Bulun 2001) ve bu nedenle, yiiksek viicut
yagl veya obezite durumu, Ostrojen iliretiminde artisa neden olur. Ayrica, ¢ok az
viicut yag1 yetersiz Ostrojen iiretimine ve dolayisiyla da anovulasyon dongiisiinde
adet diizensizliklerine neden olur. Erken yaslarda dogru beslenme, daha sonra
dogurganlik i¢in major bir faktor olarak iliskilendirilir (Sloboda ve ark. 2011; Eniola
ve ark 2012).

Dogurganlik yasla birlikte diiser. Kadinlarin dogurganligi 18-24 yaslar1 arasinda
en yliksek noktadir, 27 yasindan sonra diismeye baslar ve 35 yasindan sonra biraz
daha yiiksek oranda diiser. Over rezervi agisindan, tipik bir kadin 30 yasindayken
rezervinin %]12'sine ve 40 yasinda sadece %3'line sahiptir. Over rezervindeki

degisimin%81'i yalniz yastan kaynaklanir (Wallace ve Kelsey 2010), bu da
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kadinlarda infertilitede en 6nemli faktordiir. Ovulatuar disfonksiyon, geng ciftlerde

yasli ¢iftlerden daha ¢ok yaygindir (Eniola ve ark 2012).

Gebelik, endometriyumda embriyonun implantasyonuna izin veren hem erkek
hem de kadinlarda bir dizi kompleks fizyolojik olaylarin basarili bir sekilde
tamamlanmasinin sonucudur. Gebeligin ger¢eklesmesi igin gelisimini tamamlamis ve
ovulasyonu gerceklesen oositin, kapasitasyonunu tamamlamis spermin iireme
kanalinda birleserek, embriyonun uterus bosluguna taginmasi ve endometriyuma

basaril1 bir sekilde implante olmasi gerekir (Barbieri 2019).
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Sekil 8. Disi iireme kanalinda oosit, sperm ve embriyonun taginmasinin sematik
gosterimi (Strauss ve ark. 2019).

4.4. POLIKiSTIiK OVER SENDROMU

4.4.1. Tammm ve Tarihcesi

Polikistik over sendromunun (PKOS) ilk tanimi, 1844 yilinda diizgiin bir kapsiil
ile ¢evresi genislemis ovaryumlarin varlig1 olarak bildirilmistir (Chereau 1844). Bu
bulgulara ilaveten 1897 yilinda hipertekozla birlikte gézlendigi bildirilmistir (Bulius
ve Kretchmar 1897; Chang ve Dumesic 2019). Daha sonra ise gebe kadinlarin
idrarindan elde edilen gonadotropik ekstraktin ¢oklu ovaryum kist olusumlarini

indiikleyebildigi gosterilerek PKOS tekrar glindeme gelmistir (Zondek ve Ascheim
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1926; Chang ve Dumesic 2019). Fakat sendrom olarak tanimlanmasi 1935 yilinda
Stein ve Leventhal tarafindan amenore, hirsuitizm ve c¢oklu kistleri olan biiytlik
overlere sahip yedi kadinda gozlemlendikten sonra gerceklesmistir (Stein ve
Levental 1935). Giiniimiizde ise PKOS, ABD Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH)
verilerine gore lireme cagindaki kadinlarin %6 ile %10’unu, Rotterdam kriterleri
uygulandiginda ise %]15'ini etkileyen, en yaygin goriilen endokrin sistem

hastaliklarindan biri olarak tanimlanmaktadir (Azziz ve ark. 2004).

4.4.2. PKOS’un Tam Kriterleri

Diinya’da, PKOS tanis1 konulmasi i¢in ii¢ biiyiik temel tan1 grubu arasindan
secim yapilir (Tablo 2). Tani kriterleri ilk olarak 1990 yilinda Amerika’da Maryland,
Bethesda'daki Ulusal Saglik Enstitiilerinde (NIH) dzetlenmistir ancak Avrupa insan
Ureme ve Embriyoloji Dernegi (ESHRE) ve Amerikan Ureme Saghigi Kurumu
(ASRM) tarafindan desteklenen ve 2003 yilinda Rotterdam’da gergeklestirilen bir
calisma sonrasinda Rotterdam kriterleri adi verilen Kkriterler belirlenmistir. 2009
yilinda Androjen Fazlaligi ve Polikistik Over Sendromu (AE-PKOS) Toplulugu
kendi kriterlerini belirlemistir. Aragtirmacilar tarafindan kullanilan ¢esitli tam
kriterlerindeki hassas heterojenliklerin belirli bir popiilasyonda bildirilen PKOS

prevalansini etkilediginin bilinmesi dnemlidir.

Tablo 2. Polikistik Over Sendronumunun tani kriterleri

1990 Ulusal Saghk Enstitiisii Kriterleri

1. Hiperandrojenizm ve/veya hiperandrojenemi

2. Oligo-anovulasyon

Revize edilmis 2003 Roterdam Kriterleri

1. Klinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm

2. Oligo-anovulasyon

3. Polikistik overler

Androjen Fazlahg1 ve Polikistik Over Sendromu (AE-PCOS) Toplulugu
Kriterleri

1. Hiperandrojenizm (klinik be/veya biyokimyasal)

2. Ovaryan disfonksiyon (oligo-anovulasyon ve/veya polikistik overler)

1990 yilindaki Ulusal Saglik Enstitiilerinde belirlenen PKOS tanisi i¢in gerekli
kriterler sunlardan olusmaktadir:

- 1) kronik anovulasyon,
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- ii) hiperandrojenizmin klinik veya biyokimyasal belirtileri. Kullanilan bu iki
kriter analitik calismalarin sonuglart yerine, katilimcilarin uzman goriisiine dayanir
(Zawadski ve Dunaif 1992) ve PKOS tanisi konulmasi icin konjenital adrenal
hiperplazi, Cushing sendromu, tiroid disfonksiyonu, hiperprolaktinemi, androjen
iireten timorler ve ilaca bagli androjen fazlaligi dahil diger endokrinopatilerin

diglanmasi gerekir.

Avrupa Insan Ureme ve Embriyoloji Dernegi (ESHRE) ve Amerikan Ureme
Sagligt Kurumu (ASRM) tarafindan desteklenen ve 2003 yilinda Rotterdam’da
yenilenen kriterler ile PKOS tanist konulmasi i¢in su belirtiler olmalidir : 1) oligo-
anovulasyon, ii) klinik ya da biyokimyasal hiperandrojenizm, iii) Ultrason ile
goriintiilenen polikistik overler ve daha Onceki tanilarin diglanmasi gerekir
(Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group 2004).
Rotterdam kriterlerine gore kadinlarda, polikistik ovaryumlar, ultrasonda 2-9 mm
capinda, ovaryum bagina 12'den fazla folikiil varligi ile tanimlanir (Rotterdam

ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group 2004).

1990°da yaymlanan kriterlere polikistik overlerin morfolojik goriiniimiiniin
eklenmesi, daha dnce tanisinda bulunmayan iki ek fenotipi tanimlar:

- 1) hiperandrojenizmi olmayan fakat polikistik overleri olanlar,

- ii) ovulatuvar islev bozuklugu olan, hiperandrojenizmi ve polikistik overleri

bulunan ovulatuar kadinlar.

Rotterdam tani kriterlerine dayanilarak tanimlanan PKOS icindeki bu alt
kategoriler, ABD Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) kriterlerine dayanilarak tanimlanan
PKOS vakalariyla kiyaslandiginda, farkli hormonal ve metabolik 6zellikler gosterir.
PKOS'u farkli fenotiplere gore kategorize etmenin 6nemi, NIH kriterlerine gore
belirlenen PKOS'lu kadinlarin sirasiyla menstriiel disfonksiyon, anovulatuvar
infertilite, tip 2 diabet ve metabolik sendrom dahil olmak iizere iireme ve metabolik
anormallikler gelistirme riski altinda olmasidir. Buna karsilik, Rotterdam ve AE-
PCOS kriterlerine gore tani alan ovulatuvar PKOS hastalari, NIH tanili PKOS'lu
kadinlara gore daha diisiik derecelerde hiperinsiilinemi ve hiperandrojenizm ile daha
diisiik viicut kitle indeksine sahiptir (Chang ve ark. 2000; Carmina ve ark. 2005;
Welt ve ark. 2006; Chang ve Dumesic 2019).
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En yeni tani kriterleri AE-PKOS toplulugu tarafindan 2009'da derlenmistir (Azziz
ve ark. 2009). Menstriiel disfonksiyon, hiperandrojenemi, hiperandrojenizmin klinik
bulgular1 ve polikistik over morfolojisi gibi PKOS'un 6nemli kabul géren 6zellikleri
yeniden incelenmistir. Her Ozellik, mevcut literatiiriin kapsamli bir incelemesine
dayanilarak, tanimlayict bir kriter olarak dahil edilmeye uygunlugu acisindan

incelenmigtir. PKOS tanisi i¢in;

- 1) hirsutizm ve/veya hiperandrojenemi de dahil olmak iizere hiperandrojenizm,
- 11) oligo-anovulasyon ve/veya polikistik goriinen overler de dahil olmak iizere
ovaryan disfonksiyon ve
- 1) androjen fazlaligi veya iligkili hastaliklarin diglanmasi kriterleri

belirlenmistir (Azziz ve ark. 2009).

AE-PKOS kriterleri ayn1 zamanda hiperandrojenizm ile iligkili hastaliklarin
diglanmasi gerektigini kabul etmekle birlikte, klinisyenin hangi testlerin verilecegine
karar verirken bu farkli tanilarin yayginligini dikkate almasina izin verir. PKOS
ayirict tanist yapilirken; androjen yiiksekligi ve anovulasyon ile birlikte olan klinik
durumlar, hipotiroidi, hiperprolaktinemi, konjenital adrenal hiperplazi, androjen
salgilayan tiimorler, Cushing sendromu g6z Oniinde bulundurulur (Azziz ve ark.
2009). Ayrica, PKOS tanist koyabilmek i¢in benzer klinige neden olabilecek
hastaliklarin ekarte edilmesi gerekir (Michlemore ve ark 1999). NIH kriterlerine
benzer sekilde androjen fazlali§i, AES kriterlerine gore tanida gerekli bir bilesendir.
Bu nedenle, ovulasyon bozuklugu ve yalnizca PKOS'un fenotipi AES kriterlerine
gore sendromun teshisine uygun degildir. PKOS'u tanimlamak icin AES konsensiis
kriterleri ise NIH versiyonundan daha kapsayicidir ancak Rotterdam kriterlerinden

daha az kapsayacidir (Azziz ve ark. 2009).

PKOS'un ayirict tanisi, ¢ok fazla hastalik fenotipi taklit ettigi icin oldukca
fazladir. Ayirici tanilar1 anlamak ve tanilar1 koymadan 6nce bunlarin dislanmasini
saglamak onemlidir (Tablo 3). PKOS'un uygun tanisina yardimci olmak i¢in ayrintili

bir Oykii ve fiziksel muayene yapilmas sarttir.

Tablo 3. PKOS un klinik ayirici tanisinda dikkat edilmesi gereken diger hastaliklar.

1. Hipotiroidi
2. Hiperprolaktinemi
3. Konjenital Adrenal Hiperplazi
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4. Androjen salgilayan tlimorler
5. Cushing sendromu

6. Diger nedenler

Dehidroepiandrostenodion siilfat ve  DHEA diizeyleri androjen salgilayan
timorlerde cok yiiksektir. Konjenital adrenal hiperplazi ile ayirict tani periferik
kanda 17-hidroksi progesteron (17-OHP) diizeylerinin yiiksekliginin gosterilmesi ile
yapilabilir.  Hiperprolaktinemi, gonadotropin  salgilatict  hormon (GnRH)
pulsasyonlarii degistirerek gonadotropin salgisini etkiler. Ostrojenin LH {izerine
olan “pozitif feedback” etkisini engeller, adrenal kaynakli androjenlerin salgisini
uyarir.  PKOS ile ayirict tanida prolaktin (PRL) diizeyleri de o©nemlidir.
PKOS’da %3-12 oraninda orta diizeyde PRL yiiksekligi goriiliir. Cushing sendromu,
devamli olarak kortizol sekresyonu fazlaligidir. Tanida bazal sartlarda en faydali
Olglimler 24 saatlik idrarda kortizol miktar1 (10-90 pg/24 saat) ve gece plazma
kortizol diizeyidir (<15 pg/dL) (Leon ve ark. 2005).

4.4.3. Epidemiyolojisi

PKOS, kadinlarda en sik goriilen endokrin bozukluktur ve tipik olarak
reprodiiktif donemin ilk yillarinda tanimlanir. Klinik tablo degisir ancak genellikle
oligo-ovulasyon veya anovulasyon, hiper-androjenizm (klinik veya biyokimyasal) ve
polikistik overlerin varligi bulunur (Michelmore ve ark. 1999). NIH’e gore %6
ile %10 arasinda ve yaygin Rotterdam kriterleri uygulandiginda ise %15'lik bir
prevalans ile goriiliir (Michelmore ve ark. 1999). 248 Aborjin ve/veya Torres Bogazi
Adalisinda PKOS prevalansi Rotterdam tarafindan tanimlandiginda %20.9 ve NIH
kriterlerine gore tanimlandiginda %15.3 oldugu bildirilmistir (Boyle ve ark. 2012).
Tiirkiye'de 400 kadin iizerinde yapilan g¢alismada NIH kriterlerine gore %6.1,
Rotterdam kriterlerine gore %19.9 ve AES kriterlerine gore %15.3 oraninda PKOS
goriilme sikligina rastlanilir (Yildiz ve ark. 2012). Rotterdam Konsensiis Konferansi
ve AE-PKOS Dernegi tarafindan ultrasonografi ile ovaryum morfolojisini igerecek
daha sonra genisletilmis kriterlerin getirilmesi, bu hastalifin yayginligini arttirir.
Rotterdam kriterlerine benzer sekilde, AE-PKOS Dernegi tarafindan olusturulan
PKOS i¢in tanisal kriterler, Tiirk kadinlarinda da %15,3 oraninda artmis prevalans
gosterir (Yildiz ve ark. 2012).
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Hirsutizm olmadiginda, anovulasyonu olan kadmlarin yiiksek oranda
hiperandrojenemi oldugu ve PKOS tanisi aldig1 goriiliir. Oligomenore ile bagvuran
87 kadinda, amenore olanlarin %87'sinde yiiksek miktarda dolagimdaki testosteron

(T) gortiliirken, %32'sinin hiperandrojenik oldugu belirtilmistir (Franks 1989).

4.5. DENEYSEL PKOS MODELI

PKOS modelleri; androjenlere, Ostrojenlere, antiprogestinlere veya 1s18a kronik
maruz birakma ya da genetik manipiilasyonlar gibi bir dizi yontem kullanilarak
olusturulur (Walters ve ark. 2012; Walters 2015; Walters ve ark. 2018). Bununla
birlikte, hiperandrogenizm indiiklenmesi ile olusturulan hayvan modellerinin ¢ogu
ireme, endokrin ve metabolik PKOS 6zelliklerini gosterir. PKOS hayvan
modellerinin ¢ogunun, androjen fazlaliginin uyarilmasiyla olusturulmasinin nedeni,
PKOS'un gelisiminde ve ilerlemesinde kilit rol oynayan elemanin androjen oldugu
gosterildigi icindir (Walters ve ark. 2012, Padmanabhan ve Veiga-Lopez 2013,
Abbott ve ark 2013). Kontrollerle karsilastirildiginda, PKOS hastalarinda siirekli
olarak  ¢esitli  androjenler (testosteron (T) ve androstenedion (A4),
dehidroepiandrosteron (DHEA) gibi pro-androjenler) serum seviyelerinde bir artig
sergiler (Keefe ve ark. 2014). Klinik olarak androjenler, PKOS ovaryum fenotipinin
gelisimine dogrudan dahil edilir. Biiyiimiis, ¢oklu kistik yapilara sahip ve teka
interstisyel hiperplazi gibi belirgin arreste olmus folikiiller gelisim Ozellikleri
gosteren ovaryan PKOS, konjenital adrenal hiperplazi de endojen adrenal androjen
hipersekresyonu uygulanan (Lucis ve ark. 1966, Hague ve ark 1990) ve kadindan
erkek olan transseksiiellerde ekzojen testosteron uygulamasi nedeniyle yiiksek
androjen seviyelerine maruz kalan hastalarda bildirilmistir (Spinder ve ark 1989,
Pache ve ark. 1993). Androjenler etkilerini, androjen reseptorii (AR) araciligiyla
gosterir ve bazi PKOS hastalarinda AR antagonisti flutamid kullanimi ile menstruel
diizensizligi ve ovulasyonu tedavi eder (Rittmaster 1999, Paradisi 2013). Bugiine
kadar PKOS modeli kemirgen, koyun ve primatlarda olusturulmustur (Tablo 4)
(Walters ve ark. 2012; Padmanabhan ve Veiga-Lopez 2013; Abbott ve ark. 2013).
Ozellikle PKOS'un kemirgen modelleri, kullanim kolaylig1 ve satin alinabilirligi,

kisa iireme Omrii ve patojenik mekanizmalarin mekanik caligmalarina izin veren
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kararli genetik yatkinliklari nedeniyle PKOS'un patogenezine énemli bilgiler saglar

(Walters ve ark. 2018).

Memeli liremesinin hipotalamo-hipofiz gonadal diizenlemesinin evrimsel agidan
yiiksek derecede korunmus olmasi, insanlar ve kemirgenler arasinda paralelliklerin
cizilmesine izin verir (Tablo 5). Bununla birlikte, PKOS gibi insanda goriilen
hastaliklarin kemirgen modellerini yorumlarken bazi fizyolojik farkliliklar g6z
oniinde bulundurulmalidir. Insanlardan farkli olarak, kemirgenler poliovulatuvardir
ve insanlar dogumdan 6nce tiim yumurtalik folikiillerinin olusumunu tamamlarken,
farelerde bu ilk yenidogan doneminde gergeklesir (Bristol-Gould ve ark. 2006). Insan
iireme biyolojisi ve dogurganligina daha c¢ok benzeyen tiirlerden bir digeri
koyunlardir. Koyunlar, monooviilatuvardir ve dogumdan 6nce ovaryan folikiillerin
tamaminin olusumunu tamamlar. Insan olmayan primatlarda hem anatomik hem de
fizyolojik olarak insanlara olan benzerliklerinden dolay1 bilimsel aragtirmalar igin
ideal modeldir. Diger memelilerin aksine insan olmayan primatlar, insanlara benzer
adet dongiileri yasar ve Rhesus maymununda dogal olarak hiperandrojenizm
tanimlanmistir (Abbott ve ark. 2017; Walters ve ark. 2018). Bugiine kadar, en yaygin
kullanilan hayvan modelleri olan koyunlar ve Rhesus maymunlarinda, PKOS'un
farkli fenotiplerini indiiklemek icin, dogum oncesi, dogum sonrast ya da erigkin
donemlerinin farkli gelisim evrelerinde steroid indiiksiyonu ile olusturulurken (Shi
ve Vine 2012), kemirgenlerde ise genetik manipiilasyon ile olusturulur (Caldwell ve
ark. 2015; Abbott 2017; Caldwell ve ark. 2018; Walters ve ark. 2018). Bunlar,
androjenlerle indiiklenen PKOS modelleri hiperinsiilinemi ve/veya instilin direnci ile

iliskilidir (Shi ve Vine 2012).

PKOS’un ana nedeni androjenlerin fazlaligidir. Yapilan caligmalarda
androjenlerle indiikleme PKOS modelinin olusturulmasinda en ¢ok kullanilan
yontemdir. PKOS'nun klinik semptomlar: siklikla ergenlik doneminde basladigindan,
puberteden Once farelere uygulama yapilmasi insanlarda goriilen PKOS'a daha fazla
benzerdir (Frank S 2002; van Houten ve Visser 2014). Farelerde PKOS modelinin
olusturulmasinda kullanilan, testosteron (T), dihidrotestosteron (DHT), dstrojen (E2)
ve dihidroepiandrosteron (DHEA) androjenler iken, Letrozol nonsteroidal aromataz
inhibitoriidiir. Kaufmann ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, 4 haftalik disi

farelere giinliik 50 u g salinim yapan letrozol pelletleri subkutan yerlestirerek model

olusturulmustur. Modelin olusumunu degerlendirmek igin Ostrus siklusuna,
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serumdaki LH, FSH, T ve E2 hormonlarina ve histolojik olarak ovaryum dokularina
bakilmigtir. Ayrica farelere Glukoz Tolerans Testi (GTT) uygulanmistir (Kaufmann
ve ark. 2015). Bir baska c¢alismada, Kaufmann ve arkadaslarindan farkli olarak
serumda T ve 17 8 0Ostrodiol seviyelerine ve viicut agirliklarina da bakilmistir (Kelly
ve ark. 2016). Yaba ve Demir yaptiklar1 calisma da 25 giinliik disi farelere 6
mg/100g olacak dozda subkutan DHEA enjeksiyonu gergeklestirmistir. PKOS’u
degerlendirmek i¢in serumda 17 8 0Ostrodiol ve progesteron sevileri ve histolojik
olarak ovaryum dokusuna incelenmistir (Yaba ve Demir 2012). Bizim ¢aligmamizda
GTT, viicut agirlig1 ve histolojik olarak ovaryum incelenmesi ile PKOS fare modeli

degerlendirildi.

Tablo 4. PKOS hayvan modellerinin endokrin hormon profilleri.

Hormon
Tirler Yontem T E2 P LH FSH PLR
Sican -DHEA 0 () () = = ()
-TP A 7 7 A N7 A
-DHT = = v - - -
-PA = = = = = -
EV v v ~ 7 v -
RU486 A A 7 A 7 A
Letrozol A Vv 7 N " -
Sabit Isik V= A v = N7 -
JCR:LA-cp A = — — — —
Rhesus Dogum sonras1
Maymunu TP uygulamasi
Erken uygulama V= = = ) = -
Geg uygulama = = = = - —
Koyun Dogum 6ncesi -
TP uygulamasi = = 7 N =

PA= Prenatal androjenize edilmis; Ah=artmuis; WV=azalmis; ==degisiklik yok; —=bildirilmemis
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Tablo 5. Androgen ile indiiklenen PKOS fare modelleri ve insan PKOS ile
paylasilan 6zellikleri (van Houten ve Visser 2014).

Uygulama Uygulamanin Ovaryan Hormon Metabolik
Zamanl Fenotip seviyeleri fenotip
DHT Dogum 6ncesi -Bozulmus LH A -Visseral
ostrus siklusu TA adiposit
-Daha az sayida GnRH boyutu A
korpus luteum aktivitesi A\ -Aglik sekeri AN
-Kiigiik antral -Glukoz
folikiil sayis1 AN intoleransi
-ince graniiloza
tabakasi
-Incelmis  teka
hiicre tabakas1
DHT Puberte 6ncesi -Andstrusun Leptin A\ Viicut agirhigi A
devam etmesi Adiponektin W Adipozite A\
-Korpus Adipositlerin
luteumun boyutu AN
olmamast Glukoz
-Atretik  folikiil intoleransi
sayist A\
Testosteron Yenidogan -Anovulasyon belirlenmemis belirlenmemis
-Polifolikiiler
overler
Testosteron Yenidogan -Kist benzeri belirlenmemis belirlenmemis
propionat folikiiller
-Korpus
Luteumun
olmamasi
DHEA Puberte 6ncesi -Inferitlite belirlenmemis Viicut agirhigi A
-Atretik  folikiil Insiilin A\
say1s1 Glukoz A
Ostradiol Yenidogan -Kist benzeri belirlenmemis belirlenmemis
folikiiller
-Korpus
Luteumun
olmamasi

PKOS'lu kadinlarda gozlenenler ile androjen indiiklenmesi ile PKOS fare modellerinde gézlenen
tireme ve metabolik 6zellikleri. DHT: dihidrotestosteron; DHEA: dehidroepiandrosteron;
T: testosteron; LH: luteinize edici hormon; GnRH: gonadotropin salgilayan hormon; A\: artis;

V: azalma.

4.6. 0OSIT MATURASYONU

Oosit maturasyonu, olgun bir oositin fertilizasyona hazir hale gelme stirecidir ve
GV sathasindan metafaz II’ye kadar meydana gelen olaylar1 icermektedir. Oosit

maturasyonu niikleer ve sitoplazmik maturasyon olarak iki kisimda incelenir. Her iki
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stire¢ birbirinden ayr1 degerlendirilmesine ragmen birbirlerine baglidir ve niiklear
maturasyon sitoplazmik maturasyon tarafindan kontrol edilir. Diizgiin bir niiklear ve

sitoplazmik maturasyonun {iriinii kaliteli bir oosittir (Conti 2013).

Disi germ hiicresinin mayozu fetal hayatta baslar, ovulasyonda mayoz I
tamamlanip, mayoz II de arreste olan oositin atilmasindan sonra fertilizasyon ile II.
Mayozda tamamlanir (Gosden ve Lee 2010). Oosit olgunlagsmasi, pek c¢ok faktor
tarafindan kontrol edilen karmagik ve senkronize bir siirectir. En yaygin goriise gore,
yenidogana ait oositler GV safhasi olarak adlandirilan ve hiicre dongiisiiniin profaz
sathasinda arreste kalir (White ve ark. 2012). Tam olarak biiyiimiis folikiildeki oosit,
belirgin bir ¢ekirdekg¢ik igeren ve GV olarak adlandirilan kolayca tanimlanabilen bir
cekirdek sergiler. Bunun yani sira hiicre dis1 matriks olan zona pellusida ve kumulus
ooforus da belirgindir. Kumulus hiicreleri, gap junction’lar ile birbirleri ile ve zona
pellusiday1r gegen projeksiyonlarin karmasik bir agi yoluyla da oositle fiziksel
temastadir. Bu hiicreler arasi iletisim oosit metabolizmasi, gelisimi ve maturasyonu

icin gereklidir (Anderson ve Albertini 1976).

Bu siire¢ icin ilk meydana gelen olay germinal vezikiil breakdown (GVBD)
olarak adlandirilan 151k mikroskobu altinda goriilen germinal vezikiilin yok
olmasidir. Bir GVBD’da oositler ilk mayotik bolinmenin metafazindan (Metafaz I)
gecer ve bunu takiben ilk polar cisimcik meydana gelir ve oosit ikinci mayotik
boliinmeye girer. Fertilizasyon gerceklesene kadar ikinci mayotik bdliinmesinin
metafazinda oositler arestte kalir ve bu siire¢ hipofiz tarafindan iiretilen
gonadotropinler tarafindan kontrol edilir. Bununla birlikte, maturasyonun oosit ve
somatik hiicrelerden salgilanan parakrin ve otokrin sinyalleri de gerektirdigi

bilinmektedir (Delilbas1 2008).

Gonadotropin artigi, mayoz I'in hiicre dongiisiine yeniden girigini ve
tamamlanmasini, ardindan da oositin niikleer maturasyonu olarak tanimlanan mayoz
I'ye girisini baslatir. Bununla birlikte, fertilizasyon i¢in uygun olmasi ve embriyo
gelisimini siirdlirebilmesi igin oosit sitoplazmasinda yer alan ek degisiklikler

gereklidir ve bu degisiklikler sitoplazmik maturasyon olarak tanimlanur.

Oositlerin  arrestten ¢ikarak mayotik hiicre dongiisiine yeniden girmeleri,
kadinlarda menstruasyon dongiisiiniin ortasinda ortaya ¢ikan ve LH'da goriilen biiyiik
ve gegici artig ile tetiklenir. LH, G proteine bagli reseptor (GPCR) ailesine ait

spesifik bir reseptore baglanarak etki eder. Reseptoriin LH ligand: ile etkilesmesi
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sonucu adenilat siklaz aktivasyonu gerceklesir ve ikincil mesajc1 olarak cAMP
gretilir. LH reseptorleri oosit tarafindan eksprese edilmedigi icin oosit
maturasyonunun indiiksiyonunda gamet hiicresi lizerinde LH’1n dolayl bir etkisi
vardir. Somatik hiicreler LH tarafindan uyarildiktan sonra somatik hiicrelerden
kaynaklanan ara sinyallerin oosite ulagtirilmasi gerekir. LH reseptorleri graniiloza ve
teka hiicrelerinde bol miktarda eksprese edilir ancak kumulus hiicrelerinde bulunmaz
veya ¢ok azdir. Kumulus-oosit komplekslerinin LH'ye in vitro maruz kalmasi, fare
ve sigan gibi bazi tiirlerde, az veya hi¢ bulunmayan reseptor ekspresyonu ile tutarl

olarak, belirgin bir etki yaratmaz (Segalo ve Ascoli 1993).

Graniiloza hiicrelerinden {retilen cGMP'nin mayotik arrestin korunmasinda
merkezi roliiniin anlagilmasi ile LH sinyalinin nasil aktarildigini tarif edilebilmistir
In vitro sekonder folikiillere LH ilave edildikten ¢ok kisa bir siire sonra (yaklasik 5
dakika gibi), graniiloza hiicrelerindeki cGMP seviyesi diiser (Shuhaibar ve ark. 2015).
Bu durumu kumulus hiicrelerinde ve oositte cGMP'de bir azalma takip eder. En
onemlisi de kumulus hiicrelerindeki ve oositteki hizli ¢cGMP disiisii, gap
junction’larin permeabilitesinin kimyasal inhibitorleri tarafindan engellenir. cGMP,
gap junctionlar fonksiyonel olmadiginda bile kumulus hiicrelerinde ve oositlerde
azalir ve bu nedenle birden fazla mekanizmanin azalmaya katkida bulunabilecegi

diisiiniilmektedir (Shuhaibar ve ark. 2015).

Oositlerin arrestte kalmasini dolayisiyla maturasyon siirecinin inhibisyonunu
saglayan mekanizmalar biiylikk onem tasir. Bu etkilerin teka ve graniiloza
hiicrelerinden salgilanarak oosite iletilen TGF- 3, anti-Miillerian hormon (AMH),

aktivin, inhibin ve folistatin gibi parakrin faktorler yolu ile oldugu ileri siiriilmiistiir

(Azziz ve ark. 2016).

Memeli tiirlerindeki erken gelisimi arastirmak icin Edwards ve arkadaslar1 oosit
in vitro maturasyon (IVM) yontemini gelistirmistir (Edwards 1965). Yardimci tireme
tekniklerinin gelistirilmesi ile IVM, kontrollii over stimulasyonu ile iligkili ilag
maliyetleri ve yan etkileri ortadan kaldirmak veya azaltmak i¢in son yirmi yilda
giderek daha fazla kullanilmaktadir. Folikiilden oosit ve kumulus hiicreleri
alindiginda teka ve graniiloza hiicrelerinin lokal salgilarindan ayrica hipofiz bezinin
endokrin salgilarindan uzaklasmis olur. Ayrica oosit maturasyonunu inhibe edici
faktorlerde ortadan kalktigi igin niiklear maturasyon baslar. In vivo maturasyonun

aksine in vitro maturasyonda ilk isaret gap junction’larin yikilmasi ve niiklear
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membranda katlantilarin meydana gelmesidir. Kiiltiir ortami igerisinde oosit
maturasyonu meydana gelmesine ragmen bu durum basarili fertilizasyon ve

implantasyon meydana gelecegini garanti edemez (Delilbas1 2008).
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Sekil 9. Oosit ve folikiiler bliylime ile mayotik maturasyonun genel goriiniimii (EI-
Hayek ve ark. 2016).

47. PKOS’DA FOLIKULOGENEZ VE OOSIT MATURASYON
PROBLEMLERI

Polikistik overin belirgin morfolojik 6zelliklerini etkileyen siire¢ heniiz tam
olarak anlagilamamistir. Normal folikiiler biiyiime midantral evreye kadar
gerceklesiyor gibi goriinmektedir, daha sonra olgunlasma sona ermekte ve
folikiillerin ¢ogu asamali olarak atreziye ugramaktadir (Erickson 2003). Folikiil
gelisiminin midantral asamasinda, graniiloza hiicre katmani kademeli olarak
dejeneratif hale gelir ve tim yap1 ince duvarlt bir kist goriiniimiine sahip olur.
Bununla birlikte, folikiil gelisimi midantral evrede arreste kalirsa, bu atrezinin hemen
basladigin1 gostermez. PKOS'lu kadinlarin uyarilmamis overlerinden elde edilen
graniiloza hiicreleri, normal kadinlarin overlerinden elde edilen graniiloza
hiicrelerinin canliliklart ile karsilastirildiginda, daha fazla hiicre sagkalimi oldugu

gosterilmistir (Almahbobi ve ark. 1996; Chang ve Dumesic 2019). PKOS'taki
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folikiillerin ¢ogunun apoptotik olmadigi ve genis fonksiyonel kapasiteye sahip
oldugu sonucuna varilmistir. Bu bulgular PKOS graniiloza hiicrelerinin, apoptotik
cekirdek ve proteinlerin azaldigini ve normal hiicrelere kiyasla artmis antiapoptotik
proteaz gen ekspresyonunu gosterir (Das ve ark. 2008; Chang ve Dumesic 2019).
Midantral arreste kalmanin ardindan, kistik folikiillerin klasik goriiniimiine yol agan
antrumun genislemesine neden olan artan bir folikiiler sivi birikimi oldugu
goriinmektedir. Folikiil biiylidiikce, graniiloza hiicre katmani kademeli olarak
dejeneratif ve ince hale gelir. Graniiloza hiicrelerinin aksine, folikiilii cevreleyen teka
hiicre tabakas1 normal folikiillerinkine kiyasla biiyiik dlciide hiperplastik hale gelir,
kalinlagir ve artan androjen lretiminden sorumludur. PKOS’ta teka hiicrelerin
olagandisi ¢ogalmasindan sorumlu mekanizma bilinmemektedir (Chang ve Dumesic

2019).

PKOS’lu overlerdeki folikiil sayisi, normal overlerdekilerle karsilastirildiginda,
primer, sekonder ve erken antral agamalarda artmistir (Maciel ve ark. 2004; Webber
ve ark. 2003; Chang ve Dumesic 2019). Folikiil popiilasyonlarinda sayisal
esitsizligin temeli agik degildir. Webber ve arkadaslar1 polikistik overlerde, primer
folikiillerin primordiyal folikiillere oranin arttigini, primordiyal folikiillerden biiyiime
havuzuna girisin artmig olabilecegini gostermistir (Webber ve ark. 2003). Buna
karsilik Maciel, artan sayida biiyiiyen folikiiliin, primordiyal folikiillerin azalmas ile
iliskili olmadigin1 gostermistir ve biiyiiyen folikiillerin birikmesinin sinirl biiyiime
progresyonundan kaynaklanabilecegini gostermistir (Maciel ve ark. 2004; Chang ve

Dumesic 2019).

Bu gozlemler, PKOS'da ekstraovaryan veya intraovaryan faktorlerin gebelik,
cocukluk veya erken eriskinlik doneminde degisen folikiiler gelisime katkida
bulunup bulunmadigi sorusunu giindeme getirmektedir. PKOS i¢in genetik bir
yatkinlik varliginda, uterus i¢inde, gebelik sirasinda embriyo gelisimini etkileyebilir.
Alternatif olarak, PKO morfolojisi gen¢ kadinlarin genel popiilasyonunda nispeten
yaygindir. Bununla birlikte, normal postpubertal ve gen¢ ergenlerde ovaryum ve
folikiil gelisiminin diizenlenmesi hakkinda c¢ok az sey bilinmektedir. Ergenlik
doneminde, over biliylimesinin aktivasyonunun gonadotropin seviyelerinin
yiikselmesiyle artmasi, folikiil gelisiminin ilerlemesine neden olabilir. Bu siirecin
baglatilmas1 daha sonra erken preantral folikiil biiylimesini diizenleyen intraovaryan

faktorleri aktive edebilir (Chang ve Dumesic 2019).
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4.7.1. PKOS’ta Infertilite

PKOS'lu kadinlarin over kalitesini ve fonksiyonunu etkileyen iligkili endokrin ve
jinekolojik anormallikler dogurganligi azaltabilir (Hart ve Doherty, 2015).
Infertilitenin PKOS'lu kadmlar arasinda saghikli kontrollere kiyasla 10 kat daha
yaygin oldugunu gdosterilmistir (Hart ve Doherty, 2015). Anovulatuvar infertilitenin
baslica nedeni PKOS’tur (Adams ve ark. 1986; McGovern ve ark. 2007). Bir baska
calismada da PKOS ile iliskili kalic1 anovulasyon periyotlari, infertilite ile pozitif
yonde iliskili oldugu ifade edilmistir (Imani ve ark., 1998). PKOS’lu kadinlarin
yaklasik %75-85"1 oviilatuvar fonksiyon bozukluguna sahiptir ve ovulasyon bu
bireylerde nadiren meydana gelir (March ve ark. 2010). Diizenli menstriiel sikluslar
olan PKOS'lu kadmlar da anovulatuvar olabilir. Yapilan bir c¢aligsmada,
hiperandrojenizm ve oligo-anovulasyonu olan 316 PKOS'lu kadinin %16'sinin
normal goriinen menstriiel sikluslara (27-34 giinliik araliklarla) sahip oldugu

bildirilmistir (Chang ve ark. 2005).

PKOS, obezite, insiilin direnci, Tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser
ve infertilite gibi hastaliklarla iliskilidir (El-Hayek ve ark. 2016). PKOS siklikla
anovulasyon i¢in ek bir risk faktorii olan obezite ile birliktedir (The Thessaloniki
ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group, 2008; Palomba ve
ark. 2015). Obez PKOS'lu kadinlarda ovulatuvar fonksiyon bozuklugunun altinda
yatan endokrin olaylar belirsiz olmasina ragmen, PKOS ve obezite ovulasyonun
bozulmasini birlikte etkiler (Dumesic ve ark. 2013). Ayrica normal kilolu ve obez
PKOS hastalarindaki ovulatuvar fonksiyon bozuklugu siireci farklidir. Normal kilolu
PKOS hastalarinda LH hipersekresyonu ve ovaryan hiperandrojenizmi, degisen
folikiil gelisimini diizenleyen primer faktorler gibi goriinmektedir, ayrica insiilin
ovaryan steroidogenez ve graniiloza hiicre farklilasmasinda gonadotropinin etkilerini
arttirmaktadir. Ote yandan, obez PKOS hastalarinda, anormal glukoz-insiilin
homeostazi ve adipojenik fonksiyon bozuklugundan olusan metabolik faktorler,
folikiil gelisimini ve oosit olgunlagsmasini degistirmede LH'den daha 6nemlidir. Bu
da ovulasyon indiiksiyonunun gerektigi normal kilolu PKOS hastalar1 harig, kilo
kaybinin neden bircok obez PKOS hastasinda ovulasyon ve fertiliteyi geri

kazanabilecegini aciklayabilir (Dumesic ve ark. 2013).

IVF tedavisi goren PKOS'lu kadinlar iyi tanimlanmistir (Sahu ve ark. 2008; Qiao
ve Feng 2011). PKOS’lu hastalar artmis sayida oosit tiiretmekle karakterize

40



olmalarma ragmen, bu oositlerin genellikle kaliteleri zayiftir ve daha disiik
fertilizasyon, boliinme ve implantasyon oranlarina sahiptir (Sahu ve ark. 2008;
Boomsma ve ark. 2008; Qiao ve Feng 2011). PKOS'lu kadinlarda bozulmus oosit
olgunlagsmas1 ve embriyonik gelisim yeterliligi kromozomal faktorler, anormal
endokrin/parakrin faktorler, metabolik disfonksiyon ve folikiilogenezis sirasindaki
intrafolikiiler mikrogevredeki degisikliklerle baglantilidir (Franks ve ark. 2002;
Dumestic ve ark. 2007; Wood ve ark. 2007; Dumesic ve Abbott 2008; Qiao ve Feng
2011). Bu nedenle, PKOS'un over dist ve over i¢i faktorlerdeki anomalliklerle ve
bunlarin graniiloza hiicresi (GH)-oosit etkilesimleri, oosit olgunlagmasi ve potansiyel
embriyonik gelisim yeterliligi lizerindeki etkileri hakkinda daha iyi fikir edinmek,
infertiliteyi iyilestirmek i¢in klinik stimiilasyonu optimize etmek ve boylece IVF

tedavisi goren PKOS'lu kadinlarda gebelik sonuglarini arttirmak i¢in énemlidir.

Ovulasyon indiiksiyonu, obezitesi olmayan veya farmakolojik olmayan bir
yaklagimin basarisiz oldugu hastalarda ilk tercih edilen tedavi yontemidir. Canli
dogum, 2 yil igerisinde IVF tedavisi goren PKOS'lu kadinlarda yaklagik %80
oraninda saglanir (Veltman-Verhulst ve ark., 2012). PKOS’lu ve anovulatuvar
infertiliteye sahip kadinlarda ilk tercih edilen ovulasyon indiiksiyon tedavisi anti-
ostrojen klomifen sitrattir (The Thessaloniki ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS
Consensus Workshop Group, 2008; Balen 2013). 2014 yilinda yapilan ¢aligma da
aromataz inhibitorii letrozoliin PKOS’lu infertil kadinlarda klomifen sitrata gore
daha yiiksek ovulasyon ve canli dogum orani sagladig1 bildirilmistir. Ancak 2016
yilinda yapilan baska bir calisma da sadece klomifen sitrata direngli PKOS'lu
kadinlarda, ovulasyon indiiksiyonu i¢in letrozol ve metformin ayrica klomifen sitrat
kullanan grup ile olan etkisini karsilagtirilmig, ovulasyon hizinda anlamli bir fark

bulunamamaistir (Abu Hashim ve ark. 2010; El-khayat ve ark. 2016).
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Sekil 10. PKOS'un olas1 kokenlerinin sematik modeli.

4.8. PROJE KAPSAMINDA INCELENEN PROTEINLER

4.8.1. Cep55

Cep55, 464 aminoasitten olusan ve 55 kDA agirliginda olan, cl0orf3 ve
FLJ10540 olarak da bilinen, memeli hiicrelerinde sitokinezin basariyla
tamamlanmasi i¢in gerekli olan bir sentrozom proteindir (Fabbro ve ark. 2005).
CepS5 tiimorogenezde gerceklesen sitokinez sirasinda intraseliiller kd&priilerin
yikilmasina kisitlama getiren endozomal sorting kompleksinin (ESCRT) tasinma
mekanizmasi i¢in gereken faktorler ile birlikte fonksiyon gosterir (Carlton ve ark.
2007; Carlton ve ark. 2008; Lee ve ark. 2008; Jeffery ve ark. 2015). Xu ve
arkadaslari, Cep55’in 1§  biitiinliigiiniin ~ saglanmasinda, = kromozomlarin
hizalanmasinda ve metafaz-anafaz gecisinde 6zellikle mayotik oositlerde 6nemli rolii
oldugunu gostermistir. Ayrica Cep55, mitoz boliinme ve mayoz bdliinmede farkl
islevlere sahiptir. Mayozda ig olusturmak i¢in mikrotiibiilleri organize ederken,
mitozda sitokinezde rol oynar ancak oositlerin sitokinezinde rol oynamaz (Xu ve ark.

2015).
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Eriskin dokularda ¢ogunlukla testislerde ve kanser hiicre dizilerinde eksprese
olur. Cep55’in germ hiicre fonksiyonundaki rolleri de bilinmektedir (Fratta ve ark.
2011; Jeffery ve ark. 2015). Cep55 kanserde anormal olarak eksprese olur ve bundan
dolay1 Cep55 kanser as1 tedavisi i¢in ideal bir aday olarak goriiliir (Inoda ve ark.
2011a; Jeffery ve ark. 2015). Cep55 bazli immiinoterapi asilarinin etkinliginin ilk
caligmalari, kemoterapiye direngli kolon kanseri kok hiicreleri ve tiimor baslatan
hiicrelerin tedavisinde imit vaat ettigini gosterir (Inoda ve ark 2011b; Jeffery ve ark.

2015).

4.8.2. Cdk4

Cdk4, hedef proteinlerin fosforilasyonunu katalize eden ve hiicre dongiisii
ilerlemesini hizlandiran protein-serin kinaz siiper ailesine aittir. Cdk4 ve siklin D
arasindaki kompleks olusumu, G1 fazi boyunca hiicre proliferasyonunu diizenler (De
Falco ve ark. 2004). Cdk4’iin hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmada ekspresyonu
gozlenir (Briissow ve ark. 2011; Kempisty ve ark. 2013). Cdk4'lin hiicre dongiisiinii
diizenleyici mekanizmasi, cogunlukla karsinogenez sirasinda kontrolsiiz hiicre
cogalmasi tlizerinde calisilmistir (Roberts ve ark. 2012). Bununla birlikte, Cdk4’{in
folikiilogenez ve oogenez sirasinda hiicre biiylimesinin kontroliinde de yer aldigi
gosterilmistir (Kempisty ve ark 2014). Siklin bagimli kinazlar mayotik stirecte rol
oynar ve oositlerin mayotik yeterliligini kontrol eden baslica proteinlerdir (Adhikari
ve ark. 2012). Cdk4, farelerde oosit olgunlasmasi sirasinda G1/S progresyonunda rol
oynar (Kohoutek ve ark. 2004). Ayrica, folikiil boyutu, oosit i¢indeki spesifik Cdk4
translokasyonuyla baglantilidir (Briissow ve ark. 2011). Domuz oositlerinde Cdk4’{in
olgunlagmadan 6nce ve olgunlagsmadan sonraki ekspresyonu karsilastirildiginda, in
vitro maturasyon sonrasinda ekspresyonunun arttig1 ve oosit maturasyonu sirasinda
kontrol noktas1 olarak kullanabilecegi bildirilmistir (Kempisty ve ark. 2014). Ayrica
domuz oositlerinin domuz folikiillerinden elde edilen kumulus hiicreleri ile kiiltiire
edilmesi sonucunda sitoplazmadan niikleusa dogru ekspresyonun gectigi
gosterilmistir (Kempisty ve ark. 2013). Cdk4 domuz oositlerinde hem zona

pellusida’da hem de sitoplazmada bulunur (Briissow ve ark. 2011).
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4.8.3. Hsp27

Is1 soku proteini 27 (Hsp27), 12-43 kDa agirliginda, sitoplazmik olarak bulunan
kiiclik 1s1 soku protein ailesinin bir liyesidir. Hsp27, bir saperon proteini olarak
birgok oOnemli apoptotik yolda hiicre apoptozisini diizenlemeye katilmaktadir
(Banerjee ve ark. 2011; Liu ve ark. 2013) ve fonksiyonel olarak apoptozu inhibe
edebilen bir apoptotik regiilatdrdiir (Concannon ve ark. 2003). Bir molekiiler saperon
proteini olan Hsp27, 1s1 soku, toksik maddeler, yaralanma ve oksidatif stres gibi
cesitli streslere yanit olarak hiicresel korumada yer alir (Lanneau ve ark. 2008).
Hsp27 apoptotik yolaklardaki kaspaz aktivasyon bilesenleri ile dogrudan etkilesim
halindedir ve giiglii anti-apoptotik 6zelliklere sahiptir. Bunun sonucunda apoptozla
iligkili yaralanmalara kars1 koruyucu etkiler gosterir (Garrido ve ark. 2003; Whitlock
ve ark. 2005). Hsp27, renal yaralanma ve fibrozis, kanser, norodejeneratif hastaliklar
ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir ¢ok hastalikta eksprese olur. Bundan dolay1
potansiyel biyobelirte¢ ve terapotik hedef olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir
(Vidyasagar ve ark. 2012). Ayrica Hsp27’nin PKOS’lu kadinlarda (Ma ve ark. 2007),
farelerde oosit maturasyonu (Liu ve ark. 2010; Cai ve ark. 2013) ve erken
embriyonik gelisim caligmalarinda (Liu ve ark. 2013) rolii incelenmistir. Hsp27

folikiiler oogenezde hiicre apoptozisini dnler (Ma ve ark. 2007).

4.8.4. Nobox

NOBOX (Newborn Ovary Homeobox), oosite 6zgli bir homeobox geni olup, fare
ve insanlarda primordiyal ve biiyiiyen oositlerde eksprese olur (Suzumori ve ark.
2002). Nobox homozigot knockout farelerde dogum sonrasi oosit kaybini hizlandirir
(Rajkovic ve ark. 2004). Ayrica oositlerde Nobox geninin yoklugunda eksprese olan
33 genin sadece 5’1 eksprese olur (Choi ve ark. 2006). Nobox ii¢ adet transkriptten
eksprese edilir. Insan overlerinde eksprese edilen Nobox transkripti 1725 baz
ciftinden olusur ve folikiilogenezde bu transkript rol oynar. Diger iki Nobox
transkripti fotal ve eriskin overlerinden eksprese olmaz (Huntriss ve ark, 2006;
Bayne ve ark. 2015). Nobox geni olmayan disi farelerde, kadinlarda over
yetmezligine benzer bir fenotip gozlenir (Rajkovic ve ark. 2004). Prematiir over
yetmezliginde (primer ovaryan yetmezlik) Nobox dnemli rol oynar ve Nobox’un
dogum oOncesi farelerin over gelisiminde somatik hiicre bilesenlerinin ve/veya

germline/soma iletisiminin uygun gelisimi i¢in vazgeg¢ilmezdir (Lechowska ve ark.
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2011). Nobox ve prematur ovaryan yetmezlik iliskisi ile yapilan bagka bir ¢alisma
sonucunda, prematur over yetmezligi olan bir hastada NOBOX un transkripsiyonel
aktivasyonunun dnemli bir fonksiyon kayb1 sergiledigi ve G2 / M arrestinin kontrol
edilmesinde NOBOX'un yeni bir rolii oldugu gosterilmistir (Li ve ark. 2017). Oosit
kalitesi iizerine yapilan bir diger g¢alisma da ise NOBOX ekspresyonundaki
farkliligin gelisimsel olarak yeterli ya da yetersiz oositlerde kalite farkini ortaya

koyabilecek bir protein oldugu bildirilmistir (Belli ve ark. 2013).

4.8.5. FoxI2

Forkhead Transkripsiyon Faktorii (FoxI2), canlilarda ilk kez Drosophila’da,
memelilerde ilk kez 1998 yilinda fare hipofiz bezinin gelisiminde rol oynayan genler
icinde tanimlanmistir (Weigel ve ark. 1989; Treier ve ark. 1998). FoxI2, 110 amino
asit DNA binding forkhead domaini iceren, 2.7 kb'lik bir tek ekzon genidir
(Lehmann ve ark. 2003; Verdin ve De Baere 2012). Bu ailenin iiyeleri mayadan
insana kadar degisen tilirlerde de tanimlanmistir (Lehmann ve ark. 2003). Etki
bigcimleri oncili faktorler, transkripsiyon faktorleri veya her ikisi gibi oldugundan
oldukca c¢esitlidir (Leung ve ark 2016). Gelisim, kok hiicre farklilasmasi,
metabolizma, bagisiklik ve cinsiyet belirleme de dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik
stirece katilir (Leung ve ark 2016). Embriyogenez (Weigel ve ark. 1989; Mahlapuu
ve ark. 2001; Lehmann ve ark. 2003), hiicre farklilagmasi (Brissette ve ark. 1996;
Dottori ve ark. 2001; Nakae ve ark. 2003), timoérogenezde (Parry P ve ark. 1994;
The ve ark. 2002; Radisavljevic 2003), goz kapagr gelisimini -etkileyen
Blepharophimosis-Ptosis-Epicanthus Inversus Sendromunda (BPES) (Crisponi ve
ark. 2001), graniiloza hiicre timorlerinde rol oynar (Leung ve ark 2016). Ayrica
Fox12, over gelisimi ve ovaryan folikiillerinin biiylimesi ve maturasyonunda merkezi

bir transkripsiyon faktorii olarak ortaya ¢ikar (Pisarska ve ark. 2011).

FoxI2’ deki heterozigot mutasyonlar, kadinlarda karakteristik erken over
yetmezligi ve infertiliteye neden olur (Zlotogora ve ark. 1983). Farelerde, Fox12’nin
ekspresyonu cinsiyete bagli olarak degiskenlik gosterir. Disi gonadlarinda
embriyonik 12.5 giinden itibaren ekspresyonu baslar ancak erkeklerde gonadlarin
gelismesinde saptanamamistir. FoxI2 ifadesi over farklilagmasinin en erken
belirteclerinden biridir ve yetigkinlik boyunca tiim folikiiler evrelerde somatik

graniiloza ve teka hiicrelerinde devam eder (Schmidt ve ark. 2004). Fenotipik olarak
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homozigot geni susturulmus farelerin fenotipik analizlerinde FoxI2’nin graniiloza
hiicrelerinin farklilagmasi ve proliferasyonu i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Uda
ve ark. 2004). Foxl2 mutant farelerin folikiillerinde graniiloza hiicreleri yassidan
kiibik hale gecemez ve gelisemeyen graniiloza hiicrelere sahip folikiiller atreziye
ugrar. Tim bunlarin sonucunda ilerlemis folikiiler yetmezlik ve infertilite ortaya

cikar (Schmidt ve ark. 2004, Uhlenhaut ve Treier 2011).

4.8.6. Konneksin 37

Gap junctionlar, komsu hiicre sitoplazmalarini birbirine baglayan ve hiicreler
arasinda 1000 kDa’dan daha kiigiik sekonder mesajcilar, inorganik iyonlar ile kiigiik
metabolitlerin gegisine izin veren hiicreleraras: kanal kiimeleridir (Bruzzone ve ark.
1996). Her gap junction, hemi kanallar olarak bilinen bir konneksondan olusan ve
molekiiler agirhigina goére adlandirilan alti adet konneksin alt biriminden
olusmaktadir (White ve ark. 1995). Folikiiliin gelisimi ve fonksiyonu i¢in oosit ve
graniiloza hiicreleri arasindaki iletisimin gap junctionlar tarafindan yapildig:
gosterilmistir (Kidder ve ark. 2002). Gap junctionlar, endokrin ve parakrin olarak
bliylime sinyalleri gondererek oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki metabolik
koordinasyonu saglar (Heller ve ark. 1981; Matzuk ve ark. 2002; Wigglesworth
2013). Boylece folikiiler biiyiimenin koordinasyonunda ve oosit maturasyonunda rol
oynar (Grazul-Bilska ve ark. 1998, Kalma ve ark., 2004). Konneksin 37 (Cx37) hem
graniiloza hiicrelerinde hem de oositlerde heteroseliller gap junctionlarin
olusmasinda bulunur (Veitch ve ark. 2004). Cx37, hiicreler arasi iletisimi
kolaylastiran ve hiicre farklilagmasi, gocli ve gelismesine katkida bulunan gap
junction proteinlerinin konneksin ailesine aittir (Kidder ve Mhawi, 2002).
Ovaryumda, Cx37 oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki hiicreler arasi iletisimde
onemli bir rol oynar ve folikiiliin normal gelisimi i¢in gerekli olan ¢ift yonlii sinyal
iletimini kolaylastirir (Teilmann 2005). Farelerde primer folikiillerden preantral over
folikiillere gectikce Cx37’nin sayisinda Onemli bir artis oldugunu gosterilmistir
(Teilmann 2005). Cx37 bulunmayan farelerde Cx37'nin oosit biiyliimesi ve preantral
folikiillerdeki sitoplazmik mayotik yetkinlik kazanimi i¢in gerekli oldugunu
belirtmistir (Carabatsos ve ark. 2000). Fare geni knockoutlarr, hem Cx37 hem de
Cx43'in folikiil biiylimesinin erken donemlerinde gerekli oldugunu acik¢a ortaya

koymustur (Kidder ve Vanderhyden, 2010). Fare ovaryumlarinda, Cx37, oosit
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ylizeyindeki gap junctionlarda lokalizedir ve bu nedenle oosit-graniiloza hiicresi
metabolik baglanmasindan sorumludur (Simon ve ark. 1997; Gittens ve Kidder
2005). Cx37'yi sifreleyen Gja4 knockout edildiginde, oositler, graniilozadan
metabolik olarak ayrilmalarinin bir sonucu olarak, mayotik yetkinlik kazanamayip
biliyliyemez ve sonunda dejenere olurlar (Simon ve ark. 1997). Oositlerin kaybiyla
birlikte, Cx37 null ovaryumlarin graniiloza hiicrelerinde erken luteinizasyon gozlenir.
Bu nedenle, oosit ylizeyindeki Cx37 gap junctionlarinin sadece oosit tarafindan
ihtiyag duyulan graniiloza hiicre metabolitlerini degil, ayn1 zamanda graniiloza
hiicrelerinin ovulasyondan once luteinize olmasini engellemek i¢in oositten gelen

sinyalleri almasi i¢inde dnemlidir (Winterhager ve ark. 2015).

Gap junction protein ailesi i¢inde farelerde folikiil ve oosit biiylimesi i¢in iki
izoform tanmimlanmistir: Gap junction alfa 1 (GJA1, konneksin-43, Cx43) ve Gap
junction alfa 4 (GJA4, konneksin-37, Cx37) (Kidder ve ark. 2002; Kidder 2005;
Gershon ve ark. 2008; Santiquet ve ark. 2013). Cx37 ve Cx43, hem biiyliyen hem de
olgun folikiillerin gap junctionlarinda ancak farkli konumlarda tanimlanmistir.
Kumulus hiicrelerinin (trans-zonal ¢ikintilar) uzantilari oosit yiizeyine temas etmek
icin zona pellusida boyunca uzanir ve farelerde, biiyliyen folikiillerde oosit
ylizeyindeki gap junctionlar Cx37'den olusan homomerik-homotipik baglantilari
olusturur (Albertini ve ark. 2001; Winterhager ve ark. 2015). Cx37 olmadan folikiiler
gelisim durmakta ve daha sonra ovulasyon gerceklesmemektedir (Simon ve ark.
2006). Cx37, folikiilogenezin tiim evrelerinde oositler tarafindan eksprese edilir.
Gjad'iin delesyonu, oosit ile graniiloza hiicrelerinin arasindaki gap junctionlarin
kayb1 ile sonuglanir ve hiicrelerarasi iletisimin kesilmesine neden olur. Bu nedenden
dolay1 kadinlarda infertiliteye neden olur (Simon ve ark. 1997). Bu hayvanlarda
primordial folikiiller biiyliyen havuza dahil edilmeye devam ederken, folikiil gelisimi

preantral-antral gegiste basarisiz olur.

Farkli insan popiilasyonlarinda Cx37 geninde polimorfizmler goriiliir ve protein
sekanslamasi ile C terminal domaininde T domanine bir kayma belirlenmis ve
Cx37’nin bagka bir bi¢imdeki formu tanimlanmistir (Lee ve ark. 2008; Han ve ark.
2008). C terminal domainindeki bu degisiklik sonucunda baglantilarin iletkinliginde
voltaj duyarliligmma neden olabilecegi bildirilmistir (Kumarive ark. 2000). Bu
degisiklik sonucunda ortaya ¢ikan duyarlilik, Tayvanlilarda koroner arter hastaliklari

(Yeh ve ark. 2001; Leu ve ark. 2011), karotid intimal-medial kalinlik ve bunu
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takiben inmeye ve Japonlarda koronar arter hastaliklarmma (Yamada ve ark. 2002),
Isvigrelilerde (Listi ve ark. 2007) ve Sicilyalilarda (Listi ve ark. 2005) miyokard
enfarktiisiine neden oldugu, Cinlilerde ise sepsis ile iliskili oldugu gosterilmistir (Yu

ve ark. 2017).

4.8.7. Konneksin 43

Gap junction alfa 1 (GJA1l, Konneksin 43, Cx43), folikiiler bilyiimenin her
asamasinda bol miktarda bulunan, hiicreler arasi kiigiik molekiillerin ve iyonlarin
taginmasini saglayan hiicreler arasi baglantilardir (Teilmann 2005). Cx43 protein
ekspresyonu seviyesi, folikiil gelisimi sirasinda artar ve folikiiler atrezi ile azalir
(Ackert ve ark. 2001). Konneksinlerin oosit maturasyonundaki rolleri ¢cogunlukla
knockout fare modellerinde arastirilmistir (Carabatsos ve ark. 2000; Li ve ark. 2007).
Fare ovaryumlarinda, Cx43 graniiloza hiicrelerini birbirine baglar (Simon ve ark.
1997; Gittens ve Kidder 2005). Cx43-null farelerden toplanan oositler mayotik
maturasyona ulasmada basarizdir ve bu durum infertilite ile sonuglanir (Ackert ve
ark. 2001). Fare knockout modellerinin subfertil oldugu ve farelerde normal oogenez,
folikiilogenez ve erken embriyonik gelisimler gozlenir iken, implantasyon
gerceklesememektedir (Li ve ark. 2007; Gershon ve ark. 2008). Bu proteinlerin
sadece oosit maturasyonunda degil ayni zamanda oositin gelismesinden ve
embriyonunun biiyiimesinden sorumlu olduklar1 bildirilmistir (Brevini ve ark. 2002).
Cx37, somatik graniiloza hiicreleri ve oositler arasindaki baglantiy1 saglayan major
protein iken, Cx43 graniiloza hiicre baglantisinda 6énemli rol oynar (Shimada ve ark.
2001; Shimada ve ark. 2004). Bununla birlikte Cx43 hem graniiloza hiicrelerinde
hem de denude oositlerde bulunur (Calder ve ark. 2005; Pandey ve ark. 2009;

Briissow ve ark. 2011) .

Cx43 protein seviyesi zamanla degisir ve domuz kumulus-oosit kompleksleri in
vitro olgunlagmasi sirasinda PKC ve PI3K'dan etkilenir (Shimada & Terada, 2001;
Shimada ve ark. 2001). Cx43 mRNA's1 mayotik yeniden baglatma sirasinda domuz
kumulus-oosit ~ komplekslerinde eksprese edilir ve ekspresyon seviyesi
gonadotropinlerden etkilenir (Granot ve Dekel, 2002; Santiquet ve ark. 2013).
Cx43’iin domuz oositlerinde degil sadece kumulus hiicrelerinde eksprese oldugu

bildirilmistir ancak in vitro maturasyon sirasinda seviyesinin degistigi ve zona

pellusida yoluyla ooplazmik membran igerisinde lokalize oldugu bildirilmistir
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(Santiquet ve ark. 2013; Lee ve ark. 2015). Domuz oositleri ile yapilan bagka bir
calismada MAPK inhibitorii olan U0126 ile muamele edilen oositlerin blastosist
evresine gelisim oranimi arttirdigt bulunmus; bu, uygulama sonucunda GAPJ'nin
parcalanmasinin  ertelenmesinin  oosit gelisim  yeterliligini  gelistirebilecegi
bildirilmigtir (Shinohara ve ark. 2018). Fare oositlerinde, Cx43 proteini, kumulus
hiicrelerinde, transzonal uzantilarda ve oositlerde eksprese olur (Kidder ve Mhawi
2002; Simon ve ark. 2006). Asir1 Dihidrotestosteron (DHT)' nin Cx43
ekspresyonunu azalttigi ve graniiloza hiicreleri arasindaki iletisimi bozdugu
gosterilmistir (Wu ve ark. 2010). Yapilan bagka bir ¢alismada 1,25D5 ‘iin insan deri
fibroblastlarindaki niikleer VDR araciligryla Cx43 protein seviyelerini ve Cx43
mRNA stabilitesini arttirdig1 gdsterilmistir (Clairmont ve ark. 1996). insan kumulus
hiicrelerinde eksprese olan mitokondrial uncoupling protein 2 (UCP2) ‘nin roliinii
kesfetmek icin yapilan bir ¢alismada UCP2’nin inhibisyonu i¢in kullanilan Genipin
veya siRNA’nin Cx43 mRNA ve protein ekspresyonunu Onemli olgiide azalttig
gosterilmistir. Ayrica kumulus hiicrelerinden salgilanan steroid hormonlarinin
degisebilecegi ve bu degisimin folikiil i¢erisindeki endokrin dengeyi bozarak folikiil
sagligt ve biiyiimesi ile birlikte oosit olgunlagsmasini da etkileyebilecegi
diistiniilmistiir. Bunlarin sonucunda UCP2, otofajinin ve apoptozun diizenlenmesi,
gap junction biitlinliigiiniin ve progesteron sentezinin korunmasi ile iligkilidir (Ge ve
ark. 2017). Cx43 protein seviyesi, yariklanma durumu ve morfolojisi ile
degerlendirmis ve embriyo kalitesi ile pozitif korelasyon gostermistir (Wang ve ark.
2009). Ayrica hamile olan hastalarda hamile olmayanlara gore anlamli derecede
yiiksektir (Wang ve ark. 2009). Hasegava ve arkadaslari, IVF-ICSI sikluslari
sirasinda  kumulus hiicrelerinde Cx43'iin mRNA ekspresyonunu incelemis ve
Cx43"'in ekspresyonu ile fertilizasyon veya yariklanma orani arasinda anlamli bir
iligki bulamamistir. Bununla birlikte, Cx43 ekspresyonunun iyi morfoloji (3. giinde
blastomer sayisinin 7’den daha fazla oldugu ve fragmantasyon oranini %10’dan daha
diisiik oldugu grup) grubunu diger deney gruplar ile karsilastirdiginda daha diisiik
oldugunu bulmustur. ICSI’de kullanilacak oositler toplanirken kumulus hiicrelerinde
Cx43 ekspresyonunun tam olarak azaltilmasinin insan oositlerinin gelisimsel
yetkinligi i¢in sart oldugunu ileri siirmiistiir (Hasegeva ve ark. 2007). Talhouk ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada polikistik over sendromu i¢in uygun bir kiiltiir
modeli olusturmus, Cx43 ve Gap junction baglantili hiicrelerarasi iletisim (GJIC)'in

polikistik over sendromunun patogenezine katkida bulunabilecegini gostermistir
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(Talhouk ve ark. 2012). Yapilan baska bir ¢alisma da oosit maturasyonu i¢in GnRH
agonisti ve insan koryonik gonadotropin (hCQ) ile tetiklenen hastalar ve sadece hCG
ile tetiklenen hastalar karsilastirilmistir. Sonug olarak iki tetikleyici alan hastalarin
graniiloza hiicrelerinden Cx43 ekspresyonunun azaldigi bununda oosit ve embriyo
kalitesi 1ile iligkili olabilecegi bildirilmistir (Haas ve ark. 2016). Yildiz ve
arkadaslarinin diyabetik sicanlarin overleri ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada Likopen
verilen siganlarin primordiyal, sekonder ve biiyiik antral folikiillerinde Cx43’iin
arttig1 gosterilmistir (Yildiz ve ark. 2016). Yang ve arkadaslar1 PKOS’lu hastalarda
androjen fazliligindan yola ¢ikarak farelere testosteron uygulamig ve bu uygulama
sonucunda androjen reseptoriiniin (AR) dnemli dl¢iide arttigini, Cx43’lin de belirgin
bir sekilde azaldigini bildirmistir. Degisen bu AR ve Cx43 ekspresyon seviyeleri
folikiilogenezi etkileyecegini diisiinmiislerdir (Yang ve ark. 2015).

4.8.8. Adamts-1

Adamts’ler hiicre disina salinabilen, ekstraseliiler matriks hasarinda ve
onariminda O6nemli role sahip proteinazlardir. Kollajen, agrekan, versikan gibi
ekstraseliiler matriks subtrastlarini parcalayan Adamts ailesi 19 adet iiyeye sahiptir
(Gao ve ark. 2007). Ekstraseliiler matrikste onemli fizyolojik siireclerin biiyiik
boliimiiyle iligkilendirilen bu enzimler, metalloproteinazlarin doku inhibitorleri
(TIMP) tarafindan inhibe edilir (Wang ve ark. 2006, Wayne ve ark. 2007; Demircan
ve ark. 2014). Bu grubun aile liyeleri, ekstraseliiler matriksteki gorevlerine gore
cesitli alt gruplara ayrilmistir. Trombospondin benzeri motifler i¢eren bir disintegrin
ve metalloproteinaz-1 (Adamts-1= a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin-like motifs-1) bunlardan biridir ve hiicre dis1 matrikse baglanabilen,
matriks metalloproteinazlardan farkli olarak salgilanan metalloendopeptidazlar ile

iligkili bir aileye aittir (Kuno ve ark. 1999).

Adamts ailesinin bazi iiyelerinin ifadesi, bazi memeli tiirlerinde ovulasyon
sirasinda, biiyiiyen folikiillerde bulundugu bildirilmistir. Adamts-1, esas olarak
kemirgenler, inekler, atlar, domuzlar, maymunlar ve ayrica insanlarin GH'leri
tarafindan eksprese edilir. Adamts-1, kumulus oosit kompleksi olusumu veya
stabilizasyonu iizerinden ovulasyonu etkileyebilir (Robker ve ark. 2000; Madan ve
ark. 2003; Boerboom ve ark. 2003; Tang ve ark. 2016). Adamts-1, -4, -9 ve -15
mRNA ekspresyon seviyelerinin iki kat veya daha biiyiik bir artisinin, hCG
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uygulamasi sonrasindaki ovulatuvar folikiillerde bulundugu gosterilmistir. Buna ek
olarak, progesteron, Ostrojen ve androjenler, ekstraseliller matrikste sindekan ve
perlekanin proteolizi ile folikiiler parcalanmay1 saglayan Adamts-1 ekspresyonunu

arttirir (Pelu ve ark. 2011; Russell ve ark 2015).

Ovulasyon dncesi donemde ya da ovulasyonun erken veya geg¢ evrelerinde insan
overleri iizerinde yapilan bir g¢alismada, GH'lerinde, Adamts-1 ve Adamts-9
ekspresyon seviyesi 30 veya 40 kat artmistir ancak teka hiicrelerinde dikkate deger
bir degisiklik olmamistir (Tang ve ark. 2016). ADAMTS molekiillerinin PKOS
patogenezinde rol oynayabilir (Mishra ve ark. 2013; Karakose ve ark. 2016).
Freimann ve arkadaslari yardimci iireme teknolojilerinin (YUT) kullanimiyla In
Vitro Fertilizasyon (IVF) prosediiriinden elde edilen insan graniiloza hiicrelerinde
Adamts-1'in eksprese edildigini gostermistir (Freimann ve ark. 2005). Adamts-1
ovulasyonda 6nemli rol oynadigi ve Adamts-1 geninin susturulmasi ile yapilan
modellerde ciddi ovulatuar bozukluklar saptanmistir. Xiao ve arkadaslarinin
yaptiklart ¢alisma sonucunda PKOS hastalarinda Adamts-1 ekspresyonunun
azalmas1 bozulan oosit kalitesi ile yakindan iliskili oldugunu gostermistir (Xiao ve
ark 2014). GohariTaban ve arkadaslari, Progesteron resptorleri ile birlikte Adamts-1
ve Adamts-9’un PKOS hastalarinin kumulus hiicrelerinde azalmasinin, diisiik
fertilizasyon orani ile birlikte bozulmus oosit maturasyonu, azalmis oosit geri
kazanimi ve oosit maturasyon oranlarina yol acabilecegini gostermistir (GohariTaban

ver ark. 2019).

4.8.9. Adamts-9

Adamts-9, sirastyla Gon-1 ve adli nematodlarda Gon-1 ve meyve sineklerindeki
Adamts-A proteazlariyla yiiksek homoloji gosteren, Adamts proteinaz ailesinin
evrimsel olarak en ¢ok korunmus ve en biiylik proteazidir (Blelloch ve ark. 1999;
Clark ve ark. 2000; Somerville ve ark. 2003; Ismat ve ark. 2013). Yapilan
caligmalarda Adamts-9’un substratlar1 olarak iki ekstraseliiler matriks proteoglikani
Agrekan ve Versikan tanimlanmistir (Somerville ve ark. 2003). Adamts-9, MII
oositin kumulus hiicrelerinde MI oositin kumulus hiicrelerine kiyasla artmis olarak
gosterilmistir (Huang ve ark. 2013). Buna ek olarak, Adamts-9 fare embriyo gelisimi
sirasinda yaygin sekilde eksprese edilir. Adamts-9 ve Ank2'nin oosit olgunlagmast

sirasinda  ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisiklikler, PKOS'ta
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folikiilogenez ve oosit olgunlagmasi i¢in hiicre iskeletinin ve hiicre dist matriks
olusumunun 6nemli oldugunu gosterir (Huang ve ark. 2013). Yapilan bagka bir
calisgmada PKOS’lu hastalarin kontrol grubu hastalarla karsilastirilmasi sonrasinda
serum seviyelerinde Adamts-1, Adamts-5 ve Adamts-9 seviyelerinde herhangi bir

farklilik bulunmamistir (Karakose ve ark. 2016).

PKOS’lu kadinlardan oosit elde edilmesinin zorlugu goéz Oniine alindiginda
deneysel olarak olusturulan PKOS modeli ile oositlerin olgunlagmasinin sebeplerinin
anlagilmasi ve bunlarin gelecekte infertilite tedavisinde kullanilmasi ¢ocuk sahibi
olmak isteyen olgunlagmamis oosit rezervinin diisiik oldugu vakalar agisindan
onemlidir. Bu ¢alismada kadinlardaki infertilite sebeplerinden biri olan PKOS‘un
deneysel fare modelinde farkli ila¢g uygulamalarindan sonra oosit maturasyonunu

etkileyen faktorlerin degerlendirilmesi amaglanmigtir.

Bu amac¢ dogrultusunda g¢aligmamizda PKOS disi Balb/C farelerde DHEA
kullanilarak deneysel PKOS modelinin olusturulmasi hedeflendi. Deneysel PKOS
fare modelinin olustugunu kanitlamak i¢in ovaryumlar morfolojik olarak ve Glukoz
Tolerans testi uygulanarak degerlendirildi. PKOS modeli olusturulan farelerde
ovulasyon indiiksiyonu ve oosit kalitesinin arttiran klomifen sitrat, metformin ve
pioglitazon ilaclarinin uygulanmasint takiben toplanan over dokularinda oosit
maturasyonunda 6nemli olan Cep55, Cdk4, Hsp27, Foxl2, Nobox, Konneksin 37,
Konneksin 43, Adamts-1 ve Adamts-9 proteinlerinin seviyesi ovaryumlarda

immunohistokimyasal olarak, oositlerde immunofloresan olarak incelendi.
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5. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu’nun 22/08/2017 tarih, 77.637.435 numarali onay1 ile yapildu.

Bu calisma Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan 2016-163 no’lu proje ile desteklendi.

5.1. DENEYSEL PKOS MODELI OLUSTURULMASI

Calismada Kobay deney hayvanlar1 laboratuvarindan temin edilen 21 giinliik 36
adet disi Balb/C cinsi fare kullanildi. Fareler, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda, sessiz, sicaklik ve nem kontroli olan
bir ortamda 12 saat aydinlik (08:00-20:00) ve 12 saat karanlik siklusuna uyularak
bakildi. Caligma boyunca su ve yiyecek aliminda bir kisitlama yapilmadi. Ortam
sicakligi 2441 °C olacak sekilde ayarlandi.

Deneysel PKOS modeli 4 haftalik 36 adet disi Balb/C cinsi farede
olusturuldu. Modeli olusturmak i¢in 21 giin boyunca farelere 0,01 ml %95’lik
etanolde c¢ozdiiriildiikten sonra 0,09 ml susam yag: ile karistirilarak hazirlanan
Dihidroepiandrosteron (DHEA, Merck Millipore, katalog no:252805) 6 mg/100g
olacak sekilde 0.1 cc subkutan olarak enjekte edildi (Yaba ve Demir 2012;
Bakhshalizadeh ve ark. 2017).
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5.2. CALISMA GRUPLARI

Grup I (n=6): Bu gruptaki deneklere herhangi bir uygulama yapilmadi ve 21
giin sonunda sakrifiye edildi. Kontrol grubu olarak belirlendi.

Grup II (n=12): Bu gruptaki deneklere 21 giin DHEA subkutandz enjekte edildi
ve bu siire sonunda sakrifiye edildi. Deneysel PKOS modeli kontrolii olarak
belirlendi.

Grup III (n=9): Bu gruptaki deneklere 21 giin boyunca DHEA subkutanoz
enjekte edildikten sonra 5 giin boyunca 1,5 mg/kg klomifen sitrat orogastrik kaniil ile,
0,2 ml serum fizyolojikte ¢oziilerek verildi ve bu siire sonunda sakrifiye edildi.
Deneysel PKOS modeli klomifen sitrat tedavi grubu olarak belirlendi.

Grup IV(n=9): Bu gruptaki deneklere 21 giin boyunca DHEA subkutanoz
enjekte edildikten sonra 5 giin boyunca klomifen sitrat (Klomen, Kogak Farma) (1,5
mg/kg) + % metformin (Glifor, Bilim ilag) (12 mg/kg) + pioglitazone (Glifix, Bilim
flag) (0,20 mg/kg) orogastrik kaniil ile 0.2 ml serum fizyolojikte ¢dziilerek verildi ve
bu siire sonunda sakrifiye edildi. Deneysel PKOS modeli kombine tedavi grubu
olarak belirlendi.

Grup II de bulunan deneklerden tigii PKOS modeli oosit analizi i¢in 21. glinde
sakrifiye edildi ve ovaryum dokular1 M2 kiiltiir vasatina (M7167, Sigma, USA)
alinarak oositler toplandi ve %4’likk paraformaldehitle (1040051000, Merck
Millipore, GER) fikse edildi.

5.3. GLUKOZ TOLERANS TESTI

Caligmada PKOS deneysel modelin teyiti i¢in her gruptan deneklere sakrifiye
edilmeden once glukoz tolerans testi uygulandi (Kaufmann ve ark. 2015). Fareler
sadece su icebilecekleri sekilde 6 saat a¢ birakildi ve siklik evrelerden bagimsiz
olarak Glukoz Tolerans Testi uygulandi. Tek doz intraperitoneal olarak glukoz serum
fizyolojik icinde 2g/kg doz olacak sekilde enjeksiyonu yapilmadan 6nce (0.
Dakika’da) glukometre ile bazal kan sekerleri 6l¢iildii. Tek doz intraperitoneal olarak
glukoz (serum fizyolojik i¢inde 2g/kg doz olacak sekilde) enjeksiyonu yapildiktan
sonra 15., 60. ve 120. dakikalarda kan sekerleri 6l¢iildii ve kayit edildi (Kaufmann ve
ark. 2015).
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5.4. OVARYUM DOKULARININ HiSTOLOJIK ANALIiZi

5.4.1. Dokularin Alinmasi ve Parafin Doku Takibi

Alinan ovaryum doku 6rnekleri 151k mikroskop ile degerlendirilmek tizere %10
formalin soliisyonu ile 48 saat slireyle fikse edildi. Daha sonra doku Ornekleri
dehidratasyon i¢in sirast ile %60’lik, %70’lik, %80’lik alkollerde (Alkomed, BUL)
30 dakika, %100 alkolde 1 saat olacak sekilde tutuldu. Seffaflastirma igin iki
degisim olacak sekilde ksilende (Surgipath, USA) tutuldu. Seffaflastirma islemini
takiben, iki degisim olacak sekilde parafinde tutulduktan sonra parafine gomiildii.

Uygulanan doku takip protokolii Tablo 6’da gdsterilmistir.

Tablo 6. Parafin doku takip protokolii

ISLEM SOLUSYON SURE
FIKSASYON %10 FORMALIN 48 Saat
AKAR SU 16 Saat
DEHIDRATASYON %60 ALKOL 30 Dakika
%70 ALKOL 30 Dakika
%80 ALKOL 30 Dakika
%95 ALKOL 30 Dakika
%100 ABSOLUT ALKOL 1 Saat
%100 ABSOLUT ALKOL 1 Saat
SEFFAFLASTIRMA ETANOL:KSILEN(1:1) 30 Dakika
KSILEN I 1 Saat
KSILEN IT 1 Saat
INFILTRASYON KSILEN -PARAFIN (1:1) 30 Dakika
PARAFIN I 1 Saat
PARAFIN II 1 Saat
GOMME PARAFIN

5.4.2. Ovaryum Dokularinin Histokimyasal Yontem ile Analizi

Histokimyasal analiz i¢in parafine gomiilen bloklardan 5 pm’lik kesitler
mikrotom (Leica RM2245, GER) ile alindi. Kesitler 60°C’de bir gece etlivde
bekletildikten sonra parafinden kurtarmak i¢in 30 dakika iki degisim ksilende
bekletildi. Kesitler dokularin rehidratasyonu igin sirasi ile %96, %80, %70, %60°’11k
azalan alkol serilerinde 2 dakika bekletildi ve akar su altinda 5 dakika yikandu.
Cekirdeklerin boyanmasi i¢in 6 dakika hematoksilen (RRSP67, Atom Scientific,

UK) ile boyandi ve hematoksilen fazlasinin uzaklastirilmasi i¢in tekrar akar su
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altinda 5 dakika yikandi. Kesitler akar su altinda yikandiktan sonra diferansiyasyon
icin asit-alkol iceresinde birkag¢ saniye tutulduktan sonra tekrar akar su altinda 5
dakika yikandi ve sitoplazmayi boyanmak i¢in 2 dakika eozin (RRSP35, Atom
Scientific, UK) ile boyandi. Kesitler akar su altinda eozinin fazlasinin
uzaklastirllmasi i¢in 5 dakika tekrar yikandiktan sonra %80 ve %96’lik alkol
serilerinden gecirildikten sonra bir ka¢ dakika oda sicakliginda kurutuldu. Kesitler
son olarak 1 saat ksilende tutulduktan sonra entellan (107961; Merck, GER) ile
kapatildt (Tablo 7) ve 1sik mikroskobu (Olympus BX-43, JP) incelendi ve

fotograflari ¢ekildi.

Tablo 7. Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

ISLEM SOLUSYON ZAMAN
DEPARAFINIZASYON  60°C’lik ETUVDE GECE
BOYUNCA
DEPARAFINIZASYON  KSILENI 30 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON  KSILENII 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %96 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
%80 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
%70 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
%60 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 5 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
DIFERANSIYASYON ASIT- ALKOL 1-2SANIYE
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 2 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
%80 ETIL ALKOL 1 DAKIKA
%95 ETIL ALKOL 1 DAKIKA
KURUTMA HAVADA
KSILEN 1 SAAT
KAPATMA ENTELLAN

5.4.3. Ovaryum Dokularimin immunohistokimyasal Yontem ile Analizi

Immunohistokimyasal analiz igin kesitler gece boyunca 60 °C’lik etiivde

bekletildi. Ertesi giin ksilen icerisinde 1 saat bekletilerek deparafinize edildi.
Preparatlar daha sonra sirasi ile %96’lik, %80’lik, %70’lik, %60’lik alkol serilerinde
2 dakika bekletildikten sonra distile su igine alindi. Distile su 2 kez 5 dakika olacak
sekilde degistirildi. Immunohistokimya kalemi (Pap-Pen, Invitrogen, UK) ile
etrafinda hidrofobik alan olusturulan kesitler 3 kez 5 dakika fosfat tampon soliisyonu

(PBS) ile yikandi. Daha sonra dokulardaki proteinleri ¢apraz baglar1 yikamak igin 37
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°C’de 15 dakika tripsin (TSS155, ScyTek Laboratories, USA) uygulandi. Kesitler 3
kez 5 dakika tekrar PBS ile yikandiktan sonra doku orneklerine endojen peroksidaz
aktivitesini inhibe etmek icin %3’lik H,O, (K40391897, Merck, GER) uygulandu.
Daha sonra kesitler tekrar 3 kez 5 dakika PBS ile yikandi ve 1 saat bloklama
sollisyonu (859043-histostain plus broad spectrum, Invitrogen, USA) ile inkiibe
edildi. Kesitlerden soliisyon uzaklastirildi ve anti-Cep 55 (sc-377018, Santa Cruz,
USA), anti-FoxI2 (19672-1-AP, ProteinTech, UK), anti-Hsp27 (sc-13132, Santa
Cruz, USA), anti-Cdk4 (sc-23896, Santa Cruz, USA), anti-Nobox (sc-514178, Santa
Cruz, USA), anti-Konneksin 37 (40-4300 Thermo Fisher Scientific, UK), anti-
Konneksin 43 (sc-59949, Santa Cruz, USA), anti-ADAMTS1(sc-47727, Santa Cruz,
USA) ve anti-ADAMTS9 (orb100101, Biorbyt, UK) primer antikorlar1 kullanilarak
+4°C’de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda PBS ile 3x5 dk yikanan kesitler
30 dakika biotinlenmis sekonder antikor (859043-histostain plus broad spectrum,
Invitrogen, USA) ile inkiibe edildi. Kesitlerin 3x5 dk PBA ile yikanmasinin ardindan
kesitlere 30 dakika streptavidin-HRP (859043-histostain plus broad spectrum,
Invitrogen, USA) uyguland: ve tekrar PBS ile yikandi. immunoreaktivitenin gériiniir
hale gelmesi i¢in DAB (Diaminobenzidin Kromojen, DAB Kit, (ACK125, ScyTek,
USA) uygulanan kesitler, Mayer’s Hematoksilen (ScyTek Laboratories, USA) ile
artalan boyamasi yapilarak alkolden gecirilip, ksilen ile seffalastirma yapilarak
entellan (107961; Merck, GER) ile kapatildi (Tablo 8).ve 151tk mikroskobu altinda
incelendi (Olympus BX-43, JP) ve fotograflar1 ¢ekildi.
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Tablo 8. Indirekt immunohistokimya protokolii

ISLEM SOLUSYON ZAMAN
DEPARAFINIZASYON  60°C’LIK ETUVDE GECE BOYUNCA
DEPARAFINIZASYON  KSILENI 30 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON  KSILENII 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %96 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
%80 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
%70 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
%60 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
FOSFAT BUFFER 3X5 DAKIKA
SOLUSYON(PBS)
PAP PEN
TRIPSIN 37°C’'DE 10 DAKIKA
ETUVDE
PBS 3X5 DAKIKA
PEROKSIDAZ %3’LUK HIDROJEN 5 DAKIKA
BLOKLAMA PEROKSIT (H,0,)
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
BLOKING BLOKING SOLUSYONU 1 SAAT
PRIMER ANTIKOR PRIMER ANTIKOR 18 SAAT
(+4°C’DE)
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
SEKONDER ANTIKOR  BIOTINLENMIS 30 DAKIKA
SEKONDER ANTIKOR
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
STREPTAVIDIN 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3X5 DAKIKA
DAB (DIAMINO 5-10 DAKIKA
BENZIDIN)
YIKAMA DISTILE SU 3X5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMASI MAYER’S 1 DAKIKA
HEMATOKSILEN
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
%80 ETIL ALKOL 1 DAKIKA
%96 ETIL ALKOL 1 DAKIKA
KSILEN 1 SAAT
KAPATMA ENTELLAN

5.4.4. Qositlerin Iimmunofloresan Yontem ile Analizi

Oositler M2 medyum (M7167, Sigma, USA) icerisine alindiktan sonra herhangi
bir islem yapilmadan %4’liik paraformaldehit ile 30 dakika oda sicakliginda fikse
edildi ve 3x10 dakika %1 gr/ml sigir albiimini (BSA, Sigma, A7906, USA) igeren
PBS ile yikandi. Zona pellusidanin oositten ayrilmasi i¢in distile su igerisinde 140
mM NaCl (Merck, 106404), 3mM CaCl2.2H,0 (Sigma, C3881), SmM MgCI2.6H20
(Sigma, 63063), %0,1 G8270), ve %0,4 (W/v)

(w/v) glukoz (Sigma,
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polyvinylpyrrolidone (Sigma, PVP-360) bulunan asit tyroid solusyonunda 30 dakika
tutuldu. Zona pellusida ayrilmasi stereomikroskop (Olympus, SZX07) altinda
kontrol edildikten sonra oositler %0.1 Triton X-100 (A4975, Applichem, GER)
iceren PBS ile 15 dakika inkiibe edildi. BSA igeren PBS ile yikandiktan sonra %10
oraninda %1gr/ml BSA iceren PBS ile hazirlanmis normal kuzu serumu (Santa cruz,
sc-2488) ile oositler 1 gece +4 °C’de bekletildi. Ertesi sabah oositler anti-Cep 55 (sc-
377018, Santa Cruz, USA), anti-FoxI2 (19672-1-AP, ProteinTech, UK), anti-Hsp27
(sc-13132, Santa Cruz, USA), anti-Cdk4 (sc-23896, Santa Cruz, USA), anti-Nobox
(sc-514178, Santa Cruz, USA), anti-Konneksin 37 (40-4300 Thermo Fisher
Scientific, UK), anti-Konneksin 43 (sc-59949, Santa Cruz, USA), anti-
ADAMTSI1(sc-47727, Santa Cruz, USA) ve anti-ADAMTSY (orb100101, Biorbyt,
UK) primer antikorlari ile 30-36 saat +4 °C’de bekletildi. Sonraki giin %1 gr/ml BSA
iceren PBS ile 3x10 dakika yikama yapildiktan sonra 1/500 oraninda %1 gr/ml BSA
iceren PBS ile Anti-Cep 55, anti-Hsp27, anti-Cdk4, anti-Nobox, anti-Konneksin 37,
anti-ADAMTSI primer antikorlar i¢in goat anti-mouse FITC (AP308F, Millipore,
GER), anti-FoxI2, anti-Konneksin 43, anti-ADAMTS9 i¢in goat anti-rabbit Rodamin
(sc-2091, Santa Cruz, USA) sekonder antikoru karanlik ortamda bir gece +4°C’de
bekletildi. Ertesi giin oositler %1 gr/ml BSA igeren PBS ile 3x10 dk yikama
yapildiktan sonra 1/10 oraninda DAPI (Cell signaling technology, 4083S, USA)
iceren kapatma ortamina (sc-24941, Santa Cruz, USA) alind1 (Tablo 9) ve floresan
atagmanli inverted mikroskop altinda incelendi (Olympus IX71, JP) ve goriintiileri

kaydedildi.
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Tablo 9. Oositler i¢in immunofloresan protokolii

ISLEM SOLUSYON ZAMAN
FIKSASYON PARAFORMALDEHIT 30 DAKIKA
YIKAMA %1 gr/ml BSA’l1 PBS 3X10 DAKIKA
ZONA PELLUSIDA’NIN ASIT TYRODE 30 DAKIKA
AYRILMASI
YIKAMA %1 gr/ml BSA’l1 PBS 3X10 DAKIKA
PERMEABILIZASYON  %0.1 TRITON X-100 15 DAKIKA
iceren PBS
YIKAMA %1 gr/ml BSA’l1 PBS 3X10 DAKIKA
BLOKING BSA’LI PBS 18 SAAT (+4°C’DE)
HAZIRLANMIS
NORMAL KECI
SERUMU
PRIMER ANTIKOR PRIMER ANTIKOR 30-36 SAAT
(+4°C’DE)
YIKAMA %1 gr/ml BSA’l1 PBS 3X10 DAKIKA
SEKONDER ANTIKOR  SEKONDER ANTIKOR 18 SAAT (+4°C’DE)
YIKAMA %1 gr/ml BSA’l1 PBS 3X10 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3X5 DAKIKA
CEKIiRDEK BOYAMASI DAPI 1 DAKIKA
YIKAMA %1 gr/ml BSA’l1 PBS 3X10 DAKIKA
KAPATMA KAPATMA ORTAMI
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Tablo 10. Histokimyasal ve immunohistokimyasal analizlerde kullanilan
malzemelerin listesi

MALZEME FIRMA KATALOGNO  ULKE
KSILEN SURGIPATH =~ e USA
ETIL ALKOL ALKOMED e BULGARIA
PBS BIOSHOP PBS404.100 CANADA
TRIPSIN SCYTEK TSS155 USA

LABORATORIES
PAP PEN INVITROGEN o UK
TRITON X-100 APPLICHEM A4975, 0100 GERMANY
HIDROJEN MERCK LOT NO: GERMANY.
PEROKSIT K40391897 935
SEKONDER INVITROGEN 859043 USA
ANTIKOR HISTOSTAIN

PLUS BROAD
SPECTRUM

DAB SCYTEK ACK125 USA
MAYER’S SCYTEK LOT NO: 12081 USA
HEMATOKSILEN LABORATORIES
ENTELLAN MERCK 10-20/21 GERMANY
BSA SIGMA A7906 USA
NaCl MERCK 106404 GERMANY
CaCl2.2H,O SIGMA C3881 USA
MgCI2.6H,0 SIGMA 63063 USA
GLUKOZ SIGMA G8270 USA
POLYVINYLPYRR SIGMA PVP-36 USA
OLIDONE
FITC MILLIPORE AP308F GERMANY
RHODAMINE SANTA CRUZ sc-2091 USA
DAPI CELL 4083S USA

SIGNALING

TECNOLOGY
KAPATMA SANTA CRUZ sc-24941 USA
ORTAMI
ANTI-CEP55 SANTA CRUZ sc-377018 USA
ANTI-FOXL2 PROTEINTECH 19672-1-AP UK
ANTI-HSP27 SANTA CRUZ sc-13132 USA
ANTI-CDK4 SANTA CRUZ sc-23896 USA
ANTI-NOBOX SANTA CRUZ sc-514178 USA
ANTI-CX37 THERMO FISHER 40-4300 UK

SCIENTIFIC
ANTI-CX43 SANTA CRUZ 5¢-59949 USA
ANTI-ADAMTS1 SANTA CRUZ sc-47727 USA
ANTI-ADAMTS9 BIORBYT orb100101 UK
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5.5. IMMUNOFLORESAN GORUNTULERIN IMAGE J iILE ANALIiZi

Immunofloresan boyamalar1 yapilan oositlerin gruplar arasindaki yogunluk
farkinin kantitatif olarak Slgiilmesi icin Image J (1.501, National Institutes of Health,
USA) goriintii analiz yontemi kullanildi. Analiz i¢in her gruptan X10 biiytikliikteki 5
oositin tiff formatindaki goriintiileri kullanildi. Goriintiiler Image J programinda
Type sekmesinden 8-bit siyah ve beyaz goriintilye doniistiiriildii. Daha sonra Adjust
sekmesi i¢cindeki Threshold kismi segildi. Threshold, her bir oositi en iyi tanimlayan
bir seviye icin manuel olarak ayarlandi. Oval veya Freehand simgesi kullanarak
taslak ¢izildi. Seviye belirlendikten sonra, siyah beyaz bir goriintii olusturmak i¢in
Apply'a tiklandi ve bunu takiben Analyze sekmesi altinda Measure (Cmd+M)
kismma tiklanarak oositlerin  yogunluklar1 &lgiildii. Olgiim sonucunda ¢ikan
degerlerin Diizeltilmis Total Hiicre Floresant Degeri (CTCF) degeri hesaplandi
(Rinaldi ve ark. 2018; Potapova ve ark. 2011). Hesaplama i¢in; “Corrected Integrated
Density (CTCF) = Integrated Density (Area of selected cell x Mean fluorescence of
background readings)” formiilii kullanildi (Potapova ve ark. 2011).

5.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar tiim gruplarin CTCF degerleri hesaplandiktan sonra ortalamalar1 ve
standart sapmalar1 alinarak hesaplandi. Elde edilen veriler SPSS Version 18
kullanilarak gruplarin ortalamalari arasinda fark i¢in, Merkezi Limit Teoremi'ne gore
her grupta 30'dan az parametre bulundugundan (n=5), non-parametrik test olan
Kruskal-Wallis H testi ile degerlendirildi ve p<0,05 diizeyi anlamli olarak kabul
edildi. p<0,05 olan gruplara farkin hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek
amactyla Mann Whitney U testi yapildi ve p<0,01 olan degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Grafikler GraphPad Prism 5 programi kullanilarak elde edildi.
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6. BULGULAR

6.1. OVARYUMLARIN MORFOLOJIK DEGERLENDIRILMESI

Ovaryumlar elde edildikten sonra stereomikroskop altinda morfolojik olarak
incelendiginde, Grup 1’e ait ovaryumlarin yiizeylerinin diizglin oldugu, cesitli
biiyiiklikklerde ovaryan folikiillerin oldugu gozlendi (Resim 1A). Grup 2’ye ait
ovaryumlar incelendiginde ise ovaryumlarin ylizeylerinin girintili ¢ikintili oldugu,
cesitli biiytikliiklerde folikiillerin yan1 sira kistik yapilarin varlig1 saptandi, ayrica kan
damarlarinin yilizeyde belirgin hale geldigi gozlendi (Resim 1B). Grup 3 ve Grup 4’e
ait ovaryumlarin Grup 1°deki kontrol ovaryumlari ile benzer 6zellik gosterdikleri,
ylizeylerin diizglin ve cesitli biiytlikliiklerde folikiillerin oldugu tespit edildi (Resim
1C, 1D).

Resim 1. Tiim gruplara ait farelerden elde edilen ovaryumlarin stereo mikroskobik
gorlintiileri. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C), Grup (4). Ok baglari: Ovaryumda
hemorajik kistik yapilar. Olgek: X60.
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6.2. GLUKOZ TOLERANS TESTININ DEGERLENDIRILMESI

Grup 1 ve Grup 2’ ye uygulanan Glukoz tolerans testi sonucunda bazal glukoz
seviyesinin kontrol grubu olan Grup 1 ile karsilastirildiginda, sadece DHEA
uygulanan Grup 2’de deneysel PKOS modeline uygun sekilde yiiksek oldugu
bulundu. Bazal glukoz seviyesinin yliksek olmasi ile birlikte glukoz toleransinin

bozuldugu gozlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. Grup 1 ve Grup 2 i¢in glukoz tolerans testi grafigi (n = 8).

6.3. OVARYUM DOKULARININ HiSTOLOJIK DEGERLENDIRILMESI

Tim gruplara ait farelerden alinan ovaryumlarin histolojik degerlendirilmesi
Hematoksilen-Eozin boyamas: ile yapildi. Grup 1’deki ovaryumlarda korteks ve
medullanin normal oldugu, kortekste etrafinda tek katli yassi hiicrelerin bulundugu
primordiyal folikiiller, tek katli kiibik ve ¢ok kath kiibik graniiloza hiicrelerinden
olusan primer folikiiller, antrumu yeni olusan ya da antrumlar1 geligmis sekonder
folikiiller ve oositi ¢evreleyen kumulus hiicrelerinin ve antrumu g¢evreleyen

graniiloza hiicreleri ile birlikte, genis antruma sahip tersiyer folikiillerin bulundugu
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izlendi (Resim 2A). Medullada kan damarlari ve az miktarda gevsek bag dokusu
gozlendi (Resim 2A).

DHEA uygulanan grup 2 ovaryum orneklerinde ovaryum korteksinin geligmekte
olan ovaryan folikiiller ile dolu oldugu, yer yer atretik folikiillerin bulundugu
gozlendi (Resim 2B). Bazi folikiillerde kanlanmanin artti§i, bazi folikiilerde ise
folikiil biyiikliigiiniin beklenen folikiiler hiicre 6zeligine gore daha fazla oldugu
saptandi. Graniiloza hiicre tabakasinin biiyiik folikiillerde ince oldugu izlendi.
Atreziye giden folikiillerin graniiloza hiicre sitoplazmalarinda, lipit birikimine bagl
luteinizasyonlarin yanisira ovaryan stromal hiicre sitoplazmalarinda da lipit birikimi

tespit edildi (Resim 2B).

Grup 3 ve grup 4’e ait ovaryum Orneklerinde farkli farklilagma siirecinde olan
folikiillerin oldugu, biiyiik ve kanlanmasi artmis folikiillerin olmadigi, grup 1 kontrol
grubu ile benzer oldugu gozlendi (Resim 2C, D, sirasiyla). Folikiilerdeki graniiloza
ve teka hiicrelerinin normal folikiil farklilasma siireci ile uyumlu oldugu gorildii.
Medulla’da kan damarlarinin ve az miktarda bag dokusunun oldugu tespit edildi

(Resim 2C, D, sirastyla).

Resim 2. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4’¢ (D) ait ovaryum
kesitlerinin Hematoksilen-Eozin ile boyanma goriintiileri. Mavi ok basi: Primoridyal
folikiil, Primer folikiil, Siyah ok basi: Sekonder folikiil, Kirmiz1 ok basi: Kistik
folikiil. Olgek: 100um.
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6.4. OVARYUM DOKULARININ IMMUNOHISTOKIMYASAL
DEGERLENDIRILMESI

6.4.1. CepSS immunoreaktivitesi

Cep55 immunoreaktivitesinin Grup 1°de farklilagma siirecindeki tiim folikiillerde
oosit ve graniiloza hiicrelerinde kuvvetli (+++) pozitif oldugu gozlendi. Stromal
hiicrelerde orta siddette (++) immunoreaktivite belirlenir iken, teka eksternada
immunoreaktivite goézlenmedi (Resim 3A). Grup 2’de kistik folikiillerin antral
graniiloza hiicrelerinde ve farklilagma siirecindeki tiim folikiillerde oosit ve
graniiloza hiicrelerinde zayif (+) immunoreaktivite tespit edildi (Resim 3B). Grup
3’te primer folikiil oositlerinde kuvvetli (+++), graniiloza hiicrelerinde orta siddette
(++) Cep55 immunoreaktivitesi gozlenir iken, sekonder ve tersiyer folikiil
oositlerinde ve graniiloza hiicrelerinde kuvvetli (+++) immunoreaktivite saptandi
(Resim 3C). Grup 4’te primer folikiillerdeki oositlerde immunoreaktivitenin azalarak
orta siddette (++) oldugu tespit edilirken, sekonder ve tersiyer folikiil oositlerinde ve
graniiloza hiicrelerinde kuvvetli (+++) Cep 55 immunoreaktivitesi belirlendi (Resim

3D).
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Resim 3. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4’e¢ (D) ait ovaryum doku
orneklerinde CepS55 immunohistokimyasal analiz goriintiileri. Mavi ok bast:
Primordiyal folikiil, Primer folikiil, Siyah ok basi: Sekonder ve Tersiyer folikiil,
Kirmizi ok bast: Kistik folikiil, Y1ldiz: Teka eksterna. Olgek; A-D: 50 um; kiigiik
resimler: 100 pm.

6.4.2. Cdk4 immunoreaktivitesi

Cdk4 immunoreaktivitesinin Grup 1’de farklilagma siirecindeki tiim folikiillerde
oosit ve graniiloza hiicrelerinde kuvvetli pozitif (+++) oldugu, bazi primer
folikiillerin graniiloza hiicrelerinde orta/kuvvetli siddette (++/+++) oldugu izlendi
(Resim 4A). Grup 2’de ise kistik folikiillerin antral hiicrelerinde zayif (+) Cdk4
immunoreaktivitesi gézlendi. Sekonder folikiillerin bazilarinda orta siddette (++)
immunoreaktivite gozlenirken bazilarinda zayif siddette (+) oldugu, primer
folikiillerde ve graniiloza hiicrelerinde de zayif (+) siddette Cdk4 immunoreaktivitesi
tespit edildi (Resim 4B). Grup 3’te primer folikiillerde zayif (+) immunoreaktivite
varken, sekonder ve tersiyer folikiillerdeki oositlerde ve graniiloza hiicrelerinde
kuvvetli (+++) immunoreaktivite gozlendi (Resim 4C). Grup 4’te tim Cdk4
immunoreaktivitesi sekonder ve tersiyer folikiil oositlerinde ve graniiloza

hiicrelerinde kuvvetli (+++) primer folikiillerde ise zayif (+) idi (Resim 4D).
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Resim 4. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4’¢ (D) ait ovaryum doku
orneklerinde Cdk4 immunohistokimyasal analiz goriintilleri Mavi ok bast:
Primordiyal folikiil, Primer folikiil, Siyah ok basi: Sekonder ve Tersiyer folikiil,
Kirmizi ok basi: Kistik folikiil, Y1ldiz: Teka eksterna. Olgek; A-D: 50 um; kiigiik
resimler: 100 pm.

6.4.3. Hsp27 immunoreaktivitesi

Hsp27 immunoreaktivitesinin Grup 1’deki tiim folikiillerde ve stromal hiicrelerde
pozitif oldugu goriildii. Sekonder ve tersiyer folikiillerdeki oositlerde, antral
graniiloza hiicrelerinde ve primer folikiillerin oositlerde kuvvetli (+++), primer
folikiillerin antral graniiloza hiicrelerinde orta siddette (++) immunoreaktivite oldugu
gozlendi (Resim 5A). Ovaryan stromal hiicrelerde de orta siddette (++)
immunoreaktivite tespit edildi. Grup 2’de kistik folikiillerdeki antral graniiloza
hiicrelerinde orta siddette (++), baz1 sekonder folikiillerde orta siddette (++) ve yer
yer zayif (+) Hsp27 immunoreaktivitesi gozlendi (Resim 5B). Stromal hiicrelerde
immunoreaktivite negatif idi. Grup 3’de sekonder ve tersiyer folikiillerin oositleri ve
graniiloza hiicrelerinde orta siddette (++) immunoreaktivite gozlendi. Primer
folikiillerin oosit ve graniiloza hiicreleri zayif (+) immunoreaktivite gosterirken,
primordiyal folikiillerde herhangi bir immunoreaktivite gozlenmedi (Resim 5C).

Grup 4’te sekonder ve tersiyer folikiil oositlerinde kuvvetli (+++) immunoreaktivite
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goriildii. Bazi graniiloza hiicreleri kuvvetli (+++) immunoreaktivite gosterirken,

bazilarinin orta siddette (++) immunoreaktivite gosterdigi gézlendi (Resim 5D).

Resim 5. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4’e (D) ait ovaryum doku
orneklerinde Hsp27 immunohistokimyasal analiz gorlntiileri. Mavi ok bast:
Primordiyal folikiil, Primer folikiil, Siyah ok basi: Sekonder ve Tersiyer folikiil,
Kirmizi ok basi: Kistik folikiil, Y1ldiz: Teka eksterna. Olgek; A-D: 50 um; kiigiik
resimler: 100 pm.

6.4.4. Nobox immunoreaktivitesi

Nobox immunoreaktivitesi Grup 1’de farklilagma siirecindeki tiim folikiillerde
oosit ve graniilloza hiicrelerinde kuvvetli (+++) immunoreaktivite gozlenirken
sekonder ve tersiyer folikiillerdeki teka eksternada immunoreaktivite negatif olarak
belirlendi. Stromal hiicreler de folikiiller ile benzer immunoreaktivite tespit edildi
(Resim 6A). Grup 2 kistik folikiillerinin graniiloza hiicrelerinde ve sekonder
folikiillerin oosit ve graniiloza hiicrelerinde orta siddette (++) immunoreaktivite
gozlenirken, primer folikiillerdeki oositlerde zayif (+) Nobox immunoreaktivitesi
gozlendi. Primer folikiillerdeki graniiloza hiicreleri de orta siddette (++), stromal
hiicrelerde zayif (+) Nobox immunoreaktivitesi izlendi (Resim 6B). Grup 3’te
sekonder ve tersiyer folikiillerdeki oositler ve graniiloza hiicrelerinde, primer

folikiillerde, primordiyal folikiillerde ve stromal hiicrelerde orta siddette (++)
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immunoreaktivite gozlendi. Teka eksternada immunoreaktivite gozlenmedi (Resim
6C). Grup 4’te sekonder ve tersiyer folikiil i¢indeki oositlerde ve antral graniiloza
hiicrelerinde orta siddette (++) immunoreaktivite gozlenirken, sekonder folikiiliin
diger graniiloza hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde zayif (+) immunoreaktivite

gozlendi. Teka eksternada herhangi bir immunoreaktivite gdzlenmedi (Resim 6D).

Resim 6. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4’e (D) ait ovaryum doku
orneklerinde Nobox immunohistokimyasal analiz goriintiileri. Mavi ok bast:
Primordiyal folikiil, Primer folikiil, Siyah ok basi: Sekonder ve Tersiyer folikiil,
Kirmizi ok basi: Kistik folikiil, Y1ldiz: Teka eksterna. Olgek; A-D: 50 um; kiiciik
resimler: 100 pm.

6.4.5. Fox]2 immunoreaktivitesi

FoxI2 immunoreaktivitesi Grup 1°de sekonder ve tersiyer folikiillerdeki oositlerde
ve antral graniiloza hiicrelerinde kuvvetli (+++) iken, antrumu yeni olusan sekonder
folikiillerde ve diger graniiloza hiicrelerinde orta (++) siddette immunoreaktivite
oldugu gozlendi (Resim 7A). Primer folikiillerde ve primordiyal folikiillerde orta
siddette (++) immunoreaktivite saptandi. Grup 2 ‘de kistik folikiillerin antral
graniiloza hiicrelerinde, sekonder folikiillerin oosit ve antral graniiloza hiicrelerinde
orta siddette (++) immunoreaktivite goriildii. Primer folikiillerde, primordiyal

folikiillerde ve ovaryumun stromal hiicrelerinde zayif (+) immunoreaktivite gézlendi
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(Resim 7B). Teka eksternada immunoreaktivite negatif olarak tespit edildi. Grup 3’te
sekonder ve tersiyer folikiillerdeki oositlerde Fox12 kuvvetli (+++) immunoreaktivite
gozlenirken, primer folikiillerde immunoreaktivite zayif (+) tespit edildi. Sekonder
ve tersiyer folikiillerde 6zellikle kumulus ooforus hiicrelerinde immunoreaktivitenin
orta siddette (++) oldugu, diger graniiloza hiicrelerinde orta (++) ve kuvvetli (+++)
siddette oldugu gozlendi (Resim 7C). Grup 4’te ise sekonder ve tersiyer folikiildeki
oositlerde orta siddette (++) immunoreaktivite gozlenirken, graniiloza hiicrelerinde
immunoreaktivitenin artarak kuvvetli siddette (+++) oldugu belirlendi. Primer ve
primordiyal folikiillerde immunoreaktivitenin orta siddette (++) oldugu gozlendi

(Resim 7D).

Resim 7. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4’¢ (D) ait ovaryum doku
orneklerinde Foxl2 immunohistokimyasal analiz goriintiileri. Mavi ok bast:
Primordiyal folikiil, Primer folikiil, Siyah ok basi: Sekonder ve Tersiyer folikiil,
Kirmizi ok bast: Kistik folikiil, Y1ldiz: Teka eksterna. Olgek; A-D: 50 um; kiiciik
resimler: 100 um.

6.4.6. Konneksin 37 immunoreaktivitesi
Oosit ve graniiloza hiicreleri arasinda iletisimde rol oynayan Konneksin 37
immunoreaktivitesi, Grup 1°de sekonder ve tersiyer folikiillerin oositlerinde ve

graniiloza hiicrelerinde orta/kuvvetli siddette (++/+++) immunoreaktivite oldugu,
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Ozellikle antral graniiloza hiicrelerinde kuvvetli (+++) konneksin 37
immunoreaktivitesinin pozitif oldugu belirlendi (Resim 8A). Grup 2’de kistik
folikiillerin antral graniiloza hiicrelerinde ve primer folikiillerde zayif (+) konneksin
37 immunoreaktivitesi gozlenirken, sekonder folikiillerdeki oositlerde ve sekonder
folikiillerin antral graniiloza hiicrelerinde orta siddette (++) immunoreaktivite tespit
edildi (Resim 8B). Grup 3’te sekonder ve tersiyer folikiil oositlerinde orta siddette
(++), graniiloza hiicrelerinde zayif siddette (+) immunoreaktivite gozlenirken,
primordiyal folikiillerde, primer folikiillerde ve tersiyer folikiiliinde teka eksternada
ve stromal hiicrelerde immunoreaktivite goézlenmedi (Resim 8C). Grup 4’te
primordiyal folikiillerde zayif (+) immunoreaktivite gozlenirken, primer
folikiillerdeki  oositlerde ve graniiloza hiicrelerinde orta siddette (++)
immunorekativite gdzlendi (Resim 8D). Sekonder ve tersiyer folikiil oosit ve antral
graniiloza hiicreleri primer folikiillere benzer olarak orta siddette (++)
immunoreaktivite tespit edildi (Resim 8D). Stromal hiicreler ve tiim folikiillerin teka

eksternalarinda immunoreaktivite gozlenmedi.

Resim 8. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4’e¢ (D) ait ovaryum doku
orneklerinde Konneksin 37 immunohistokimyasal analiz goriintiileri. Mavi ok bast:
Primordiyal folikiil, Primer folikiil, Siyah ok basi: Sekonder ve Tersiyer folikiil,
Kirmizi ok basi: Kistik folikiil, Y1ldiz: Teka eksterna. Olgek; A-D: 50 um; kiiciik
resimler: 100 pm.
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6.4.7. Konneksin 43 immunoreaktivitesi

Graniiloza hiicreleri arasindaki iletisimde rol oynayan Konneksin 43,
immunoreaktivitesi Grup 1’de sekonder ve tersiyer folikiillerin oositlerinde ve antral
graniiloza hiicrelerinde kuvvetli (+++) iken, sekonder folikiillerin diger graniiloza
hiicrelerinde orta siddette (++) immunoreaktivite gozlendi. Primer folikiillerin
oositlerinde ve graniiloza hiicreleri ile stromal hiicrelerde sekonder folikiillere benzer
sekilde kuvvetli (+++) immuoreaktivite var iken teka eksterna da immunoreaktivite
gbzlenmedi (Resim 9A). Grup 2’de kistik folikiillerin graniiloza hiicreleri, sekonder
folikiillerde ve primer folikiillerde kuvvetli (+++) immunoreaktivite gozlendi. Teka
eksterna da immunoreaktivite gozlenmezken, stromal hiicrelerde zayif (+) konneksin
43 immunoreaktivitesi tespit edildi (Resim 9B). Grup 3’te primer folikiil oositlerinde
ve graniiloza hiicrelerinde zayif (+) immunoreaktivite gozlenirken, sekonder ve
tersiyer folikiil oositlerinde ve graniiloza hiicrelerinde orta siddette (++) gozlendi
(Resim 9C). Grup 4’te sekonder ve tersiyer folikiillerde oositler orta siddette (++),
graniiloza hiicreleri kuvvetli siddette (+++) immunoreaktivite gosterirken, primer
folikiillerde oositler zayif (+), graniiloza hiicreleri orta (++) ve kuvvetli siddette
(+++) immunoreaktivite gosterdi. Stromal hiicreler zayif ve orta siddette (+/++)
immunoreaktivite belirlendi. Teka eksternada immunoreaktivite gézlenmedi (Resim

9D).

73



Resim 9. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4’e (D) ait ovaryum doku
orneklerinde Konneksin 43 immunohistokimyasal analiz goriintiileri. Mavi ok bast:
Primordiyal folikiil, Primer folikiil, Siyah ok basi: Sekonder ve Tersiyer folikiil,
Kirmizi ok basi: Kistik folikiil, Y1ldiz: Teka eksterna. Olgek; A-D: 50 um; kiiciik
resimler: 100 um.

6.4.8. Adamts-1 immunoreaktivitesi

Grup 1’de primer, sekonder ve tersiyer folikiillerin oositlerinde ve graniiloza
hiicrelerinde Adamts-1 kuvvetli (+++) immunoreaktivite tespit edildi. Stromal
hiicreler zayif (+) immunoreaktivite gosterirken, teka eksternada herhangi bir
immunoreaktivite gozlenmedi (Resim 10A). Grup 2‘de kistik folikiillerin antral
graniiloza hiicrelerinde zayif (+) immunoreaktivite gézlendi. Sekonder folikiillerin
oositlerinin bazilar1 orta siddette (++) immunoreaktivite gosterirken, bazilar1 zayif
(+) immunoreaktivite gosterdi. Sekonder folikiillerin graniiloza hiicrelerinde zayif
(+) immunoreaktivite belirlendi. Primer folikiiller, primordiyal folikiiller, stromal
hiicreler ve teka eksternada immunoreaktivite negatif olarak gozlendi (Resim 10B).
Grup 3’te sekonder ve tersiyer folikiillerdeki oositlerde ve graniiloza hiicrelerinde
orta siddette (++) immunoreaktivite gozlenirken, primordiyal ve primer folikiillerde
immunoreaktivite gozlenmedi. Primer folikiillerin antral graniiloza hiicrelerinde

sekonder folikiillerin oositlerine benzer sekilde orta siddette (++) immunoreaktivite
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tespit edildi. Stromal hiicrelerde ve teka eksternada immunoreaktivite gozlenmedi
(Resim 10C). Grup 4’te sekonder ve tersiyer folikiillerin oositlerinde ve graniiloza
hiicrelerinde kuvvetli (+++) immunoreaktivite belirlendi. Primer folikiillerde, stromal

hiicrelerde ve teka eksternada immunoreaktivite gézlenmedi (Resim 10D).

Resim 10. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4’e (D) ait ovaryum doku
orneklerinde Adamts-1 immunohistokimyasal analiz goriintiileri goriintiileri. Mavi
ok bast: Primordiyal folikiil, Primer folikiil, Siyah ok basi: Sekonder ve Tersiyer
folikiil, Kirmiz1 ok bas1: Kistik folikiil, Yildiz: Teka eksterna. Olgek; A-D: 50 um;
kiigiik resimler: 100 pum.

6.4.9. Adamts-9 immunoreaktivitesi

Adamts-9 immunoreaktivitesi Grup 1°de primer, sekonder, tersiyer folikiillerde
ve stromal hiicrelerde kuvvetli (+++) immunoreaktivite goézlendi. Teka eksternada
immunoreaktivite gozlenmedi (Resim 11A). Grup 2’de kistik folikiillerin graniiloza
hiicrelerinde zayif (+) immunoreaktivite gozlenirken, sekonder folikiillerinde orta
siddette  (++) immunorekativite, graniiloza hiicrelerinde ise zayif (+)
immunoreaktivite gozlendi. Primer ve primordiyal folikiillerde immunoreaktivite
zayif (+) olarak tespit edildi (Resim 11B). Stromal ve teka eksternada
immunoreaktivite goézlenmedi. Grup 3’te sekonder  ve tersiyer folikiillerin

oositlerinde orta siddette (++) immunoreaktivite gozlenirken antral graniiloza
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hiicrelerinde zayif (+) immunoreaktivite gozlendi. Primordiyal ve primer folikiiller
ile tersiyer folikiillerdeki teka eksternada immunoreaktivite gozlenmedi. Stromal
hiicrelerdeki immunoreaktivite zayif (+) olarak tespit edildi (Resim 11C). Grup 4’te
sekonder ve tersiyer folikiillerin oositlerinde ve graniiloza hiicrelerinde orta (++) ve
kuvvetli siddette (+++) immunoreaktivite gozlenirken (Resim 11D), primer
folikiillerde zay1f (+), primordiyal folikiillerde orta (++), stromal hiicrelerde zay1if (+)
immunoreaktivite belirlendi ve teka eksternada ise immunoreaktivite gozlenmedi

(Resim 11D).

Resim 11. Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C) ve Grup 4’e (D) ait ovaryum doku
orneklerinde Adamts-9 immunohistokimyasal analiz goriintiileri goriintiileri. Mavi
ok bast: Primordiyal folikiil, Primer folikiil, Siyah ok basi: Sekonder ve Tersiyer
folikiil, Kirmiz1 ok bas1: Kistik folikiil, Yildiz: Teka eksterna. Olgek; A-D: 50 um;
kiigiik resimler: 100 pm.
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Tiim gruplar ait ovaryum doku kesitlerine yapilan immunohistokimyasal
boyamalarda negatif kontrollerde herhangi bir immunoreaktivite gézlenmedi (Resim

12).

Resim 12. Grup 2°ye ait ovaryum kesitinde immunohistoperoksidaz y6nteminin
negatif kontrole ait goriintiileri. Olgek; A: 50 um; kiigiik resim: 100 pm.
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6.4. OOSITLERIN IMMUNOFLORESAN DEGERLENDIRILMESI

Tiim gruplarin immunofloresan boyamalar1 100’liik biiyiitme ile goriintiilenen 5
adet oositin Image J goriintii analiz programi kullanilarak elde edilen CTCF degerleri
hesaplandi ve istatistiksel olarak analiz edildi. Cep 55, Cdk 4, Hsp27 antikorlar1 igin
boyama yapilirken, Nobox ve FoxI2, Konneksin 37 ve Konneksin 43, Adamts-1 ve
Adamts-9 antikorlar1 i¢in ayni1 6rnek tizerinde ikili boyama yapildi. Bundan dolay1
sonuglar verilir iken tekli boyamalar ayri1 olarak, ikili boyamalar ise birlikte

verilmistir.

6.5.1. Cep5S5

Cep55 immunoreaktivitesi Grup 1’ de (Resim 13B, 14B) ve Grup 2’deki (Resim
13F, 14F) oositlerde zayif (+) gozlenirken, Grup 3’te (Resim 13J, 14J) kuvvetli
pozitif (+++) gozlendi. Grup 4’teki (Resim 13N, 14N) immunofloresan
yogunlugunun orta siddette (++) oldugu belirlendi. Gruplar arasindaki
immunofloresan yogunlugu istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Grup 1’in
(Resim 13-14; A-D) immunofloresan yogunlugu Grup 2’ye gore (Resim 13-14; E-H)
yiiksek olmasina ragmen aralarinda istatiksel olarak anlamli fark gézlenmedi (p>0,05,
Tablo 11). Grup 2°de Cep55 immunofloresan yogunlugu diger gruplara gore diisiik
oldugu ve Grup 2 ile Grup 3 immunofloresan yogunluklar karsilastirildiginda Grup
3’tn (Resim 13-14; I-L) immunofloresan yogunlugu ise anlamli olarak yiiksek
oldugu belirlendi (p<0,01, Tablo 11). Grup 2’ye gore, Grup 4’iin (Resim 13-14; M-
P) immunofloresan yogunlugu yiiksek olmasina ragmen aralarinda anlamli bir fark

saptanmadi (p>0,05, Tablo 11, Sekil 12).

Tablo 11. Tiim gruplara ait Cep55 antikorunun CTCF degerleri.

Deney Gruplan Cep55, CTCF degerleri

Grup 1 (Kontrol grubu) 215948,644+58198,64722

Grup 2 (PKOS grubu) 193561,724+80106,36398

Grup 3 (PKOS+KS grubu) 532880,704+91389,84841
Grup 4 (PKOS+ KS+Met+Pio grubu) 425039,118+230612,225

78



800000~ ”* _I
I

600000- T
S
= 400000-
(&)

200000

0 T
% >
Q Q
& &

Sekil 12. Tiim gruplara ait oositlerdeki Cep55 immunofloresan yogunluk grafigi ve
istatistiksel analizi (**p<0,01).

Resim 13. Grup 1 (A-D), Grup 2 (E-H), Grup 3 (I-L) ve Grup 4’c¢ (M-P) ait
oositlerin faz kontrast (A, E, I, M), Cep55 (B, F, J, N), DAPI (C, G, K, O) ve merge
(D, H, L, P) gériintiileri. Yesil: Cep55, Cekirdek: Mavi. Olgek: 100 pm.
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Resim 14. Grup 1 (A-D), Grup 2 (E-H), Grup 3 (I-L) ve Grup 4’¢ (M-P) ait
oositlerin faz kontrast (A, E, I, M), Cep55 (B, F, J, N), I")API (C, G, K, O) ve merge
(D, H, L, P) goriintiileri. Yesil: Cep55, Cekirdek: Mavi. Olgek: 50 pm.



6.5.2. Cdk4

Cdk4 immunoreaktivitesi Grup 1° de (Resim 15B, 16B), Grup 2’de (Resim 15F,
16F) ve Grup 3’te (Resim 15J, 16J) oositlerde orta siddette (++) gozlenirken, Grup
4’te (Resim 15N, 16N) kuvvetli (+++) oldugu belirlendi. Tiim gruplarda oositler
arasindaki immunofloresan yogunlugu istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Grup
I’in (Resim 15-16; A-D) immunofloresan yogunlugu Grup 2’ye gore (Resim 15-16;
E-H) yiiksek olmasina ragmen aralarinda anlamli bir fark bulunamadi. Grup 2 ile
Grup 3 arasindaki immunofloresan yoginlugu incelendiginde, Grup 3’iin (Resim 15-
16; I-L) immunofloresan yogunlugu yiiksek olmasina ragmen iki grup arasinda
anlamli fark saptanmadi. (p>0,05, Tablo 12). Grup 2 ile Grup 4’iin (Resim 15-16; M-
P) immunofloresan yogunlugu karsilastirildiginda Grup 4’tin  immunofloresan
yogunlugu yiiksek olmasina ragmen aralarinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05, Tablo

12, Sekil 13).

Tablo 12. Tiim gruplara ait Cdk4 antikorunun CTCF degerleri

Deney Gruplan Cdk4, CTCF degerleri
Grup 1 (Kontrol grubu) 275572,874+136172,2955
Grup 2 (PKOS grubu) 246288,532+71950,91694
Grup 3 (PKOS+KS grubu) 265289,23+81064,31269
Grup 4 (PKOS+ KS+Met+Pio grubu) 361596,986+201999,3295
CDK4
600000+
400000
&
- 1
200000-
0 Y T
O o >
L < R
O& 0& éo

Sekil 13. Tiim gruplara ait oositlerdeki Cdk4 immunofloresan yogunluk grafigi ve
istatistiksel analizi (p>0,05).
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Resim 15. Grup 1 (A-D), Grup 2 (E-H), Grup 3 (I-L) ve Grup 4’¢ (M-P) ait
oositlerin faz kontrast (A, E, I, M), Cdk4 (B, F, J, N), DAPI (C, G, K, O) ve merge
(D, H, L, P) goriintiileri. Yesil: Cdk4, Cekirdek: Mavi. Olgek: 100 pm.
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Resim 16. Grup 1 (A-D), Grup 2 (E-H), Grup 3 (I-L) ve Grup 4’¢ (M-P) ait
oositlerin faz kontrast (A, E, I, M), Cdk4 (B, F, J, N), DAPI (C, G, K, O) ve merge
(D, H, L, P) goriintiileri. Yesil: Cdk4, Cekirdek: Mavi. Olgek: 50 um.
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6.5.3. Hsp27

Hsp27 immunoreaktivitesi yogunlugu Grup 1’de (Resim 17B, 18B) ve Grup 3’de
(Resim 17J, 18J) kuvvetli (+++) izlenirken Grup 2’de (Resim 17F, 18F) ve Grup 4’te
(Resim 17N, 18N) orta siddette (++) izlendi. Tiim gruplarda oositler arasindaki
immunofloresan yogunlugu istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Grup 1’in
(Resim 17-18; A-D) immunofloresan yogunlugu Grup 2’ye gore (Resim 17-18; E-H)
yiikksek bulundu, ancak aralarinda anlamli bir fark belirlenemedi. Grup 2’nin
immunofloresan yogunlugu Grup 3’e gore (Resim 17-18; I-L) diisik olmasina
ragmen anlamli bulunamadi. (p>0,05, Tablo 13). Grup 2’nin immunofloresan
yogunlugunun Grup 4’e gore (Resim 17-18; M-P) daha yiiksek oldugu belirlendi ve
aralarinda fark anlamli gézlenmedi (p>0,05, Tablo 13, Sekil 14).

Tablo 13. Tiim gruplara ait Hsp27 antikorunun CTCF degerleri

Deney Gruplan Hsp27, CTCF degerleri
Grup 1 (Kontrol grubu) 313449,118+157461,5368
Grup 2 (PKOS grubu) 288973,39+63727,90256
Grup 3 (PKOS+KS grubu) 339610,05+68832,12642
Grup 4 (PKOS+ KS+Met+Pio grubu) 237453,272+84566,93277
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Sekil 14. Tiim gruplara ait oositlerdeki Hsp27 immunofloresan yogunluk grafigi ve
istatistiksel analizi (p>0,05).
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Resim 17. Grup 1 (A-D), Grup 2 (E-H), Grup 3 (I-L) ve Grup 4’¢ (M-P) ait
oositlerin faz kontrast (A, E, I, M), Hsp27 (B, F, J, N), ]?API (C, G, K, O) ve merge
(D, H, L, P) goriintiileri. Yesil: Hsp27, Cekirdek: Mavi. Olgek: 100 pm.
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Resim 18. Grup 1 (A-D), Grup 2 (E-H), Grup 3 (I-L) ve Grup 4’c (M-P) ait
oositlerin faz kontrast (A, E, I, M), Hsp27 (B, F, J, N), ]?API (C, G, K, O) ve merge
(D, H, L, P) goriintiileri. Yesil: Hsp27, Cekirdek: Mavi. Olgek: 50 pm.

6.5.4. Nobox ve FoxI2

Nobox immunoreaktivitesi yogunlugu Grup 1’de (Resim 19B, 20B) orta siddette
(++) gozlenirken, Grup 2’de (Resim 19F, 20F) zayif (+) gozlendi. Grup 3’te (Resim
19J, 20J) ve Grup 4’te (Resim 19N, 20N) immunofloresan yogunlugunun kuvvetli
(+++) oldugu tespit edildi. Tiim gruplarda oositler arasindaki immunofloresan
yogunlugu istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Grup 1’in (Resim 19-20; A-E)
immunofloresan yogunlugu Grup 2’ye (Resim 19-20; F-J) gore yiiksek olmasina
ragmen aralarinda anlamli bir fark tespit edilemedi (p>0,05). Grup 2’nin
immunofloresan yogunlugunun ise Grup 3’e (Resim 19-20; K-O) goére anlamli olarak
diisiik oldugu bulundu (p<0,01, Tablo 14). Grup 2’nin immunofloresan yogunlugu
Grup 4 ile (Resim 19-20; P-U) karsilastirildiginda ise Grup 4’iin anlamli olarak
yliksek oldugu belirlendi (p<0,01, Tablo 14, Sekil 15).
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Tablo 14. Tiim gruplara ait Nobox antikorunun CTCF degerleri

Deney Gruplar Nobox, CTCF degerleri
Grup 1 (Kontrol grubu) 306258,628+177956,4689
Grup 2 (PKOS grubu) 228297,04+27789,98009
Grup 3 (PKOS+KS grubu) 522688,156+£87644,9561
Grup 4 (PKOS+ KS+Met+Pio grubu) 462510,008+£69761,05941
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Sekil 15. Tim gruplara ait oositlerdeki Nobox immunofloresan yogunluk grafigi ve
istatistiksel analizi (**p<0,01).

Foxl2 immunoreaktivitesi Grup 1’ de (Resim 19C, 20C) kuvvetli (++) olarak
gozlenirken, Grup 2’ de (Resim 19H, 20H) zayif (+) olarak gdzlendi. Grup 3’te
(Resim 19M, 20M) ve Grup 4’te (Resim 19S, 20S) immunofloresan yogunlugunun
orta siddette (++) oldugu tespit edildi. Tiim gruplarda oositler arasindaki
immunofloresan yogunlugu istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Grup 1’in
(Resim 19-20; A-E) immunofloresan yogunlugunun Grup 2’ye gore (Resim 19-20;
F-J) yiiksek olmasina ragmen aralarinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05, Tablo 15,
Sekil 16). Grup 2’nin immunofloresan yogunlugunun Grup 3’e gore (Resim 19-20;
K-0) diistik oldugu ve aralarinda anlamli bir fark oldugu bulundu (p<0,01, Tablo 15,
Sekil 16). Grup 2’nin immunofloresan yogunlugu Grup 4 (Resim 19-20; P-U) ile
karsilastirildiginda Grup 2’nin immunofloresan yogunlugunun diisiik oldugu ve

aralarinda anlamli bir fark oldugu belirlendi (p<0,01, Tablo 15, Sekil 16).
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Tablo 15. Tiim gruplara ait Fox12 antikorunun CTCF degerleri

Deney Gruplar FoxI2, CTCF degerleri
Grup 1 (Kontrol grubu) 436696,033+356703,872
Grup 2 (PKOS grubu) 188506,628+59128,98169
Grup 3 (PKOS+KS grubu) 296417,144+33067,63802
Grup 4 (PKOS+ KS+Met+Pio grubu) 334875,31+41406,47374
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Sekil 16. Tiim gruplara ait oositlerdeki Foxl2 immunofloresan yogunluk grafigi ve
istatistiksel analizi (**p<0,01).
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Resim 19. Grup 1 (A-E), Grup 2 (F-J), Grup 3 (K-O) ve Grup 4’e (P-U) ait oositlerin
faz kontrast (A, F, K, P), Nobox (B, G, R, L), FoxI2 (C, H, M, S), DAPI (D, I, N, T)
ve merge (E, J, O, U) goriintiileri. Yesil: Nobox, Kirmizi: FoxI2, Cekirdek: Mavi.
Olgek: 100 pm.
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Resim 20. Grup 1 (A-E), Grup 2 (F-J), Grup 3 (K-O) ve Grup 4’e (P-U) ait oositlerin
faz kontrast (A, F, K, P), Nobox (B, G, R, L), FoxI2 (C, H, M, S), DAPI (D, I, N, T)
ve merge (E, J, O, U) goriintiileri. Yesil: Nobox, Kirmizi: FoxI2, Cekirdek: Mavi.
Olgek: Olgek:50 um.
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6.5.5. Konneksin 37 ve Konneksin 43

Konneksin 37 immunoreaktivitesi yogunlugu Grup 1’ de (Resim 21B, 22B) zayif
(+) gozlenirken, Grup 2’ de (Resim 21F, 22F) orta siddette (++) gozlendi. Grup 3’te
(Resim 21J, 22J) ve Grup 4’te (Resim 21N, 22N) immunofloresan yogunlugunun
kuvvetli (+++) oldugu tespit edildi. Tim gruplarda oositler arasindaki
immunofloresan yogunlugu istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Grup 1’in
(Resim 21-22; A-E) immunofloresan yogunlugu Grup 2’ye (Resim 21-22; F-J) gore
diisiikk bulundu ve aralarinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05, Tablo 16). Grup 2
‘nin immunofloresan yogunlugu Grup 3’e gore (Resim 21-22; K-O) diisiik olmasina
ragmen aralarinda anlamli bir fark tespit edilemedi (p>0,05). Grup 2’nin
immunofloresan yogunlugu Grup 4 (Resim 21-22; P-U) ile karsilastirildiginda Grup
4’lin immunofloresan yogunlugunun Grup 2’den daha yiiksek oldugu ancak

aralarinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi (p>0,05, Tablo 16, Sekil 17).

Tablo 16. Tiim gruplara ait Konneksin 37 antikorunun CTCF degerleri

Deney Gruplar Konneksin 37, CTCF degerleri
Grup 1 (Kontrol grubu) 287460,328+134651,2672
Grup 2 (PKOS grubu) 434777,828+£156581,5953
Grup 3 (PKOS+KS grubu) 496351,813+£57033,71276
Grup 4 (PKOS+ KS+Met+Pio grubu) 563572,797+175678,9663
CX37 "
800000 | I
6000004

4000004

CTCF

200000+

Sekil 17. Tiim gruplara ait oositlerdeki Konneksin 37 immunofloresan yogunluk
grafigi ve istatistiksel analizi (**p<0,01).
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Konneksin 43 immunoreaktivitesi Grup 1° de (Resim 21C, 22C) zayif (+)
gozlenirken, Grup 2’ de (Resim 21H, 22H) ve Grup 4’te (Resim 218, 22S) orta
siddette (++) gozlendi. Grup 3’te (Resim 21M, 22M) immunofloresan yogunlugunun
kuvvetli (+++) oldugu tespit edildi. Tim gruplarda oositler arasindaki
immunofloresan yogunlugu istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Grup 1’in
(Resim 21-22; A-E) immunofloresan yogunlugunun Grup 2’ye (Resim 21-22; F-J)
gore diisiik oldugu ve aralarinda anlamli fark bulunmadig tespit edildi (p>0,05).
Grup 2’nin immunofloresan yogunlugu Grup 3’e gore (Resim 21-22; K-O) diisiik
olarak bulundu ve aralarinda anlamli fark oldugu bulundu (p<0,01, Tablo 17). Grup
2’nin immunofloresan yogunlugu Grup 4 (Resim 21-22; P-U) ile karsilastirildiginda
Grup 4’iin immunofloresan yogunlugunun yiiksek oldugu ancak aralarinda anlamli

bir fark olamdig1 tespit edildi (p>0,05, Tablo 17, Sekil 18).

Tablo 17. Tiim gruplara ait Konneksin 43 antikorunun CTCF degerleri

Deney Gruplar Konneksin 43, CTCF degerleri
Grup 1 (Kontrol grubu) 121936,036+52463,21979
Grup 2 (PKOS grubu) 222739,586+99258,26051
Grup 3 (PKOS+KS grubu) 532836,446+96907,8482
Grup 4 (PKOS+ KS+Met+Pio grubu) 329277,718+71289,90374
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Sekil 18. Tiim gruplara ait oositlerdeki Konneksin 43 immunofloresan yogunluk
grafigi ve istatistiksel analizi (**p<0,01).
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Resim 21. Grup 1 (A-E), Grup 2 (F-J), Grup 3 (K-O) ve Grup 4’e (P-U) ait oositlerin
faz kontrast (A, F, K, P), Konneksin 37 (B, G, R, L), Konneksin 43 (C, H, M, S),
DAPI (D, I, N, T) ve merge (E, J, O, U) goriintiileri. Yesil: Konneksin 37, Kirmizi:
Konneksin 43, Cekirdek: Mavi. Olgek: 100 pm.
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Resim 22. Grup 1 (A-E), Grup 2 (F-J), Grup 3 (K-O) ve Grup 4’e (P-U) ait oositlerin
faz kontrast (A, F, K, P), Konneksin 37 (B, G, R, L), Konneksin 43 (C, H, M, S),
DAPI (D, I, N, T) ve merge (E, J, O, U) goriintiileri. Yesil: Konneksin 37, Kirmizi:
Konneksin 43, Cekirdek: Mavi. Olgek: 50 pm.
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6.5.6. Adamts-1 ve Adamts-9

Adamts-1 immunoreaktivitesi Grup 1’ de (Resim 23B, 24B) orta siddette (++)
gozlenirken, Grup 2’ de (Resim 23F, 24F) ve Grup 4’te (Resim 23N, 24N) zay1f (+)
olarak gozlendi. Grup 3’te (Resim 23J, 24J) immunofloresan yogunlugunun kuvvetli
(+++) oldugu tespit edildi. Tiim gruplarda oositler arasindaki immunofloresan
yogunlugu istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Grup 1’in (Resim 23, 24; A-E)
immunofloresan yogunlugu Grup 2’ye (Resim 23, 24; F-J) gore yiiksek olmasina
ragmen aralarinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05, Tablo 18). Grup 2’nin
immunofloresan yogunlugu Grup 3’e gore (Resim 23-24; K-O) diisiik oldugu ancak
aralarinda anlaml farklilik olmadigi gézlendi (p>0,05). Grup 2’nin immunofloresan
yogunlugu Grup 4’tin (Resim 23-24; P-U) immunofloresan yogunlugu ile
karsilastirildiginda Grup 4’iin immunofloresan yogunlugunun Grup 2’den daha
yiiksek oldugu ancak aralarinda anlamli bir fark omadigi belirlendi (p>0,05, Tablo
18, Sekil 19).

Tablo 18. Tiim gruplara ait Adamts-1 antikorunun CTCF degerleri

Deney Gruplar Adamts-1, CTCF degerleri
Grup 1 (Kontrol grubu) 260813,438+77067,24037
Grup 2 (PKOS grubu) 175987,294+36776,85914
Grup 3 (PKOS+KS grubu) 419128,146+199702,9362
Grup 4 (PKOS+ KS+Met+Pio grubu) 116330,61+36285,96828
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Sekil 19. Tiim gruplara ait oositlerdeki Adamts-1 immunofloresan yogunluk grafigi
ve istatistiksel analizi (**p<0,01).
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Adamts-9 immunoreaktivitesi Grup 1’ de (Resim 23C, 24C) zayif oldugu (+)
gozlenirken, Grup 2’ de (Resim 23H, 24H), Grup 3’te (Resim 23M, 24M) ve Grup
4’te (Resim 23S, 24S) orta siddette (++) oldugu gozlendi. Tiim gruplarda oositler
arasindaki immunofloresan yogunlugu istatistiksel olarak degerlendirildiginde, Grup
I’in (Resim 23-24; A-E) immunofloresan yogunlugunun Grup 2’ye (Resim 23-24; F-
J) gore diisiik oldugu ve aralarinda anlamli fark olmadig1 bulundu (p>0,05, Tablo 19).
Grup 2’nin immunofloresan yogunlugu Grup 3’e gore (Resim 23-24; K-O) diisiik
olmasinda ragmen aralarinda anlamhi fark yoktur (p>0,05). Grup 2’nin
immunofloresan yogunlugu Grup 4 (Resim 23-24; P-U) ile karsilastirildiginda Grup
4’lin immunofloresan yogunlugunun Grup 2’den yiiksek oldugu ancak aralarinda

anlamli bir fark bulunmadig1 belirlendi (p>0,05, Tablo 19, Sekil 20).

Tablo 19. Tiim gruplara ait Adamts-9 antikorunun CTCF degerleri

Deney Gruplar Adamts-9, CTCF degerleri
Grup 1 (Kontrol grubu) 134619,957+15341,72292
Grup 2 (PKOS grubu) 174470,088+50410,25473
Grup 3 (PKOS+KS grubu) 189431,486+14300,81772
Grup 4 (PKOS+ KS+Met+Pio grubu) 186465,632+32197,63471
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Sekil 20. Tiim gruplara ait oositlerdeki Adamts-9 immunofloresan yogunluk grafigi
ve istatistiksel analizi (p>0,05).
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Resim 23. Grup 1 (A-E), Grup 2 (F-J), Grup 3 (K-O) ve Grup 4’e (P-U) ait oositlerin
faz kontrast (A, F, K, P), Adamts-1 (B, G, R, L), Adamts-9 (C, H, M, S), DAPI (D, I,
N, T) ve merge (E, J, O, U) goriintiileri. Yesil: Adamts-1, Kirmizi: Adamts-9,
Cekirdek: Mavi. Olgek: 100 pm.
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Resim 24. Grup 1 (A-E), Grup 2 (F-J), Grup 3 (K-O) ve Grup 4’e (P-U) ait oositlerin
faz kontrast (A, F, K, P), Adamts-1 (B, G, R, L), Adamts-9 (C, H, M, S), DAPI (D, I,
N, T) ve merge (E, J, O, U) goriintiileri. Yesil: Adamts-1, Kirmizi: Adamts-9,
Cekirdek: Mavi. Olgek: 50 pm.



Tim gruplara

ait

immunofloresan boyama

sirasinda

negatif kontrol

boyamalarinda floresan 1s1ma goézlenmedi. Tim gruplart temsil eden negatif

goriintliler Resim 25°te verilmistir.

C

Resim 25. Oositlere ait immunofloresan olarak negatif boyama goriintiileri.

Cekirdek: Mavi. Olgek: A-C: 100 pm, B-D: 50 pm.

Tablo 20. Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’lin oositlerinin immunofloresan

analizine ait immunoreaktivite degerlendirmeleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Cep55 + + +++ ++
Cdk4 ++ ++ ++ +++
Hsp27 +++ ++ +++ ++
Nobox ++ + +++ +++
FoxI2 ++ + ++ ++
Cx37 + ++ +++ +++
Cx43 + ++ +++ ++
Adamts-1 ++ + +++ +
Adamts-9 + ++ ++ ++
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7.TARTISMA

Infertil olgularm %5-10"u oraninda gorillen PKOS’ta oosit kalitesindeki
eksiklikler ve anovulatuar siklus problemlerinden dolay1 deneysel olarak olusturulan
PKOS modeli ile oositlerin maturasyonunun sebeplerinin anlasilmasi ve bu olgularda
infertilite tedavisinin diizenlenmesi adina 6nemlidir. Bu ¢alismada deneysel PKOS
fare modelinde farkli ila¢ uygulamalarindan sonra oosit maturasyonunu etkileyen

faktorlerin degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Bu amag dogrultusunda ¢aligmada PKOS modeli disi Balb/C farelerde DHEA
uygulanarak olusturulmustur. PKOS modeli DHEA disinda testosteron (T),
Dihidrotestosteron (DHT), ostrojen (E2) gibi androjenlerle veya Letrozol gibi
aromataz inhibitorleri kullanilarak olusturulabilmektedir (Yaba ve Demir 2012;
Keefe ve ark. 2014; Kelly ve ark. 2016; Bakhshalizadeh ve ark. 2017). Yapilan
caligmalarda PKOS modelinin olugmasi, ovaryum morfolojisinin incelenmesi,
farelerin agirliginin olglilmesi, dstrus siklusunun degerlendirilmesi, glukoz tolerans
testi, kanda Ostrojen, progesteron, testosteron gibi hormonlarin degerlendirilmesi ile

yapilir (Yaba ve Demir 2012; Kaufmann ve ark. 2015; Kelly ve ark. 2016).

Calismamizda deneysel PKOS fare modelinde ovaryumlarin morfolojik olarak
folikiil sayilarinin fazla olmasi, ovaryum yiizeyinin diizglinliigiiniin yer yer
kaybedilmis olmast ile birlikte, histolojik olarak da hemorajik folikiillerin saptanmasi
deneysel modelin DHEA ile olusturuldugunu ispat etmektedir. Ayrica Glukoz
Tolerans testi ile kan bazal glukoz seviyesinin beklenen diizeyde olmasi deneysel

modelin olustugunu desteklemektedir.

Yaptigimiz calismada oosit maturasyonunda rol oynayan belirteglerin
ekspresyonlarinda klomifen sitrat, metformin ve pioglitazon tedavisinin tek basina

klomifen sitrat tedavisi uygulanan gruba gore daha az artig gostermesine ragmen
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metforminin klomifen sitrat ile birlikte kullanilmasi klomifen sitrat direnci olan

PKOS’lu hastalarda faydali olabilecegini diistindiirdii.

PKOS modeli olusturulan farelerde ovulasyon indiiksiyonu ve oosit kalitesini
arttiran klomifen sitrat, metformin ve pioglitazon ilaglarinin uygulanmasini takiben
toplanan over dokularinda oosit maturasyonunu etkileyen Cep55, Cdk4, Hsp27,
FoxI2, Nobox, Konneksin 37, Konneksin 43, Adamts-1 ve Adamts-9 proteinlerinin
seviyesi, ovaryumlarda immunohistokimyasal olarak, oositlerde immunofloresan

olarak degerlendirildi.

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda sadece klomifen sitrat ile tedavi yapilan grubun
diger tedavi grubu olan klomifen sitrat, metformin ve pioglitazon uygulanan gruba
gore tedavide daha etkili oldugu bulundu. Sadece Cdk4, Foxl2, Konneksin 37
antikorunun ekspresyon seviyesi klomifen sitrat, metformin ve pioglitazon
uygulanan grupta daha yiliksek bulundu. Klomifen sitratin tek basina daha etkili
olmas1 farelerde gelistirilen PKOS’un klomifen sitrata direnci olmayan tipte
oldugunu, farkli alt tipleri gelistigi bilinen PKOS’un anovulatuvar tipinin gelismis
olabilecegini diisiindiirdii. Klomifen sitratin anovulatuvar PKOS’ta birinci basamak
tedavi olarak kullanilmasi 2008 yilindan beri Onerilmektedir (The Thessaloniki
ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group 2008). Giiniimiizde
de klomifen sitratin PKOS i¢in birinci basamak tibbi tedavide kullanilmasi devam

etmektedir (Balen 2013).

Bununla birlikte PKOS tedavisinde oosit maturasyonu goz Oniine alinmadan
sadece tedavi amaghi klomifen sitrata direnci olan hastalarda letrozol ile birlikte
metformin ve pioglitazonun kombine olarak kullanilmasinin daha etkili oldugu
bildirilmistir (El-khayat ve ark. 2016). Ayrica 2019 yilinda yapilan bir ¢alisma ile
PKOS'lu kadinlarda infertilite tedavisinde ovulasyonu indiiklemek i¢in letrozol ve
klomifen sitrat kombinasyonunun tek basma letrozolden daha etkin oldugu
gosterilmistir (Mejia ve ark. 2019). Tiim bu ¢alismalar sonucunda klomifen sitratin
tek basina tedavisinin yeterli olmadigi durumlarda letrozol gibi ajanlarinda
kullanilmaya baglamasiyla anovulatuvar PKOS’un tedavisine katki saglayabilecegi
ancak hem klomifen sitratin hem de letrozoliin tek basmma veya kombine
kullanilmasinin etkilerinin daha iyi anlasilmasi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Yaptigimiz calismada oosit maturasyonunu etkileyen belirteglerin ekspresyon
seviyesinde, klomifen sitrat, metformin ve pioglitazon tedavisi uygulanan grupta,
klomifen sitrat tedavisi uygulanan gruba gore daha az artis goriilmesine ragmen,
metforminin klomifen sitrat ile birlikte kullanilmasinin PKOS’lu hastalarda faydali
olabilecegi diisliniilmektedir. Yapilan c¢alismalarda metforminin tek basina
kullaniminin farkli PKOS hasta gruplarinda faydali olmadigini ancak kombine
kullanildiginda daha faydali olabilecegini gostermektedir. Baska bir calismada
metforminin tek basma kullanilmasi avantajinin az olmasindan dolay1 birinci
basamak ajan olarak onerilmemistir (Kovacs 2017). Tang ve arkadaslar1 yaptiklari
derlemede, metforminin klinik gebelik oraninda iyilesme ile iliskili oldugunu, ancak
metforminin tek bagina mi yoksa klomifen sitrat ile kombinasyon halinde mi
kullanildiginda canli dogum oranlarmi arttirdigina dair kanit olmadigindan dolay1
hala tartismali oldugunu vurgulamislardir. Bu nedenle, PKOS'lu kadinlarda
metforminin  lireme sonuglarmi iyilestirmedeki roliiniin  sinirlt  oldugunu
bildirmislerdir (Tang ve ark. 2012). Bununla birlikte obez, infertil, anovulatuar,
ovulasyon problemi olan olgularda ve in vitro fertilizasyon uygulanan, over
hiperstimiilasyon sendromu riskini azaltmak i¢in metformin verilmesinin uygunlugu
da onerilmektedir (Johnson 2014). Transgenik fare modelleri kullanilarak, leptin
reseptOrleri homozigot mutant farelerde metformin kullaniminin in vivo liremede
onemli oldugunu gosterilmesi, PKOS o6zellikleri gosteren ve PKOS iireme fenotipine
sahip leptin reseptorii mutant olan farelerde, metforminin siiperovulasyon siirecinde
ovulatuvar performansa fayda saglayabilecegi, ancak bu sendromun PKOS fenotipi
gosteren diger alt gruplara fayda saglayamayacagi da bildirilmistir (Sabatini ve ark.

2011).

PKOS olgularinda rutin tedavinin yanisira oosit kalitesi ve maturasyonu i¢inde
uygulanan tedavi segeneklerinin diisiiniilmesi, kullanilan her bir ilacin ve tedavi
seceneklerinin  oosit maturasyonu lizerine etkilerinin bilinmesi de Onemlidir.
Metformin ile oosit kalitesi iligkisinin incelendigi bir calismada, farelerde PKOS
modelinde bozulan oosit kalitesinde metforminin kismen etkili oldugu bildirilmistir
(Huang ve ark. 2015). Yapilan bir bagka calisma da in vitro oosit maturasyonun ilk 6
saatinde mayozun yeniden baglamasi i¢in metforminin kumulus oosit komplekslerini
etkiledigi ancak oositin MII'yi tamamlayamamasinin PKOS’u tetikleyen Ostradiyol

eksikliginden kaynaklandigi bildirilmistir (Mesbah ve ark. 2015). Bununla beraber
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metformin kullanilan PKOS’Iu olgularda ovulasyonun indiiklenmesindeki roliiniin
biiyiik olasilikla over {iizerinde dogrudan bir etkiden kaynaklandigini ve ilaca
ovulatuvar yanitin lokal duyarlilik veya ilaca direng ile iliskili oldugunu bildirmistir
(Palomba ve ark. 2010). Yapilan ¢aligmalar ile metforminin kombine tedavide daha

fazla etkili oldugu diisiiniilebilir.

Caligmamizin sonuglarina gore oosit maturasyonunda rol oynayan proteinlerin
ekspresyonlar1 klomifen sitrat, metformin ve pioglitazon tedavisi uygulanan grupta,
klomifen sitrat tedavisi uygulanan gruba gore daha az artis gozlenmistir.
Pioglitazonun metformin ve klomifen sitrat ile birlikte kullanilmasi PKOS’lu
hastalarda gelisen insiilin direncinin azalmasi, hiperandrojenizm ve ovulasyonun
diizenlenmesi icin, metformin, klomifen sitratin ya da pioglitazonun tek basina
kullanilmasindansa ~ kombine  kullanilmasinin =~ daha  faydali  olacagim
diistindiirmektedir. Pioglitazonun, insiilin reseptoriine baglandiktan sonra etkisini
gostererek, insiilinin etkisini arttiran ve diger hormonlarin inhibe edici etkilerini ve
hepatik glukoz sentezini azaltan bir ilag oldugu bilinmektedir (Hwang ve ark. 2013).
Ayrica pioglitazon insiilin direnci, hiperandrojenizm ve anovulasyon dahil olmak
tizere PKOS'un ¢esitli yonlerini tedavi etmek i¢in kullanilmigtir. Ayni ¢calismada ilk
kez pioglitazonun insiilin direncini, ovulasyon fonksiyon bozuklugunu ve
hiperandrojenizmi iyilestirdigi gosterilmistir (Brettenthaler ve ark. 2004). Yapilan bir
baska c¢alismada insiilin disiirlicii  ajanlar olan metformin, pioglitazon ve
troglitazonun, in vivo testosteron biyosentezini inhibe ederek ovaryum dokusunu
etkiledigini gostermistir (Misugi ve ark. 2006). Brannian ve arkadaslari eriskin
transgenik fare modelinde pioglitazon uygulamasmin insiilin ile dogrudan iligkili
olmayan durumlar disinda ovaryan gen ekspresyonunu olumlu yonde degistirdigini
bildirmistir (Brannian ve ark. 2008). Kim ve arkadaglari yaptiklar1 c¢aligmada
pioglitazonun ovaryan stromada kan akisini azalttiini, ovaryan stimiilasyonuna
yaniti arttirdigini ve klomifen sitrat tedavisine direngli PKOS hastalarinda artmig IVF
sonuclarinin oldugunu bildirmistir (Kim ve ark. 2010). Li ve arkadaslari PKOS’un
klinik, hormonal ve metabolik 0Ozelliklerinin tedavisinde metformin ve
tiyazolidindionlar1 karsilastiran bir meta-analiz’de, metformin ve
tiyazolidindiyonlarin  PKOS tedavisinde birbirlerinden istiin  olmadiklarini,

caligmalar arasinda, heterojenligin kafa karigtirict oldugunu ve bu konuyu daha fazla
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ele almak i¢in biiyiik 6l¢ekli, iyi tasarlanmig, randomize, kontrollii bir deneye ihtiyag

oldugu sonucuna varmistir (Li ve ark. 2011).

Du ve arkadaslari pioglitazonu ve rosaglitazonu kapsayan ila¢ grubu olan
tiyazolidindiyonlarin PKOS’lu hastalarin tedavisinde oynadigi rolii agiklayan bir
meta-analizde, tiyazolidindiyonlarin hastalarda insiilini ve aglik kan sekerini etkili bir
bicimde azalttigin1 ancak androjen seviyelerini etkili bir sekilde azaltamayabilecegini
ve viicut agirligini artirabilecegi sonucuna varmistir (Du ve ark. 2012). Shah yaptigi
calisma da PKOS hastalarinda pioglitazonun menstriiel siklusu eski haline
getirebilecegini, daha iyi bir ovulasyon orani saglayabilecegini, hiperandrojenizmin
klinik  belirtilerini  iyilestirebilecegini ve Tip 2 diyabetin baslangicim
Onleyebilecegini veya geciktirebilecegini bildirmistir (Sangeeta 2012). Hara ve
arkadaslar1 pioglitazonun FSH ile indiiklenen folikiiler gelisim ve steroidogenezde,
TNF-a tarafindan inhibe edilmesini 6nledigini ve PKOS'lu hastalarda peroksizom
proliferator ile aktive edilen reseptor-y (PPAR-y) aktivasyonu ile dogrudan ovaryan
fonksiyonlaria etki edebilecegini gdstermistir (Hara ve ark. 2013). Stabile ve
arkadaglar1 PKOS’lu gen¢ kadinlarda, pioglitazon ile yapilan tedavinin, menstriiel
ritmin diizensizliklerini ve hiperandrojenizmin klinik belirtilerini iyilestirdigini
gostermistir (Stabile ve ark. 2014). El-khayat ve arkadaslari, letrozol, metformin ve
pioglitazon kombine tedavisinin, tek basina kullanildiginda klomifen sitrata direncli
bir grup PKOS’lu kadin arasinda ovulasyon kosullarinda ve gebelik oranlarinda,
klomifen sitrat, metformin ve pioglitazon kombine tedavisi kadar etkili oldugunu
bildirmistir (El-khayat ve ark. 2016). Indran ve arkadaslar1 yaptiklari caligmada
androjen biyosentezini modiile eden yollari ve PKOS'ta preklinik aragtirmanin
temelini olusturan hiicresel ve hayvan modelleri hakkindaki mevcut anlayisi gozden
gecirmis, klinik aragtirmalar i¢in iyilestirilmis terapotik stratejilerin gelistirilmesini
saglayacaklart sonucuna varmistir (Indran ve ark. 2016). Xu ve arkadaslart yaptiklari
meta-analizde PKOS'lu hastalarin tedavisinde pioglitazon ile metformin arasindaki
etkiyi karsilagtirmis ve sonug¢ olarak, pioglitazonun PKOS hastalarinin menstriiel
sikluslarin1 ve ovulasyonunu metforminden daha iyi iyilestirdigini 6ne stirmiistiir

(Xu ve ark. 2017).

Sonu¢ olarak tekli veya kombine tedavi uygulamalari sonrasinda PKOS’lu
olgularda yapilan ¢alismalarda PKOS’un klinik yoniinii tedavi edecek yaklagimlarin

daha ¢ok oldugu, ovulasyonu tetikleyen ilaclarin kullaniimasinin gerekliligi
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vurgulanmakla birlikte oosit kalitesi konusunda ¢alismalar yetersizdir. Caligmamizda
deneysel PKOS modelinde hem ovaryumda gelisen folikiillerde hem de oositlerde
oosit maturasyonunda rol oynayan belirtecler ile klomifen sitrat, metformin ve
pioglitazonun etkinligi bu acidan ilk kez incelenmistir. Ovaryumlarda Cep55
immunoreaktivitesinin kontrol ve tedavi gruplarinda PKOS grubuna gore yiiksek
oldugu gozlendi. Oositlerde immunofloresan boyamasinin sonucunun da
immunohistokimyasal sonuglar ile uyumlu oldugu, PKOS olusturulan grupta, diger
gruplara gore diisiik oldugunu belirlendi. Bu sonuglar tedavi ile oosit
maturasyonunda rol oynayan Cep55’in folikiil gelisimini tetikledigini buna bagh
olarak oosit maturasyonunu etkiledigini diisiindiirdii. Yapilan bir ¢alismada Cep55’in
GV ve MII fare oositlerinde eksprese edildigini ve mikrotiibiil organize edici
merkezde (MTOC) ig iplik¢iklerinin organizasyonunda rol oynadigindan dolay1 fare
oosit mayotik olgunlagsmasi sirasinda hiicre dongiisii ilerlemesini saglayabilecegini
bildirilmistir (Xu ve ark. 2015). Bir baska ¢aligmada, kontrollii over stimiilasyon
dongiisiinde graniiloza hiicrelerinin transkriptomunu ovulasyonun tetiklenmesinden
once ve sonra Kkarsilagtirarak insanlarda ovulasyonla iliskili yeni genleri
belirlenmistir. Bu ¢aligma sonucunda hCG uygulamasindan 36 saat sonra aralarinda
Cep55’inde bulundugu baz1 genlerin downregiile oldugu bildirilmistir (Wissing ve
ark. 2014). Sonug¢ olarak PKOS olgularinda Cep55 diisiisiine bagli olarak oosit
maturasyonunda meydana gelen bozulma sonucunda oosit kalitesinin azalacagi ve
tedavi sonucunda Cep55 artisina bagl olarak maturasyonun yeniden tetiklenebilecegi

diistintildii.

Ovaryumlarda Cdk4 immunoreaktivitesinin PKOS grubunda kontrol ve tedavi
gruplaria gore diisiik oldugu gozlendi. Oosit immunofloresan boyamasi sonucunun
immunohistokimya sonuglart ile uyumlu oldugu gozlendi. Bu sonuglar oosit
maturasyonunda ekspresyonu artan Cdk4’in, farelerde PKOS modeli olusturularak
oositlerin mayotik maturasyonunu bozdugunu diisiindiirdii. Cdklarin memeli mitotik
G1-S fazina gegiste dnemli rol oynadigi bilinmektedir (Ashley ve ark. 2001). Ashley
ve arkadaslar1 Cdk2 ve Cdk4’tin fare spermatositlerin ve oositlerin mayotik
profazlari iizerindeki lokalizasyonunu ve fare testis kesitlerinde mayozdan onceki
mitotik spermatogonial bdliinmedeki ekspresyon paternlerindeki degisiklikler
immunohistokimyasal olarak incelemistir ve sonu¢ olarak Cdk’4’iin memeli

mayozunda sinaptonemal kompleks {iizerinde replikasyon protein A ile birlikte
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lokalize oldugu gosterilmistir (Ashley ve ark. 2001). Kohoutek ve arkadaslari
aralarinda Cdk4’tinde dahil oldugu hiicre siklus diizenleyicilerini, farelerde oosit
gelisiminde, biiylimesinde ve fertilizasyon sonrasi birka¢ saat i¢indeki embriyolarda
miktarlarini ve lokalizasyonlarini belirleyerek potansiyel rollerini incelemistir. Sonug
olarak hiicre siklus diizenleyicilerinin, miktar, yap1 ve lokalizasyonunun farkli
dinamiklerle birlestiginde, oosit gelisiminin diizenlenmesinde rol oynadigini ancak
bu proteinleri gerektiren siireglerin ve fonksiyonlarin ne oldugunu tespit edememistir
(Kohoutek ve ark. 2004). Briissow ve arkadaglart Cdk4’iin domuz oositlerinde zona
pellusida ve sitoplazmada eksprese oldugunu ilk kez bildirilmistir (Briissow ve ark.
2011). Ayrica spesifik Cdk4 lokalizasyonunun, oositlerin gelisimsel yeterliligini
etkileyen ekzojen faktorlerle birlikte fertilizasyon kabiliyeti ve embriyo
biliylimesinden sorumlu birka¢ genin farkli ekspresyonuyla iliskili oldugunu O6ne
stirmistiir. Folikiiliin ¢ap1 biiylidiikkge Cdk4 ekspresyonun arttigini kii¢iik ve orta
folikiillerde ekspresyonun fazla olmadigini bildirmistir (Briissow ve ark. 2011).
Kempisty ve arkadaslart domuz kumulus hiicrelerinin kisa siireli kiiltiire edilmesinin
Cdk4 ve Cx43 proteinlerinin ekspresyonunun ve dagiliminin ilk 12 saat arttigini ve
44. saatte ekspresyon farkliligi olmadig: bildirilmistir (Kempisty ve ark. 2013). Aym
grubun 2014 yilinda yaptiklar1 caligmada, Cdk4’tiin domuz oositlerinde mRNA
ekspresyonunun arttigini gostermis ve oosit maturasyonunda kontrol noktasi olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Kempisty ve ark. 2014). Ogani ve arkadaslar
yaptiklar1 ¢calismada Cdkl1'in oositleri diizenlemeye katkisi olmasina ragmen, Cdk2
ve Cdk4'in memeli oositlerinde 6nemli oldugunu ve fare ve domuz oositlerinin
uygun sekilde olgunlasmasi i¢cin Cdk7 ve Cdk9 aktivitesinin de gerekli oldugunu
gostermistir (Oqani ve ark. 2017). Zhoa ve arkadaslar1 asirt floriir alimi ile
indiiklenen folikiiler gelisimsel displazide floriir dozuna baglh olarak Cdk4
ekspreyonun arttigini bildirmistir. Cdk’4 iin Cdk2 ile artisinin JNK sinyal yolaginda
rol oynayan STAT3, STATS artisindan kaynaklandigini ve bunun da ovaryumda
folikiil ve folikiiler displazide graniiloza hiicrelerinin apoptozuna neden olacagini
bildirmistir (Zhao ve ark. 2018). Cdk4’iin ¢alismamizda &zellikle ileri folikiiler
evrede (tersiyer folikiil) ve graniiloza hiicrelerinde tekli veya kombine tedavi
uygulanan gruplarda artmig olmasi, PKOS’lu olgularda folikiil gelisiminin

etkilenmesinde Cdk4’iin roliiniin 6nemli oldugunu diisiindiirdii.
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Hsp27°nin ovaryumlarda PKOS grubu, tedavi gruplar ile karsilastirildiginda
Klomifen sitrat tedavisi uygulanan gruba goére diisik immunoreaktiviteye sahip
oldugu saptandi. Oositlerdeki immunofloresan yogunlugunun ovaryumlardaki
immunoreaktiviteye benzer oldugu gozlendi. Oositlerde klomifen sitrat tedavisi
uygulanan grupta kombine tedavi uygulanan gruba gore daha yiiksek
immunoreaktivite gdzlenmesi, uygulanan tedavinin ovaryumda iyilesme sagladigini
ancak oosit maturasyonunu durdugunu, kombine grupta immnuoreaktivitenin
azalmasinin oosit maturasyonuna katki sagladigini diisiindiirdii. Ma ve arkadaslari
Hsp27'nin insan oositinde eksprese edildigini ve Hsp27 ekspresyonunun, PKOS’lu
kadinlardan elde edilen ovaryumlarda azaldigin1 gostermistir (Ma ve ark. 2007).
Velazquez ve arkadaslar1 ineklerde, kistik ovaryan hastaliginda gelisen folikiiller ve
kistik folikiillerin graniiloza ve teka hiicrelerinde Hsp27 ekspresyonlarinin arttigini,
atretik folikiillerde azaldigini bildirmistir. Hsp genlerinin degismis ekspresyonunun
folikiiler duvardaki apoptozu azalttigin1 ve kistik folikiillerin gecikmeli regresyonuna
yol agtigini, kistik ovaryan hastalik patogenezinin over ic¢i bileseni ile iligkili
oldugunu 6ne siiren daha onceki gozlemleri destekledigini bildirmistir (Velazquez ve
ark. 2010). Baska bir ¢alismada, Hsp27’nin down-regiilasyonunun farelerde oosit
maturasyonunu gelistirirken, kaspaz 8 aracili apoptotik yolagin aktivasyonunu
tetikleyerek oositlerde erken evre apoptozunu arttirdigi bildirilmistir (Liu ve ark.
2010). Cai ve arkadaslari, PKOS’lu hastalarda Hsp27’nin upregiilasyonun oosit
maturasyonunu inhibe ettigini ve embriyonik gelisim potansiyelini iyilestirdigini
gostermistir (Cai ve ark. 2013). Hsp27'nin down-regiilasyonu, PKOS’lu kadinlarin
ovaryumlarmin kii¢iik antral folikiillerinde oosit apoptozuna katkida bulunabilecegi
bildirilmistir (Ma ve ark. 2007). Farelerde erken embriyonik gelisme {izerine yapilan
bir ¢calismada, embriyolarda Hsp27'nin asir1 ekspresyonu veya down-regiilasyonunun,
embriyonik gelisimi  tek basina bir faktdr olarak onemli OSlgiide etkiledigini

bildirmistir (Liu ve ark. 2013).

FoxI2 immunoreaktivitesinin, PKOS grubunda ekspresyonu azalmis iken, tekli ve
kombine tedavi uygulanmasindan sonra Ozellikle klomifen sitrat uygulamasi
sonrasinda arttig1, klomifen sitratin FoxI2 ekspresyonunu tetikledigini diisiindiirdii.
Benayoun ve arkadaslar1 yaptiklari c¢alismanin sonucunda FoxI2'yi graniiloza
hiicrelerinde hiicre dongiisii ilerlemesi ve homeostazinin yeni bir diizenleyicisi

oldugunu ayrica bir tiimor baskilayici aday1 oldugunu bildirmistir (Benayoun ve ark.
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2011). Mutant farelerin ovaryumlarinda, Fox12’nin graniiloza hiicrelerinde ve diisiik
seviyede eksprese edildigi ve bu graniiloza hiicreleri ile ¢evrili olan biiylimeyen
oositleri iceren ¢ok az primordial veya primer folikiil olusturdugu bildirilmistir (Kim
ve ark. 2011). Baliklarda yapilan bir ¢alismada gen¢ ve eriskin ovaryumlarinda
ekspresyon seviyeleri farkli olan genler arasinda, aralarinda Fox12’nin de bulundugu
oosit fizyolojik fonksiyonuyla iligkili genlerin yetiskin ovaryumlarinda upregiile
oldugu bulunmustur (Jia ve ark. 2018). Tavuklarla yapilan bir ¢calisma da tavuklarin
folikiil gelisiminde FoxI2'min, otokrin diizenleyici mekanizma yoluyla hiicre igi
FSHR transkripsiyonunda ve graniiloza hiicre proliferasyonunda rol oynayan ¢ift
yonlii modiile edici bir rol oynadig1 bildirilmistir (Qin ve ark. 2015). Lipskind ve
arkadaglar1 embriyonik cisimcik ve indiiklenmis pluripotent kok hiicre kullanarak
ovaryum graniiloza hiicrelerinin gelisimi ve steroidogenezi i¢in olusturduklari
modelde aralarinda Fox12’ninde bulunudugu graniiloza hiicre belirteclerinin hem fare
hem de insan embriyonik cisimciklerinde eksprese edildigini gostermistir (Lipskind
ve ark. 2018). Pannetier ve arkadaslari, ovaryan farklilasma sirasinda transkripsiyon
faktorli Fox12'nin ve R-spondinl tarafindan diizenlenen WNT sinyal yolaginin roliinii
fare, ke¢i ve insanda incelemistir. Sonug olarak kadin cinsiyet farklilagsmasinda FoxI2
ve Wnt’in 2 ana genetik kaskat olarak rol oynadigini bildirmistir (Pannetier ve ark.

2016).

Calismada Nobox immunoreaktivitesinin hem tekli hemde kombine tedavi
uygulamasi sonrasinda ekspreyonun arttigi, Ozellikle erken donem folikiilerde
ekspresyonun daha fazla arttigi goriilmesi iizerine, tedavilerin folikiilogenezi
destekleme adina Nobox ekspresyonunu tetikledigini diisiindiirdii. Memelilerde
folikiilogenez, hem ekstraovaryan hem de intraovaryan faktorlere bagli karmasik bir
stirectir. Memeli ovaryumu igerisindeki oositler, folikiilogenezin diizenlenmesinde
onemli rol oynar. Transkripsiyon faktorii olan Nobox’un primordiyal folikiillerden
olgun folikiillere kadar farkli folikiillerde secici olarak eksprese edildikleri
kesfedilmis ve Nobox’un oogenezde ve ovaryum gelisiminde dnemli rol oynadig:
bildirilmistir (Suzumori ve ark. 2002). Nobox™" yenidoganlarin ovaryumlarinda genel
olarak germ hiicre kaybinin olmadigi ve Nobox ekspresyonunun primordiyal folikiil
havuzunun 6nemli bir diizenleyicisi oldugu bildirilmistir (Rajkovic ve ark. 2004).
Lechowska ve arkadaslart Nobox”™ farelerin gelismekte olan embriyonik

ovaryumlarinin ultrastriiktiirel analizi ile Nobox™ farelerdeki primordiyal folikiil
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eksikliginin, embriyonik gelisim sirasinda ortaya ¢iktigini gostermistir (Lechowska
ve ark. 2011). Bayne ve arkadaslar1 primordiyal folikiil formasyonu sirasinda Nobox
ile GDF9’un karsilikli olarak etkilesimde olduklari ve birbirlerini diizenledikleri
gosterilmistir (Bayne ve ark. 2015). Yapilan baska bir ¢calismada ise, sigir modelinde
Nobox'un erken embriyogenez sirasinda embriyonik genom aktivasyonu, pluripotent
genlerin ekspresyonu ve blastokist hiicrelerinin olusumunun diizenlenmesinde islev
goren temel bir maternal kokenli transkripsiyon faktorii oldugu gosterilmistir
(Tripuraini ve ark. 2011). Ferrari ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada, idiyopatik
POF’a sahip 107 Avrupali kadinin genetik taramasini sonucunda hastalarin 7'sinde
heterozigot Nobox mutasyonunun (%6.5) oldugu rapor edilmistir (Ferrari ve ark.

2016).

Konneksin 37 ve 43’iin gelismekte olan folikiillerde 6zellikle primer folikiilde
tedavi uygulamalar1 sonrasinda arttigi, Ozellikle klomifen sitrat uygulamasi ile
konneksin 43 artisinin hem primer folikiilde hemde oositte daha fazla oldugunu
goriilmesi lizerine klomifen sitratin folikiilogenez ve graniiloza hiicrelerinde
devamlilig1 sagladigini diislindiirdii. Giliney Hintli kadinlarda Cx37 / GJA4 geninin
CI1019T tek niikleotid polimorfizminin PKOS'a duyarlilikla iliskili olabilecegini
gosterilmistir (Guruvaiah ve ark. 2016). Yapilan bagka bir ¢alismada konneksin 37'yi
kodlayan genin delesyonunun preantral asamada folikiiler gelisimi durdurdugu ve
mayotik yeterliligin kazanilmasini engelledigi bildirilmistir (Carabatsos ve ark.
2000). Konneksin-37 ve konneksin-43’lin oogenezdeki rollerini tanimlamak igin,
kimerik ovaryumlar, immiin yetmezligi olan disi farelerin bdbrek kapsiillerine
nakledilmistir. Sonuglar, konneksin-43'iin graniiloza hiicrelerinde veya konneksin
37'nin oositlerde yoklugunun, oosit ve folikiil gelisimini etkilemesi ig¢in yeterli
oldugunu bildirmis ve konneksin 37 ile 43’lin 6nemini vurgulamistir (Gittens ve
Kidder 2005). Bununla birlikte, baska c¢alismalar, konneksin 37'nin oosit-graniiloza
hiicreleri arasindaki roliiniin ¢ok farkli biyofiziksel ve gecirgenlik 6zelliklerine sahip
oldugu bilinen konneksin 43 ile de gerceklesebilecegini bildirmistir (Li ve ark. 2007).
Liu ve arkadaglar1 Rps26 geni knockout farelerin ovaryum ve oositlerinde konneksin
37 mRNA seviyesinin ve protein ekspresyonunun Onemli derece azaldigini
gostermistir. Bu azalmanin oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki iletisimin
azalmasina ve folikiil kaybina neden oldugunu, bununda prematiir ovaryan

yetmezligin olugsmasina katki sagladigini 6ne stirmiistiir (Liu ve ark. 2018). Zhang ve
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arkadaglar1 zayif over yanitin tedavisinde farkli testosteron konsantrasyonlarinda
kumulus oosit komplekslerinde konneksin 37 ekpresyon seviyesinin folikiil i¢indeki
konneksin ekspresyonunu arttirarak over yanitin1 destekleyebilecegini bildirmistir
(Zhang ve ark. 2016). Donfack ve arkadaslar1 ke¢i ovaryum korteksleri ile ilgili
yaptiklar1 ¢aligmada konneksin 43’{in tiim folikdl tiplerinde graniiloza hiicrelerinde,
teka hiicrelerinde ve zona pellusida'da eksprese edildigini ayrica uyguladiklar
tedavilerin hepsinde ayni paterni gosterdigini bildirmistir (Donfack ve ark. 2018).
Michalovic ve arkadaglar1 sigirlarin graniiloza hiicrelerinde Cx43 ve bazi genlerin
yogunlugunun yasla arttigint ve bu genlerin, graniiloza hiicrelerinin fonksiyonu,
proliferasyonu ve sag kaliminda kilit rol oynayan diizenleyicileri kodladigini
bildirmistir (Michalovic ve ark. 2018). Zhang ve arkadaslari kumulus oosit
komplekslerinde GPR30'a etki eden 17B-estradioliin ERKI1 / 2'nin aktivitesini
diizenledigini ve hiicreleraras1t gap junction iletisimi araciligiyla mayozun yeniden
baslatilmas1 i¢in O6nemli olan Cx43 fosforilasyonunu tesvik ettigini gostermistir

(Zhang ve ark. 2019).

Adamts-1 ve Adamts-9 immunoreaktivitelerinin PKOS modelinde tedavi
sonrasinda kontrol grubuna nazaran primodial ve primer folikiillerde goriilmez iken,
sekonder folikiil ve sonrasinda kontrol grubuna benzer sekilde immunoreaktiviteler
oldugu saptandi. Oositte ise 6zellikle klomifen sitrat uygulamasit sonrasinda Adamts-
1 ve -9°daki artisin gozlenmesinden dolayi, 6zellikle PKOS’lu olgularda Adamts-1
ve -9’un ekspresyonun ge¢ donemde folikiillerde oldugunu ve mayoz Il asamasinda
olan oosit i¢in gerekli oldugunu disiindiirdii. Adamtsl null farelerin, kadin
infertilitesi ve bozulmus folikiiler gelisim gosterdigi one siirtilmiistiir (Shindo ve ark.
2000). Rosewell ve arkadaslari Adamts-1 ve Adamts-9’un mRNA seviyelerinin,
hCG uygulamasindan sonra graniiloza hiicrelerinde arttigini, ancak ADAMTSI1
ekspresyonunun graniiloza hiicrelerinde azaldigini, Adamts-9 ekspresyonunun
degismedigini bildirmistir (Rosewell ve ark. 2015). GohariTaban ve arkadaslari
progesteron reseptorleri ile birlikte Adamts-1 ve Adamts-9’un PKOS hastalarinin
kumulus hiicrelerinin azalmasinin, diigiik fertilizasyon orant ve oosit maturasyon
oranlarina yol acabilecegini gostermistir (GohariTaban ve ark. 2019). Meng ve
arkadaglar1 erken sekonder folikiillerin gelisimsel olarak durmasinin, furinin oosit
spesifik delesyonu ile Adamts-1'in (85-kDa prodomaini kesilmis) olgunlasmis

formunun kaybryla ortaya ¢ikabilecegini ve mutant farelerde graniiloza hiicrelerinin
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cogalmasinin bozuldugu sonucuna varmistir (Meng ve ark. 2017). Pan ve arkadaslari
Adamts-1’in  Versikan ile birlikte kumulus oosit kompleksinin in vitro oosit
maturasyonunda artmis oldugunu gostermistir (Pan ve Li 2018). Folikiil uyarici
hormon veya epidermal biiylime faktorii benzeri peptitler ile in vitro uyarilmig
domuz kumulus-oosit komplekslerinin gen ekspresyon analizinde Adamts-1
ekspresyonunun arttigi bulunmustur (Blaha ve ark. 2015). Russell ve arkadaslari
Adamts-1'in sitoplazmik salgilayici vezikiillerde lokalize oldugunu ve ekstraseliiler
matrikste biriktigini gostermistir (Russell ve ark. 2003). Ayrica Adamts-1'in, over
folikiiler gelisimi ve hiicre dis1 matriks (ECM) i¢in yeniden sekillenmesi i¢in gerekli
oldugu (Brown ve ark. 2010), farkli bir grubun yaptig1 ¢alismada da sigirlarda teka
hiicrelerinin tirettigi Adamts-1 ve Adamts-9’un dokunun yeniden sekillenmesinde ve
folikiil bozulmasinda 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (Willis ve ark. 2017).
PKOS’Iu kadinlar ile yapilan bir ¢aligmada, polikistik over sendromlu ergenlerde ve
geng yastaki kadinlarda Adamts-1’in arttig1 bildirilmistir. Artmigs Adamts-1
diizeylerinin, ergenlerde ve geng¢ yastaki kadinlarda PKOS'un etiyopatogenezi igin
potansiyel bir belirte¢ olabilecegi bildirilmistir (Tola ve ark. 2018). Ayni grup
2017°de folikiiler sivida Adamts-1 ve agrekan seviyesini inceledikleri c¢alismada
PKOS’lu hastalarda Adamts-1’in arttigin1 ve PKOS etiyopatogenezinde oncii belirteg
olarak Onerilmistir (Tola ve ark. 2017). Bir baska calismada PKOS hastalarinda
serum versikan ve Adamts-1 diizeylerinin birbirleriyle anlamli ve pozitif olarak
korele oldugu gosterilmistir (Ozler ve ark. 2017). Karakdse ve arkadaslari da
PKOS’Iu hastalarin serumlarinda Adamts-1 ve Adamts-9’un 6nemli bir farklilik
bulunmadigint bildirmistir (Karakose ve ark. 2016). Li ve arkadaglar1 PKOS
olusturduklar1 siganlarda ovulasyonu etkileyen temel transkripsiyonel regiilatorlerden
biri olan CCAAT / arttirict baglayict protein § (C / EBPp) iizerinden Adamts-1 ve
ovulasyon ile iligkili bir kag proteinin azaldigini bulmustur (Li ve ark. 2018). Jansch
Carter ve arkadaglart CRISPR / Cas9 kullanarak Adamts-9”" knockout zebra baligi
fenotipini olusturarak Adamts-9’un ovaryum gelisiminde gerekli oldugunu
bildirmistir (Carter ve ark. 2019). C. elegans’ta Adams-9 knockout edildiginde
ortologu olan GON-1’in germ hiicrelerinin gogiinde ve gonad gelisiminde rol
oynadigi, Drosophila'da ise Adamts-9 knockout edildiginde ortologu olan Adamts-
A’nin, germ hiicrelerinin yanlis go¢iine neden oldugu gosterilmistir (Ismat ve ark.

2013). Tsubota ve arkadaslar1 folikiiler bozuklugu engelledigi bilinen RU486’nin
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ekstraseliiler matriks igin proteolitik etkisi olan Adamts-1 ve Adamts-9’un

downregiile oldugunu bildirmistir (Tsubota ve ark. 2015).

112



8.SONUC ve ONERILER

Bu calisma farelerde PKOS modelinde ovulasyon indiiksiyon tedavisinde ve
insiilin direncinin digiiriilmesi ile tip 2 diyabette etkin olarak kullanilan ilaglarin tekli
ya da kombine halde kullanilarak oosit maturasyonuna etkisinin arastirildigr ilk
calismadir. Tedavi gruplarinda oosit maturasyonunu etkileyen Cep55, Cdk4, Hsp27,
Nobox, Fox12, Konneksin 37 ve 43, Adamts-1 ve Adamts-9 ifadesinin artmis oldugu
bulundu. PKOS fizyopatolojisi tam olarak ag¢iklanamamis endokrinolojik bir
bozukluk olmakla birlikte, hastaligin ortaya ¢ikmasinda bir¢cok molekiiler yolagin
etkili oldugu bilinmektedir. Bu ¢aligmanin sonuglari tedavi gruplarinda Cep55, Cdk4,
Hsp27, Nobox, Foxl2, Konneksin 37 ve 43, Adamts-1 ve Adamts-9 ifadelerinin
artmig olmast PKOS ile bozulan ve oosit maturasyonunu etkileyen faktorlerin
uygulanan tedaviler ile kismen iyilestirildigini diisiindiirdii. Ayn1 belirteglerin daha
ileri molekiiler teknikler ile incelenmesi ile gelecekte bu belirteglerin PKOS’lu
olgularda oosit maturayonunda kullanilabilecek yeni molekiillerden olacagina

inanilmaktadir.
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