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OZET

Polikistik over sendromu (PKOS) %06-8 prevalansi ile iireme periyodundaki kadinlarda en sik
goriilen endokrin bozukluktur. Prevalansina ragmen etiyolojik kosullar1 tam olarak anlagilmamustir.
Melatoninin PCOS patofizyolojisinde dnemli bir rol aldig1 onerilmistir. Epifiz bezinden salgilanan
temel hormon olan melatonin, memelilerde sirkadiyen ritimi, uyku ve iireme degisimlerini
diizenlemektedir ve farkli dokularda oksidatif stres ve hiicre 6liimlerine karsi koruyucu bir ajan
olarak tamimlanmistir. Sirkadiyen ritimi kontrol etmesinin yani sira melatonin, reaktif oksijen ve
nitrojenleri ndtralize eder ve immiin sistemi sistemi aktive eder. Bu nedenle, melatonin ovaryum
fonksiyonuna direk etki eder. Ovaryumda melatonin etkisine, Melatonin 1 reseptorii aracilik eder.
Calismalarda, PKOS’un patofizyolojisi ve etiyoloji lizerinde MT reseptor genlerinin 6énemli bir rolii
oldugu oOnerilmistir. GDF 9 ve BMP 15 iceren farkli biiyiime faktorleri PKOS’un olast etki
mekanizmalarini etkilemektedirler. Caligmamizin amaci, ekzojen melatoninin MT1 reseptorii ve
GDF 9, BMP 15 parakrin sinyal molekiilleri iizerine etkisinin ratlardaki PKOS modelinde
belirlemektir. Letrozol, non-aromataz enzim inhibitoriidiir. Aromataz, PKOS indiiksiyonunda
Ostrojen sentezleyen enzimdir. Calismamizda letrozol ratlarda PKOS’u indiiklemek i¢in kullanildi.
Deneyde 6-8 haftalik 32 disi Sprague Dawley rat tiirii, esit 4 gruba ayrildi (n=8). 1. Grup: Sham
kontrol (%1 CMC/giin/ 3hafta), 2. Grup: Melatonin uygulanan grup (2mg/kg/giin/3 hafta,%]1
CMC/giin/ 3hafta), 3. Grup: Deneysel PKOS grubu (1mg/kg/giin/3 hafta Letrozol), 4.Grup: Deneysel
PKOS+ melatonin (1mg/kg/giin/3 hafta Letrozol + 2mg/kg/giin/3 hafta melatonin). Siire bitiminde
alian ovaryum dokular1 % 10’luk nétral formalinde 72 saat tespit edildi, rutin 151k mikroskobik takip
prosediiriinden sonra, parafin bloklar olusturuldu. Parafin bloklardan 4-5 mikron kalinliginda
kesitler alindi. Bu kesitler i¢cin Hematoksilen Eozin boyama uygulandi. Eksojen melatoninin MT1
reseptoriine, GDF 9 ve BMP 15 parakrin sinyal molekiillerine etkisini incelemek igin de
immunohistokimya protokolii uygulandi. Preparatlar, Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar
destekli goriintiileme sisteminde, mikroskop altinda degerlendirildi ve sisteme bagl Leica Q Vin 3
programinda resimlendirildi. Son olarak, eksojen melatoninin, GDF 9, BMP 15 ve MT1, iizerine
etkisini incelemek i¢in, RT-PCR ve western blot metodu uygulandi. Sonug olarak melatoninin
PKOS’ta GDF 9 yolagi iizerinde daha etkili olabilicegi kanisina varilmustir.
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ABSTRACT

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common endocrine disorder in women of
reproductive age with a 6-8 % prevelance. Despite its prevalence, the etiology of PCOS is still poorly
understood. It has been suggested that the hormone melatonin might play an important role in the
pathophysiology of PCOS. Melatonin, the principal hormone of the pineal gland, regulates
mammalian circadian rhythms, sleep, and reproductive cycles and it has been described as a
protective agent against cell death and oxidative stress in different tissues. In addition to controlling
circadian rhythms, melatonin neutralizes reactive oxygen and nitrogen, and activates the immune
system. Thus, melatonin has a direct effect on ovarian function. The function of melatonin in ovary
is mainly mediated by melatonin receptor 1. Studies suggest that MT1 genes play an important role
in the etiology and pathophysiology of PCOS. Different growth factors including GDF 9 and BMP
15 are associated with PCOS. The purpose of our study is to determine the effects of exogenous
melatonin on MT1 receptor and ovarian paracrine signal molecules GDF 9 and BMP 15 expressions
in rat PCOS model. Letrozole is a non-steroidal aromatase inhibitdr. Aromatase is an enzyme that
synthesizes estrogen which induces PCOS. In our study Letrozole was used to induce PCOS in the
rats. Thirty-two 6-8 week old female Sprague Dawley rats were randomly divided into 4 equal
groups (n=8). Group 1: Sham control group (1% CMC/day for 3 weeks), group 2: melatonin-injected
group (2mg/kg/day melatonin, 1% CMC/day for 3 weeks for 3 weeks), group 3: experimental PCOS
group (1mg/kg/day letrozole for 3 weeks), group 4: experimental PCOS + melatonin-injected group
(1mg/kg/day letrozole for 3 weeks + 2mg/kg/day melatonin for 3 weeks). Ovaries were removed and
fixed in 10 % neutral buffered formalin for 72 hours. After routine light microscopic processing,
tissues were embedded into paraffin blocks. 4-5 micron thick sections cut from the paraffin blocks.
These sections were stained with Hematoxylin and Eosin. Immunohistochemistry protocol was
applied to investigate the effect of exogenous melatonin on MT1 receptor and GDF 9 and BMP 15
paracrine signal molecules. Preparations were evaluated with light microscope supported by Leica
DCM 4000 (Germany) computer and photographed by Leica Q Vin 3 program connected to
computer system. Finally, to examine the influence of exogenous melatonin on GDF 9, BMP 15 and
MTT receptor molecules, RT-PCR and western blot method used. As a result, it is concluded that
melatonin may be more effective on GDF 9 pathway in PCOS.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat

cm Santimetre

dk Dakika

g Gram

kD Kilodalton

mg/kg Miligram / kilogram
ml Mililitre

mm Milimetre

mMol/L Milimol / litre
ng/ml Nanogram / mililitre
rpm Bir dakidaki doniis
ul Mikrolitre

pm Mikrometre
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1. GIRIS

Ovaryan siklus; ovaryumlarda folikiil gelisimi, dominant folikiiliin se¢ilmesi ve ovulasyon
asamalarini igeren, puberte ile baslayip her ay ritmik olarak menopoza kadar devam eden
siirectir. Bu mekanizmanin temelini olusturan oosit maturasyonu ve graniiloza hiicre
cogalmasi oosit, graniiloza hiicreleri ve ovaryan stromal hiicreler arasindaki sinyal
molekiilleri ile koordine edilir. Yapilan ¢aligmalarda, primordiyal folikiilden antral folikiil
olusumunda, ovaryumlarda lokal olarak iiretilen biiyiime faktorlerinin de etkili oldugu
gosterilmistir. Bu faktorler arasinda, TGF-B (Transforming Growth Factor-f), aktivin,
inhibin, AMH (Anti Mullerian Hormone), GDF 9 (Growth Differentiation Factor-9 ) ve
BMP (Bone Morphogenetic Protein)’ler sayilabilir. Oositten salinan GDF 9 ve BMP 15,
folikiilogenezisde etkin role sahiptir. GDF 9 primer folikiil asamasinda folikiilden segici
olarak eksprese edilmekte olup; oosit, graniiloza hiicreleri ve teka hiicrelerini i¢eren tiim
folikiiler katmanlarin farklilagmasini uyarmaktadir. GDF 9 nakavt farelerde, primer folikiil
asamasinda folikiil gelisiminin duraksadigi; folikiilerin anormal yapida graniiloza
hiicrelerinden olustugu ve folikiil ¢evresinde teka hiicre farklilagsmasinda bozulma, teka
hiicrelerinde LH reseptor ekspresyonunda eksiklik oldugu bildirilmistir. Bu nedenle,
oositten saliman GDF 9’un oosit ve graniiloza hiicre fonksiyonunun yani sira teka hiicre
farklanmasi ve fonksiyonu i¢in de gerekli oldugu diisiiniilmektedir. in vitro kogullarda, GDF
9’un preantral folikiil biiylimesini uyardigi, gelisen folikiillerin antral folikiile gegisinde
etkili oldugu, graniiloza hiicre apoptozu ve folikiiler atrezinin baskilanmasinda rol aldig1 ve

bu sayede folikiiler yasami destekledigi gosterilmistir.

BMP 15’in ise normal folikiilogenezis ve ovulasyonda 6nemli rol oynadigi, graniiloza hiicre
cogalmasini uyardigr ve somatik hiicreler i¢cin mitojenik oldugu gosterilmistir. Oosit
tarafindan eksprese edilen BMP 15, folikiil gelisimi siiresince artan bir ekspresyon paterni
gostermektedir. Rekombinant insan BMP 15°1 kullanilan in vitro ¢aligmalar; BMP 15’in,
FSH’dan bagimsiz olarak farklilasmamis graniiloza hiicre c¢ogalmasini uyardiginm
gostermistir. BMP 15 kumulus hiicre apoptozunun diizenlenmesine katilmaktadir. Bununla
iligkili olarak, BMP 15’in ovulasyona kadar etkin kumulus hiicre populasyonunun
korunmasini saglayarak, fonksiyonel KOK (Kumulus-oosit kompleksi) devamliliginda rol
aldigt ileri siiriilmiistir. BMP 15’in oosit maturasyonu ve fertilizasyon oranlarinin

belirlenmesinde iyi bir belirteg olabilecegi de diisiiniilmektedir. Bu molekiil ayrica dominant



folikiil se¢imini etkilemekte, folikiil biiylimesini, dejenerasyonu ve atretik folikiil

olusumunu da diizenlemektedir.

In vitro olarak GDF 9 veya BMP 15 ile birlikte kumulus oosit kompleks inkiibasyonunun,
oosit maturasyonunu Onemli Olglide uyardigr ifade edilmistir. PKOS’da ovaryan
hiperandrojenizm ve degismis intraovaryan parakrin sinyalizasyon folikiil biiylimesini
bozabilir. Folikiiler gelisimin duraksamasina bagli olarak, ovaryum periferinde kii¢iik antral
folikiillerin birikiminin eslik ettigi polikistik morfoloji gozlenmektedir. Ayrica PKOS’lu
kadinlarda; folikiilogenez siiresince intrafolikiiler mikrogevrede olusan degisiklikler,
endokrin-parakrin faktor degisikligi, metabolik disfonksiyon ile iligkili olarak bozulmus
oosit maturasyonu, diigiik fertilizasyon oranlar1 ve embriyonik gelisim yetersizligi
gozlenmektedir. Saglikli folikiilogenezisde gerekli oldugu bilinen biiyiime faktdrlerinden
GDF 9 ve BMP 15’in anormal ekspresyonlarinin PKOS patogeneziyle iliskili olabilecegi
ileri siiriilmiistiir. PKOS nedeniyle olusan oksidatif stresi azaltmak adina antioksidan destek
tedavileri son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlardan sik kullanilanlar arasinda

Tamoxsifen, Metformin, Klomifen Sitrat sayilabilir

Melatoninin; pineal bezden salinan, canlilarin biyolojik ritmini diizenleyen bir hormon olup
uyku, yaslanma, sirkadiyen ritim, duygu durumu, cinsel olgunlagma, lireme, kanser ve
termoregiilasyon gibi birgok yasamsal olayda etkisi oldugu bildirilmistir. Melatonin lipofilik
ozelliginden dolay direkt olarak veya spesifik reseptorler araciligiyla hedef hiicrelere ulasir.
Insanda beyinin cesitli bolgelerinde, bagirsak, ovaryumlar, kan damarlar1 ve karacigerde,
melatonin reseptdrlerinin varligr gosterilmistir. MT1 ve MT2 olmak {izere iki melatonin
reseptorii tanimlanmistir. Melatonin, {ireme fonksiyonu ile iliskisini MT1 reseptorii araciligi
ile sagladig1 bildirilmistir. Melatonin, ovaryum tarafindan salgilanan estradiol sentezini
baskilamaktadir. Yapilan literatlir taramalarinda, klinikte bircok semptomun yaninda
infertilitenin de eslik edebildigi PKOS’da melatoninin antioksidan aktivitesi ve antidepresan
etkisiyle bireylerin yasam kalitesini artirdig1 gézlenmis ancak follikiilogenezisde protektif

etkisi belirlenmemistir.

Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda, deneysel PKOS modelinde protektif uygulanan
melatoninin, ovaryum dokusunda etkisinin histopatolojik olarak incelenmesi, melatoninin
reseptor diizeyinde ovaryumda kullanilabilirliginin saptanmasi ve folikiilogenezisde etkin

sinyal molekiilleri olan GDF 9 ile BMP 15 dagilimima etkisinin belirlenmesi amaclandi.



Calismada ovaryum dokusunun PKOS’taki patofizyolojisi hematoksilen-eosin ile 1s1k
mikroskop diizeyinde incelendi. PKOS patofizyoljisiyle iligkili oldugu diisiiniilen MT]I,
GDF 9 ve BMP 15 i¢in ise immiinohistokimya ve western blot yontemiyle protein

diizeyinde, RT-PCR yo6ntemiyle ise gen diizeyinde ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum Gelisimi

Genital sistem intermediate (ara) mezodermdenden farklanir. Dorsal viicut duvar1 boyunca
tiimsek olusturan ara mezoderm, {irogenital kabarikligi olusturur. [1]. Gonadlar ilk olarak
iirogenital kabarikligin medyalindeki kolom epitelinin proliferasyonu ve mezensimin
yogunlagmasiyla olugmus bir ¢ift genital sirt halinde ortaya g¢ikarlar. Primordiyal germ
hiicreleri (PGH) ise embriyonik gelisimin 2. haftasinda epiblasttan koken alarak pirimitif
cizgi boyunca go¢ eder ve 3. haftada vitellus kesesinin allantoise komsu duvarindaki
endoderm hiicrelerinin arasina yerlesirler. 4. haftada son bagirsagin dorsal mezenteri
boyunca gd¢ ederek 5. haftada primitif gonadlara ulasip, 6.haftada genital sirtlar1 iggal
ederler [2]. Dolayisiyla cinsiyet fertilizasyon ile belirlenmis olsa da, gelisimin 6. haftasina
degin gonadlarin seksiiel karakteri disi ya da erkege ait morfolojik 6zelliklere sahip degildir.
Bu haftadan itibaren PGH’nin genital sirtlar1 isgal etmesi ile embriyo seksiiel fenotip

acisindan degismeye baglar [1].

Primordial germ hiicrelerinin genital sirtlara ulasmasiyla birlikte kdlom epiteli prolifere
olarak altindaki mezoderm i¢ine dogru gomiiliir ve primitif cinsiyet kordonlar1 olarak
isimlendirilen, ylizey epiteli ile baglantili diizensiz hiicre kiimelerini olusturur. Bu evre
gonadlarin farklanmamis evresi olarak adlandirilir [2]. XX cinsiyet kromozomuna sahip
embriyonlarda, pirimitif cinsiyet kordonlar1 yerlerini vaskiiler stroma olan ovaryan
medullaya birakir [3]. Bu embriyonlarda kélom epiteli prolifere olarak 7. haftada kortikal
kordonlar olarak adlandirilan ikinci nesil hiicre kordonlarini olusturur. Ayni1 zamanda PGH
de oogonyumlara farklanir. Seri bigimde mitoz boliinmeler gegirerek ¢ogalan oogonyumlar
3. ayin sonunda kortikal kordon kaynakli yass1 epitel hiicreleriyle gevrelenerek kiimeler
olusturur. Oogonyumlarin bir kismi mitoz boliinme gegirerek ¢cogalirken, bir kismi 1. mayoz
boliinmeye girer ve profazin diploten evresinde boliinmeleri bloke olur. Primer oositlerin bu
evrede beklemesi, folikiiler hiicreler tarafindan salinan oocyte maturation inhibitdr (OMI )
ile saglamaktadir [2]. Sonug¢ olarak oogonyumlar yassi folikiil hiicreleriyle ¢evrelenmis,
primer oosit i¢eren primordiyal folikiillere doniisiirler [1, 2]. Ovaryumlar gestasyonun 15-
18 haftalarinda, yass1 folikiil hiicreleriyle ¢evrelenmis 6-7 milyon primordiyal folikiil
havuzuna sahiptir [4, 5]. Dogumda, bu say1 yalnizca 1-2 milyon arasindayken, menarja kadar

300.000 — 400.000’e diismektedir. Menopoza kadar ovulasyon ile bu folikiillerden 1000 den



daha az1 atilmaktadir [5, 6]. Menarjdan menopoza kadar her ay 15-20 folikiil gelismeye
baslar ancak sadece 1 folikiil dominant folikiil olarak gelisimini tamamlayarak ovule olur,
digerleri ise folikiilogenezin herhangi bir basamaginda atretik folikiil haline gelir [2].
Yapilan calismalarda 30’lu yaglara kadar baslangictaki over rezervinin ancak % 12’si
korunurken, 40’11 yaglarda bu rakam % 3’lere kadar inmektedir [5]. Dogumda tiim folikiiller
mayoz-I’in diploten evresinde duraklamis primer oosit igeren primordiyal folikiillerden
olugmaktadir. Folikiilogenez siirecine giren primer oositlerden dominant olani mayoz
boliinmeye devam eder ve ovulasyondan hemen 6nce mayoz-1’i tamamlayarak bir sekonder
oosit ve perivitellin aralikta yerlesim gosteren 1. polar cismi olusturur, sekonder oosit
mayoz—II'nin metafaz evresinde iken, artan Ostrojene bagl olusan LH piki ile ovulasyon
gerceklesir ve mayoz-11 ancak fertilizasyon olur ise tamamlanir. Fertilizasyon olmamasi

durumunda 24 saat sonrasinda dejenere olur [1, 2].

2.2. Ovaryum Anatomisi

Ovaryum kiigiik, oval sekilli 3-5 cm uzunlugunda, 1,5 cm eninde ve 1 cm kalinliginda 5-6
gr agirhiginda seksiiel hormonlar: iiretmekle sorumlu bir ¢ift organdir. Cavitas pelviste
uterusun her iki tarafinda intrapelvik ve inraabdominal yerlesimli, broad ligamentin
arkasinda, rektumun Oniinde, fossa ovaricada bulunan bir ¢ift organdir [7]. Fossa ovarica
arteria iliaca eksterna ve arteria iliaca interna arasinda bulunurken, anteriyordan ligamentum
uteri, anterio-sliperiordan arteria iliaca eksterna, posteriordan ise lireterler ve arteria iliaca
interna ile sinirl olup peritonla doselidir [8, 9]. Facies medialis ve facies lateralis isimli ¢ift
ylizii ile ekstremitas uterina ovarii ve ekstremitas tubaria ovarii isimi ¢ift ucu, margo
mesovaricus ovarii ve posteriorunda margo liber isimli iki kenar1 olan bir organdir [8-10].
Facias medialis yiizii pelvise bakar; colon sigmoideum ve intestinum tenue ile komsu ve
infundibulum tuba uterinaey1 Orter. Facias lateralis yiizii fossa ovaricay1 oOrten parietal
peritona oturur [8, 9]. Ekstremitas uterina ovarii alt uctur ve fibroz ligament olan elastik ve
diiz kas lifleri iceren ligamentum ovarii proprii ile ovaryumun alt ucunu fundus uterinin yan
kosesine baglar. Ekstremitas tubaria ovarii {ist ugtur, ovaryumu iist ucundan tuba uterinaya
baglar ve fimriae tubae ve ligamentum suspensorium ovarii isimli ovaryuma ait ven, arter
ve sinirlerin oldugu periton kisim bulunur, tubae uterinaenin infundibulumuna komsudur [8,
11]. Margo mesovaricus ovarii isimli 6n kenarinda hilum ovarii bulunur ve ligamentum
latum uterinin (Broad ligament) bir kismi olan mesovariuma baglanir. Bu baglanma

bolgesine Farre-Waldayer White line adi verilir [8, 9, 11].



Ovaryumda arterial dolasimda arteria ovaricalar, aorta abdominalisten ¢ikip ligamentum
ovarii suspensoriumda ilerleyerek mesovariuma gelir ve ramus ovariicusla anastomoz
yaparak hilum ovariden ovaryuma girerek medullar korteks sinirinda dallara ayrilip
folikdilleri besler [8, 11, 12]. Ovaryumun vendz dolasiminda, venler hilum ovariiden ¢ikar
ve pleksus mesentericus caudalisten koken alan pleksus ovaricusta vendz ag olusturur. Bu
pleksustan ayrilan venlerin bir kismi1 pleksus uterovaginalise digerleri ise ligamentun ovarii
suspensonum i¢indeki vena ovaricaya agilir [8, 11, 12]. Sol vena ovarica vena renalise, sag

vena ovarica ise vena cava inferiora drene olur [8].

Ovaryum sinirleri ise pleksus hypogastricusdan, inferior arteria ovaricanin ¢evresindeki
pleksus ovaricustan gelir. Parasempatik sinirler 10. kafa ¢ifti nervus vagustan, sempatik
sinirleri ise 10. ve 11. sempatik ganlionlardan ayrilan preganlionik ipliklerden olusup
ganlion aerticolrenalede sonlanan sinir olan nervus splanchnicus mindrden ve bir grubuda

torakal medullar spinalisten kaynaklanir [9, 13].

2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum, oogenez ve steroidogenez ile ekzokrin ve endokrin fonksiyona sahip bir ¢ift
badem seklinde olan organdir [14]. Ovaryumlar mikroskobik olarak distan germinal epitel
ad1 verilen, bi¢imi tek kath kiibikden, tek katli yassi epitele degisen bir epitel orti ile
cevrilidir ve mezovaryumu kaplayan mezotel ile devamlilik gosterir [14]. Germinal epitelin
hemen altinda fibroz bag dokudan tunika albuginea yer almaktadir [15]. Tunica albugineanin
i¢c kisminda organ korteks ve medulla olmak {izere iki bolgeye ayrilmistir. Korteks; tunika
albugineanin hemen altinda bulunan ve gelisiminin ¢esitli evrelerindeki ovaryan folikiilleri
igeren bolgedir. Puberteden 6nce bu bolgede yalnizca primordiyal folikiiller bulunurken,
puberteden sonra primer, sekonder ve Graaf folikiilleri de goriilmeye baslar. Seksiiel
olgunlukla birlikte korpus luteum, korpus albikans ve gelisiminin ¢esitli evrelerinde atreziye
ugrayan atretik folikiillerde yine bu bolgede goriinmektedir. Medulla; organin merkezindeki
yogun vaskiilerizasyona sahip gevsek bag dokusudur; kan damarlari, lenf damarlar
fibroblastlar, Ostrojen salgilayan intersitisyel hiicreler ile androjen salgilayan hilus

hiicrelerini igerir [12, 13] .



2.4. Ovaryum Folikiilleri ve Folikiiler Gelisim

Puberteyle birlikte disi gonadlar primordiyal folikiil havuzuna sahiptir. Her siklusta
havuzdan secilen 15-20 primordiyal folikiil, Graff (preovulatuar-olgun) folikiile kadar olan
stirecte cesitli bilylime evrelerinden ge¢mektedirler; bunlar; primordial folikiil, primer ve

sekonder folikiil ile Graff folikiiliidir. [10, 15].

2.4.1. Primordial folikiil

Folikiiler gelisimin ilk evresidir [10, 14] ve tunika albugineanin hemen altinda yer alirlar.
Fetal gelisimin 3. ayinda ortaya ¢ikarlar. Bu evrede folikiiller tek katli yassi folikiil epitel
hiicreleriyle ¢evrilidir. Yaklagsik 25-30 um ¢apinda olan bu folikiiller, vezikiiler ¢ekirdekli,
bir veya daha fazla g¢ekirdek¢ik iceren primer oositlere sahiptir [14]. Bu evredeki oosit
gonadotropin stimiilasyonundan bagimsizdir [10] ve oosit mayoz-I’in profaz evresindeki
diploten doneminde duraksamaktadir [10, 15]. Oositi tek tabaka halinde yassi folikiil
hiicreleri ¢evrelemektedir. Ooplazmada ¢ok sayida mitokondriyon, graniilli endoplazmik
retikulum (GER) Golgi cisimcigi ve RNA dan olusan Balbiani cisimciginin yanisira [16]
annulate lamella (annular lamel) ad1 verilen niikleer zara paralel endoplazmik retikulum ile
ic ice gecmis lamel yapisi gozlenir [17]. Bu lamellerdeki her tabaka por yapilari

icermektedir.

2.4.2. Primer folikiil

Biiyiimekte olan folikiiliin ilk evresidir. Biiylik bir ¢ekirdege sahip olan primer oosit bu
evrede yaklagik olarak 100-150 pum capina ulasir. Primer oositi ¢evreleyen yassi folikiil
hiicreleri kiibik sekil alirken stromada da degisiklikler meydana gelmektedir. Folikiil
hiicrelerinin oosit ¢gevresinde olusturdugu katman sayisina gore primer folikiiller unilaminar

primer folikiil ve multilaminar primer folikiil olmak {izere iki grupta incelenir [10] .

Unilaminar primer folikiil

Bu evrede yass1 folikiil epitel hiicreleri tek katli kiibik hal alir [10]. Oositin biiylimesiyle
birlikte folikiil hiicreleriyle oosit arasinda, kuvvetli PAS (Periyodik asit Schiff) (+) boyanan,
zona pellusida adi verilen kalin glikoprotein bir kilif olugsmaya baslar. Zona pellusida

oogenezis, fertilizasyon ve preimplantasyon siireclerinde 6nemli bir rol oynamaktadir [18].



Zona pellusida hizasinda oosit ve folikiil epitel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
mikroviluslar, oosit ile graniiloza hiicreleri arasindaki perivitellin aralifa uzanirlar ancak
burada sitoplazmik devamlilik s6z konusu degildir ve oosit ile folikiil epitel hiicreleri gap
junctionlarla tutunurlar bdylece folikiil hiicreleri oosite besinsel destek saglamaktadirlar
[14]. Oosit beslenmesi folikiil epiteli kalinlastik¢a zorlagtigindan bu baglanti 6nem arz
etmektedir. Zona pellusida, ZP1, ZP> ve ZP3 ve ZP4, olarak isimlendirilen 4 adet
iodosiilfonik asit proteinden meydana gelir [18]. Bu proteinler nondenatiire sartlarda
homodimer olustururlar [19]. ZP2 ve ZP1 / ZP4, ZP3 ile bag olusturmaktadirlar [19]. ZP: ve
ZP4 benzer ozelliklere sahip glikoproteinler iken, ZP3 potansiyel sperm baglayici bolgeye
sahiptir, ayrica akrozom reaksiyonunu da indiiklemekle gorevlidir [20]. ZP> sekonder
spermatozoa baglanma reseptorii olarak islev goriirken, ZP: ise homodimerik filament
capraz baglayici olarak gorev yapar. Ayni1 zamanda ZPs4 ile birlikte akrozom reaksiyonunda

da igleve sahiptir [21, 22].

Multilaminar primer folikul

Bu gelisim evresinde, folikiil epitel hiicreleri mitoz bdliinme ile katman sayisini arttirmis ve
cok siral1 hale gelmistir. Artik folikiil epitel hiicreleri cok katmanli yapis1 nedeniyle stratum
graniilozum katmani olarak isimlendirilirken folikiiler hiicrelerde graniiloza hiicreleri olarak
adlandirilir. [14]. Graniiloza hiicrelerinin arasinda yogun olarak gab junction tiirii baglanti
birimleri bulunur [14]. Bu baglant1 birmleri makromolekiillerin tasinmasinda énem arz
etmektedir. Folikdl epitel hiicrelerinde bu degisiklikler meydana gelirken bag dokuda da bir
takim degisiklikler olmaktadir; stroma, graniiloza hiicrelerinin dis sinirinda bir bazal
membran ile folikiilden belirgin olarak ayrilir [15]. Camsi membran olarak da adlandirilan
bazal membran epitel hiicrelerinin proliferasyonunu ve farklilagsmasini etkilemekte ve
lipoproteinler gibi biiyiikk molekiiler agirlikli proteinlerin folikiiler antruma girisini
engellemektedir [23]. Oosit gelismeye devam ederken granuloza hiicreleriyle birlikte stroma
ve bazal membranda da bir takim degisiklikler meydana gelir. Bu evrede graniiloza hiicreleri
FSH reseptor ekspresyonuna baglar [24]. Bag doku hiicreleri bazal membrana komsu alanda
degisime ugrayarak teka folikiilii ad1 verilen bir katman olusturur [25]. Teka folikiilii steroid
ireten hiicrelerin 6zelliklerine uygun olarak yogun miktarda diiz endoplazmik retikuluma

sahiptir.
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2.4.3. Sekonder folikiil (antral folikiil)

Stratum graniilozumun 6-12 katmanli bir hal alarak primer oositin yaklasik 200-250 um
capta oldugu, folikiiliin ve oositin gelismek i¢in FSH (follicular stimulating homone ), EGF
(epidermal growth factor ) ve IGF ( insulin-like growth-factor) gibi faktorlere ihtiyag
duydugu folikiiler gelisim evresidir. [10, 14, 15]. Graniiloza hiicreleri arasinda Call-exner
cisimcigi ad1 verilen, PAS (+), proteoglikanlardan zengin, eozinofilik, yap1 gozlenir. Call-
exner cisimeigi oositin olgunlagma belirteci olarak kullanilirken, graniiloza hiicre kdkenli
tiimdr tanisinda da oldukca etkindir [10, 14, 26]. Graniiloza hiicre sayisindaki artisa bagl
olarak FSH reseptor sayisida artmaktadir ve her bir graniiloza hiicresi yaklasik 1500 FSH
reseptorii icermektedir [27]. Graniiloza hiicreleri arasinda antrum adi verilen, proteinler,
steroidler, FSH, LH, biliylime hormonu (BH), insan koryonik gonadotropin (hCG),
progesteron,  Ostradiol, ROS (reaktif oksijen tiirleri), enzimatik ve nonenzimatik
antioksidanlar, vitamin E, katalaz, melatonin, transforming biiylime faktorii alfa (TGF-a),
aminoasitler, antikoagulantlar, hiyaluran bakimindan zengin ve elektrolitler igeren folikiiler
stvi birikmektedir [10, 28]. Folikiilogenezisin bu evresinde teka folikiilii gelisiminin
ilerlemesi ile teka interna olarak isimlendirilen ve bazal membrana komsu bir i¢ katman ile
teka eksterna olarak isimlendirilen ve fibromiiskiiler yapida, kan damarlarindan zengin bir
dis katman olmak {izere ikiye ayrilir [14, 15] . Teka internada kan damarlari, fibroblastlar,
kollajen lifler ve LH reseptorleri yer alirken, teka eksternada, kollajen liflerin yani sira diiz
kas hiicreleri bulunur [14]. Teka interna tabakasinda bulunan teka hiicrelerinde LH
reseptorlerine baglanan LH’in indiktif etkisi ile Ostrojen Onciilii olan androjenler
(androstenedion) tiretilir. Graniiloza hiicreleri sahip olduklar1 FSH reseptorlerine FSH’1n
baglanmasi ile androstenedion sitoplazmasina alir ve aromataz enzimi lireterek Ostrojene
doniistiiriir. Teka interna ve graniiloza hiicre birlikteligi ile olusturulan dstrojen tiim viicuda
dagilir [14]. Teka eskterna ise kan damarlarindan zengin yapisiyla teka internanin

beslenmesini saglamaktadir [29].

2.4.4. Graff folikiilii (Tersiyer folikiil)

Olgunlagmaya devam eden folikiiliin boyutundan dolay1 ovaryum yiizeyinde stigma adi
verilen avaskiiler bir kabartinin olugtugu evredir [10]. Bu evrede yaklagik 10 mm ya da daha
bliyiik ¢apta olan folikiil ovule olacaktir [29]. Antrum siviyla dolmaya devam ederken i¢

basincin artmastyla, primer oosit merkezden perifere dogru ¢ekilir ve graniiloza hiicrelerinin



11

mitototik aktivitesi azalir. Oositle stratum graniilozum arasindaki hiicre tabakasi kum y1gini
seklini alir ve kumulus ooforus olarak adlandirilir. Oositin ¢evresini saran hiicre katmani ise
korona radiatay1 olusturur. Korona radiatadaki hiicrelerin mikroviluslar1 oosite dogru
uzanarak oosit mikroviluslariyla oluklu baglantilar olusturmaktadir. Folikiilogenezisin
devamliligi i¢in gerekli olan faktorler arasinda, sitokinler, EGF, IGF gibi biiylime faktorleri
ve Ca?"(Kalsiyum) gibi molekiiler ile FSH sayilabilir [15]. Bu evrede folikiil FSH bagimli
degildir. Ovulatuar anjiyogenez LH tarafindan baglatilmaktadir [30]. Biiyiiyen folikiilden
salgilanan Ostrojen miktariin artmasiyla hipofiz bezinin LH salgist uyarilir ve LH piki ile
graniiloza hiicrelerinden prostoglandinlerin ve anjiyogenik faktorlerin tiretimi baglar [31,
32]. Folikiiler vaskiilaritede ki 6nemli degisiklikler; biiylik mikrovaskiiler perfiizyon, teka
internada artmis kapiller densite ve gelismis kilcal gegirgenlik olarak siralanir [33, 34]. Bu
evrede graniiloza hiicreleri arasindaki bosluk artmaya devam ederek oositle kumulus
hiicreleri arasindaki baglantinin gevsemesiyle folikiil ovulasyona hazirlanmaktadir [10]. Bu
periyotta ayn1 zamanda teka tabakalar1 daha belirgin hale gelir ve teka interna hiicrelerinin
sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 ortaya c¢ikar [10]. Ovule folikiilde anjiyogenezis
sonucunda stromal damarlarin bir dali graniiloza hiicrelerine dogru biyiir [35].
Prostoglandin E> (PGE:) veya vaskiiler endotelyal biiyiime faktori A (VEGFA)’nin
inhibisyonu sonucunda folikiilde, folikiiler anjiyogenezis ve ovulasyon engellenir [36, 37].

PGE:2 ve VEGFA, aktivitelerini G-protein iligkili reseptorler araciligryla gosterirler [36].

2.5. Ovulasyon

Sekonder oositin atilmasi olarakta ifade edilen ovulasyon hormonal ve enzimatik
degisikliklerin kontrolii altindadir ve dominant folikiiliin se¢ilimini takiben, LH’1n pik
yapmasindan 10-12 sa sonra baslamaktadir [38]. LH salinimi, Graaf folikiilii tarafindan
sentezlenen Ostradiol sentezinin artmasiyla, ovulasyondan yaklasik 34-36 saat Once
baslamaktadir [39]. LH salgilanmasi graniiloza hiicrelerini luteinizasyon ig¢in uyarirken,
midcyle FSH salinimindan sorumlu progesteron sentezini de stimiile eder ve primer oositin
mayoz-I boliinmesinin tamamlanmasi saglanir. Mayoz-1 sonunda sekonder oosit ve 1. polar
cisim olusur [39, 40]. Ikinci mayoz boliinme ise lokal mayoz uyarici faktdrler tarafindan
baslatilarak, metafaz-1I evresinde bloke edilir. Fertilizasyon olmas1 durumunda matur ovum
ve ikinci polar cisim olugmaktadir [15]. LH’in ani yiikselmesi ile ovaryumda
kollojenazlarin, plazmin gibi prostoglandinlerin ve proteolitik enzimlerin aktivitesi artar

[40]. Mekanizmasi tam olarak anlasilmamis olmakla birlikte, proteolitik enzimler ve
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prostoglandinler folikiiler duvardaki yapilanmay1 bozarak oosit-kumulus kompleksinin
serbest hale gelmesini saglar [41, 42]. Prostoglandinler ayn1 zamanda ovaryumdaki diiz kas
hiicrelerini stimiile ederek oositin salinmasinda da rol alir [41]. Ovulasyondan hemen 6nce
folikiiler s1vida 20-hydroxyeicosatetraenoic acid (HETE), prostoglandin E ve F miktarlarida
pik yapar [43, 44]. Prostoglandinler proteolitik enzimleri stimiile ederken, HETE,
anjiyogenez ve hiperemiyi stimiile eder [45]. indosin gibi prostoglandin sentez inhibitorii
verilen hastalarda, folikiiler rupturiin durdugu gdzlenmistir [46]. Ostradiol seviyeleri ise
LH’1m pik yapmasinin hemen ardindan diiser [40]. Bu durumun olas1 nedenleri arasinda, LH
reseptor downregiilasyonu ve progesteron tarafindan dstradiol sentezinin direk inhibisyonu
gosterilebilir [40]. Progesteron ayni zamanda midcyle FSH artmasini stimiile etmektedir.
Bu evrede artmus FSH, plasminojen aktivatoriinii stimiile etmekte ve graniiloza
hiicrelerindeki LH reseptorlerinin artmasint saglamaktadir [40] . Ayrica oosit kumulus
kompleksiyle stratum granulozum arasindaki glukozaminaglikan birikimi ve folikiiler
sividaki artmis i¢ basing da ovulasyonu etkileyen faktorler arasindadir [14]. Bahsi gecen tiim
faktorlerin etkisiyle sekonder oosit ve korona radiata hiicreleri, bir miktar kumulus hiicresi
ile birlikte stigma adi verilen avaskiilerize bolgeden atilir ve tuba uterina fimbrialarina
tutunarak tuba uterinanin ampulla bdlgesine almir [10]. Bu olay ovulasyon olarak

adlandirilir.

2.6. Luteal Faz

Ovulasyondan hemen sonra graniiloza ve teka hiicrelerinden salinan anjiyogenik faktorlerin
etkisiyle bazal lamina gevser ve kapillerler graniiloza hiicrelerine dogru invaze olur [47].
Implantasyon olaylandiginda, vaskiilarizasyon ile serum &stradiol ve progesteron seviyeleri
de pik yapar [40]. Teka internadaki kapillerlerin kanlanarak folikiiler liimene dolmasiyla
korpus hemorajikum olusur [10]. Bu siirecin devaminda luteinizasyon ad1 verilen bir olayla
graniilloza ve teka interna hiicreleri farklilagarak, yaklagik 30 pm capinda olan luteal
graniiloza hiicreleri ve 15 um ¢apinda olan luteal teka hiicrelerine doniisiir [10]. Bu hiicreler
lutein olarak isimlendirilen sar1 renkli bir pigment salgilarlar ve bu nedenle olusan yapi sar1
cisim anlaminda korpus luteum olarak adlandirilir. Korpus luteum progesteron salgilamakla
sorumludur. Korpus luteum hiicrelerinin, boyutlar1 biiyiir, ayrica steroid salgilayan hiicre
Ozellikleri olarak sitoplazmada lipit damlaciklari, graniilsiiz endoplazmik retikulum ve
tiibiiler kristali mitokondiyon goriiliir. Korpus luteum devamliligi ise LH salinimina baglidir

[10, 14, 15]. Folikiiler faz siiresince FSH miktarinda azalma luteal fazin kisalmasina ve
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korpus luteumda kiigiilmeye neden olur ve korpus luteumun 6mrii ise folikiiler veya luteal
faz stiresince slirekli uygulanan LH ile iliskili olarak kisalir [48]. Korpus luteumun islevi
ovulasyondan sonraki 9-11. giinlerde azalir. [49]. LH’in reseptdér down-regiilasyonuyla
luteal fazin sonlanmasinda rol oynadig1 ve matriks metalloproteinazlarin da bu siiregte gorev
aldig1 bildirilmektedir [40, 50]. Korpus luteum; iireme hormonlar1 gibi ¢ok sayida hormon
salgilamasinin yan sira blastokist implantasyonu ve gebeligin devaminda da ¢ok dnemli bir
goreve sahiptir, bu nedenle gebelik durumunda 4. aya kadar varligini arttirarak korur [51].
Eger gebelik s6z konusu degilse Ostradiol ve prostoglandinlerin etkisiyle korpus luteum

luteolizise ugrayarak korpus albikansa dontisiir [7, 11, 12, 41].
2.7. Folikiilogenezis Fizyolojisi

Ovaryan folikiillerinin biiylime ve olgunlagma siireclerinde ¢esitli protein, hormon ve
farklilasma faktorlerine gereksinim vardir [52]. Folikiiler gelisimle iligkili olan sinyaller
biiyliyen oositin kendisi ve ¢evresindeki somatik hiicrelerden, gonadotropinler ve biiylime
faktorleri olarak salinir [53]. Dominant folikiiliin se¢ildigi bu mekanizmada korpus luteum
disi tireme sisteminde temel role sahiptir. Dominant folikiiliin se¢ciminde FSH ve folikiiliin
otokrin ve parakrin etkilesimleri ile sentezledigi biiyiime faktorleri (BF) de bu mekanizmaya
katki saglamaktadir [54]. Insan ovaryum fizyolojisinde folikiilogenezis uzun bir siireci
kapsar [55]. Plazmada FSH’ta artma luteal faz ve erken folikiiler faz siiresince devam eder
[54]. FSH yoklugunda ovulasyonun inhibe oldugu bildirilmistir [56]. Esik seviyedeki FSH
salgist Ostradiol tiretimine neden olur [56]. Graniiloza hiicreleri FSH reseptorlerine sahiptir
ve FSH bu sayede ovaryumda aktif fizyolojik rol alir [54]. Yapilan bir¢ok ¢alisma FSH
reseptor sinyal kaskadinin dominant folikiiliin se¢iminde, biiylimesinde, farklilagmasinda,
folikiiler stvinin birikmesinde, hiicre proliferasyonunda, dstradiol sentezinde ve LH reseptor
ekspresyonunda etkin oldugunu gostermistir [57-59]. Graniiloza hiicrelerinde FSH reseptor
ekspresyonu ovulasyonun indiiklenmesi ve luteinizasyon i¢in gereklidir [60]. Dominant
folikiil preovulatuar evreye gelinceye degin graniiloza hiicrelerinde LH reseptor
ekspresyonu yoktur [61]. FSH dominant folikiil gelisiminde asil role sahip olsada, LH/hCG
sinyal yolagi da oOnemli bir goreve sahiptir [62]. Fizyolojik olarak, teka interna
hiicrelerindeki degisiklikler, LH bagimli sinyal yolaginda ostradiol sentezi i¢in dnemlidir
[62]. Ozellikle teka hiicrelerindeki LH reseptdr aktivasyonu yiiksek miktarda androstenedion
iiretimine neden olur [54]. LH’a cevabin en 6nemli noktasi, P540 (Cytochromes P450)

aromatazla Ostradiol metabolizmasinin gerceklestigi hiicre grubu olan graniiloza hiicrelerine
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aromataz substrati saglamasidir [54]. Bu noktada dominant folikiil ve korpus luteumda
LH/hCG’ nin islevsel olarak iic Onemli aktivitesi bulunmaktadir; bunlardan ilki,
LH/hCG’nin ovulasyon ve korpus luteum formasyonundan sorumlu olmasidir, ikinci olarak
LH erken ve midluteal faz siiresince korpus luteumdan progesteron ve ostradiol tiretimi i¢in
gereklidir, son olarak hCG, korpus luteumun gebelik korpus luteumuna doniigmesi igin

zorunludur [54].

Folikiilogenezisde gonodotropinlerin etkisinin yaninda, son yillarda oosit ve graniiloza
hiicrelerinden salinan BF’lerinin de bu siiregte oldukca etkin olduklarina dair ¢aligmalar
yapilmaktadir [63]. Glinlimiizde tanimlanan biiylime faktorleri arasinda, growth
differentiation factor-9 (GDF 9) [64], bone morphogenetic protein-15 (BMP 15/GDF 9B)
[65] bone morphogenetic protein-6 (BMP 6) [66], transforming growth factor-  (TGF B)
[67], ve fibroblast growth factor-8 (FGF 8) [68] sayilabilir.

Bu faktorlerden 6zellikle GDF 9 ve BMP 15 saglikli folikiilogenezis ve 6zellikle olgunlasan
folikiil evresinde disi fertilitesi i¢in son derece Onemli yere sahiptir [54]. Yapilan bir
calismada GDF 9 nakavt farelerde folikiilogenezisin preantral evrede duraksadigi ve sonug
olarak Graaff folikiil olusumu, ovulasyon ve gebeligin olaylanamadig: bildirilmistir [69].
Bagka bir ¢aligmada benzer durumun fenotip X-baglantili islev kayb1 mutasyonuna sahip
homozigot koyunlarda BMP 15 i¢in de s6z konusu oldugu ifade edilmistir [70]. GDF 9 ve
BMP 15’in kumulus hiicre islevinin diizenlenmesi, metabolizma, proliferasyon, apoptoz ve
luteinizasyondaki aktivitelerinin yanisira, anormal ekspresyonlarinin infertiliteyle iliskili

oldugu ifade edilmistir [71].

2.7.1. Gdf9

GDF 9 primer folikiil evresinde ekspresse edilmekte ve oosit, graniiloza ve teka hiicrelerini
iceren tiim folikiiller yapinin farklilanmasini indiiklemektedir [72]. GDF 9 hasarli farelerde
yapilan bir calismada faktoriin, Ozellikle gonadotropin bagimsiz evrede graniiloza
hiicrelerinin proliferasyonunu indiikledigi anlasilmistir [73]. In vitro ¢calismalarda GDF 9’un
rat preantrantral folikiillerinde biiylimeyi indiikledigi ifade edilmistir [74] . Bu durum GDF
9’un folikiiler hiicrelerdeki FSH reseptér ekspresyonunu stimiile etmesiyle
iligkilendirilmistir [75]. GDF 9 ayn1 zamanda ovulasyondan hemen dnceki folikiiler biiylime

evresinde de onemli role sahiptir; LH salintmindan hemen 6nce, kumulus hiicreleri glikoliz
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ve kolesterol biyosentezi gibi metabolik kaskadlarda GDF 9 aktivitesine gereksinim duyar
[76]. GDF 9 antral evreye geciste ise graniiloza hiicrelerinin apoptozunu ve folikiiler atreziyi
baskilayarak folikiillerin hayatta kalmasina katki saglar [77]. Tiim bunlarin yanisira GDF 9,
preovulatuar evredeki gen ekspresyonunu da diizenlemektedir [75]. GDF 9, farede
preovulatuar folikiillerde FSH ile indiiklenen steroidogenezi inhibe etmekte ve FSH

varliginda kumulus hiicre boliinmesini desteklemektedir [78].

2.7.2. Bmp15

BMP 15’in ise GDF 9’a benzer sekilde folikiiler biiyiime ve gelisimi indiikledigi
bilinmektedir [79]. Rekombinant insan BMP 15 geni kullanilarak yapilan ¢aligmalarda,
BMP 15’in farklilasmamis rat graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunu indiikledigi
gosterilmistir [79] . Ancak BMP 15, ayn1 zamanda rat graniiloza hiicrelerinde FSH reseptor
ekspresyonunu baskilayarak FSH aktivitesini, ayni sekilde graniiloza hiicrelerindeki FSH ile
indiiklenen StAR (Steroidogenic Acute Regulatory Protein) olan; Cypl1A1 (Cholesterol Side-
Chain Cleavage Enzyme), 3B-hidroksiteroid dehidrogenaz, LH reseptor inhibin/aktivini
inhibe etmektedir [80]. BMP 15 graniiloza hiicrelerindeki kit ligand (KL) ekspresyonunu
stimiile etmektedir [81]. Ancak ilging sekilde kit ligand (KL)’da oositteki BMP 15
ekspresyonunu inhibe etmektedir. Buradan yola ¢ikarak kit ligand ve BMP 15’in oosit ve
graniiloza hiicrelerinde negatif geribeslemeyle etki gosterdigi ifade edilmektedir. Bu iki
molekiil arasindaki mekanizma graniiloza hiicrelerinde proliferasyonun indiiklenmesini

saglamaktadir [81].

BMP 15 aktivitesi follistatin tarafindan diizenlenmektedir. Follistatin dominant folikiil
tarafindan yiiksek diizeyde sentezlenirken, atretik folikiiller tarafindan ¢ok diisiik miktarda
sentezlenmektedir Sonu¢ olarak BMP 15’in graniiloza hiicrelerinde mitozu indiikledigi
belirlenmistir [80]. BMP 15 FSH reseptor inhibisyonunu indiiklediginde follistatin
graniiloza hiicrelerinin FSH’a cevabinin devamliligimmi saglamaktadir [75]. BMP 15’in
kumulus hiicrelerine etkisine dair degisik veriler mevcuttur. Bir ¢alismada kumulus hiicre
apoptozunuda indiikledigi bildirilirken [75], yapilan bir diger ¢alismada, kumulus hiicreleri
tarafindan salgilanan EGF (epidermal growth factorler) sentezini artirarak kumulus hiicre

proliferasyonunu stimiile ettigi vurgulanmistir [82] .



16

2.7.3. Ovaryan steroidler

Ovaryan fonksiyonun diizenlenmesinde folikiiler hiicrelerince sentezlenen seks
steroidlerinin temel role sahip oldugu bilinmektedir. Bu steroidler sistemik dolasimla
ovaryan mikrocevresine ulastiklarinda folikiiler gelisimin siirekliligi i¢in gerekli olan
parakrin faktorler olarak gorev yaparlar [83]. Ovaryumdaki seks steroidlerin roliiyle ilgili
yapilan ¢ok sayida calisma Gstrojen ve progesteronun direkt aktivitesiyle iligkili olsa da,
yapilan c¢aligmalar androjen hormonlarin da Onemine dikkat c¢ekmektedir [84].
Folikiilogezisin diizenlenmesinde rol alan testesteron, androstenedione ve dihidrotestesteron
bu androjen hormonlardan olup ovaryan folikiillerin biiylime ve gelisimlerini
indiiklemektedir [85]. Androjenler 0zellikle folikiilogenezisin baslangicinda rol
almaktadirlar [86]. Ozellikle son yillarda etiyolojisi tam olarak anlagilmamis olmakla
birlikte, tireme periyodundaki disilerde % 10-15 oraninda goriilen polikistik over sendromu,
artmis ovaryan androjen iretimi ve kronik anovulasyon ile karakterizedir. Ovaryum
mikrogevresinde androjen sentezinin artmasi folikiiler gelisim iizerinde negatif etki

gostermektedir [52].

Androjenler olan androstenedion, testosteron ve dihidrotestesteron kolestrolden
sentezlenmektedirler. Progesteron ve Ostrojen gibi hormonlarla birlikte seks steroid
kaskadinda gérev yapmaktadirlar [87]. Iki hiicre-iki hormon modeli (teka ve granulosa)
folikiiler hiicrelerin ve gonadotropinlerinin (FSH ve LH) ovaryumdaki steroid sentezi ve
salimimini tanimlamaktadir [52]. Bu modele gore, teka hiicrelerinde LH stimiilasyonuyla
androstenedion, 17-f-hydroksisteroid dehidrogenaz enzimiyle testosterona doniismekte ve
graniiloza hiicrelerine taginarak FSH stimulasyonu ile aromatazlar sayesinde Ostrodiole
dontistiiriilmektedir [88]. Testosteronun graniiloza hiicrelerinde 06stradiole doniismesi,
androjenlerin ovaryan folikiillerin farklilagmasindaki indirekt aktivitesi olarak ifade
edilmektedir [52]. Ostrojenlerin ovaryumdaki aktiviteleri ve ilgili mekanizma anlasilmis
olsada, androjenlerin folikiilogenezisin devamliligindaki direkt etki mekanizmasi hakkinda
cok az sey bilimektedir. Androjenler hiicresel aktivitelerini ligand spesifik androjen reseptor
(AR) araciligiyla yapmaktadir [52]. Bu reseptorler araciligiyla, transkripsiyon faktorii olarak
da gorev yapmaktadir [89]. Transkripsiyon faktorlerinin iiretiminden sorumlu genler
arasinda instilin-benzeri-bliylime faktorii 1 (IGF-1) ve aromataz enzimi sayilabilir [90, 91].
Androjen hormonlarin folikiiler gelisimdeki direkt aktiviteleri folikiiler hiicrelerin

AR’lerinin traskripsiyonel aktivitesiyle iliskilidir [52]. Yiiksek doz androjene prenatal ve
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postnatal periyod boyunca etkin kalmak, reprodaktif dongiideki diizensizlikler ve PKOS
(polikistik over sendromu) ile ilgilidir [92]. Literatiirde androjenlerin erken
folikiilogenezisteki etkilerinin in vivo androjen reseptor uygulamalar: yapilarak incelendigi
cok sayida calisma bulunmaktadir. Xue ve arkadaslari ¢alismalarinda rodentlere 90 giin
boyunce subkutan uygulanan (83 ug/kg denek weight/day) dihidrotestesteron sonucunda
preantral folikiillerin gelisiminde artis gozlemis [93], Cardenas ve arkadaglari yaptiklari
domuz ¢alismasinda intramuskuler olarak, bir 6stros dongiisiinden gelecek dstros dongiisiine
degin uygulanan dihidrotestesteron (60 pug/kg) etkisi ile preovulatuar folikiillerde FSH
reseptor mRNA ekspresyonunda artis belirlemislerdir [94]. Ancak insanlarda, PKOS gibi
yan etkilerden dolayi, androjenlerin etkisinin in vivo olarak degerlendirildigi ¢alismalar
smirhdir. Yapilan in vitro caligmalarda ise androjen hormonlarmin gelisimin erken
evresindeki folikiillerin biiyltimesini destekledigi, ancak yiiksek doz androjenin bu siireci

olumsuz etkiledigi belirtilmektedir [52, 95].

2.8. Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine)

Geceleri pineal bezden salinan, kiiciik, lipofilik indolamin hormon olan melatonin ilk olarak
sigir epifiz bezinden izole edilmis ve [96] kurbaga melanositlerinin rengini agan bir ajan
olarak ifade edilmistir [97]. Melatonin, sirkadiyen ritimde énemli bir fonksiyona sahiptir
[98] ve amfipilik bir molekiil olmasi dolayisiyla morfolojik bariyerleri kolaylikla
gecebilmenin yanisira reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin neden oldugu oksidatif strese karsi
da hiicrelerin koruyucusu olarak islev gormektedir [99]. Melatonin ve metabolitlerinin
antioksidant molekiiler yapisi, direkt ve indirekt antioksidan aktivitesiyle iliskilidir [100].
Bu baglamda; ROS ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) uzaklastiriimasi direkt aktivite olarak
nitelendirilirken, indirekt aktivitesi antioksidatif enzim aktivasyonunu ve pro-oksidatif

enzim inhibisyonunu igermektedir [101].

Insanlarda melatoninin sirkadiyen dongiideki ilk aktivitesi postnatal donemin 9. haftasinda
gozlenirken, melatonin saliniminin maksimum diizeylere ulastigi donem 3.-5. yillar olarak
ifade edilmektedir [102]. Sirkadiyen dongiideki degisiklikler, anterobazal hipotalamustaki
kiigiikk Dbilateral noron grubu olan SCN kokenlidir [98]. Otonom sinir sistemiyle
uyarilamayan dokulara sinyaller, ikinci bir sinyal iletim mekanizmasi olan melatoninin
vasitastyla, kan yoluyla iletilmektedir [102]. S6z konusu organlarda gelen sinyali alan ve

cevap olusturacak olan membran bagimli reseptor sistemi melatonin reseptor-1 (MT1) ve
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melatonin reseptor-2 (MT2) olarak ifade edilmistir [103]. Melatonin bu reseptor sistemiyle
aktivaston gostermesinin yanisira serbest oksijen radikalleri {izerinden de hiicrelere etki

etmektedir [102, 103].

2.8.1. Melatonin reseptorleri

Melatonin membran reseptorleri G-protein iliskili reseptor aile liyesidir ve niikleer bolgede
de melatonin baglanmasi i¢in bu reseptorlerin varligi tanimlanmistir [104]. Memelilerde iki
tip melatonin reseptér varligi tespit edilmistir bunlar MT1 ve MT2. Bu reseptorler
melatoninin dongiisiinden etkilenen biitiin hiicrelerde bulunmaktadir. Disi lireme sistemin
major organlari olan ovaryum, uterus ve plasenta da bu gruba dahildir. MT1 reseptdr; hiicre
proliferasyonu, major vazokonstriiksiyon ve iireme fizyolojisinde gorev almaktadir [105].
Rat ovaryumlarinda graniiloza hiicrelerinde melatonin reseptorlerin varligir belirlenmistir
[106]. Yapilan ¢alismalarla MT1’in susturulmasi sonucunda cAMP seviyelerinde azalma ve

baglantili olarak hiicresel apoptozda artis oldugu belirlenmistir [106].

2.8.2. Melatonin ve disi iireme sistemi

Melatonin sentezleyen organ listesinde disi lireme sistemindeki temel organlardan olan
ovaryum da bulunmaktadir [102]. Es zamanli yapilan dl¢iimlerde ovaryumda sentezlenen
melatonin miktarinin serumdaki melatoninden fazla oldugu ve bu miktarin folikiil
bliyiikliigiiyle dogru orantili oldugu ifade edilmistir [102]. Literatiirde ovaryumun, kumulus
ooforusu olusturan graniiloza hiicrelerinin ve oositin de melatonin sentezledigi ifade
edilmistir [102]. Ovaryumda sentezlenen melatonin, progesteron iiretimiyle iliskilidir ve
diger ekstrapineal organlardakine benzer sekilde, ovaryumda sentezlenen melatonin de

dolasim sistemine verilmemektedir [107].

Melatonin, 6zellikle disi lireme sistemi tizerindeki aktivitesini serbest oksijen radikallerinin
yol ac¢tig1 hiicresel hasar ile iliskili olarak gostermektedir [108]. Ovulasyon boyunca
ozellikle makrofajlar, notrofiller ve endotelyal hiicreler tarafindan serbest oksijen radikalleri
(ROS) [109] iiretilmektedir. Ozellikle embriyonik donemde etkin kalinan ROS miktarina
ragmen ovaryum agisindan saglikli embriyonlarin dogmasi, folikiiliin oksidatif stresten ne
derece korundugunun en 6nemli belirtecidir. S6z konusu olan bu oksidatif stresin kumulus

ooforus ve oosit tarafindan sentezlenen melatoninin indirekt antioksidant aktivitesiyle
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elimine edildigi ifade edilmistir [107]. Melatoninin, oksidatif hasara etkin kalan
embriyonlarda in vitro fertilizasyon (IVF) ve embriyo transferi (ET) sonuglarini olumlu
yonde etkiledigi gosterilmistir [110]. ROS oogenezis ve ovulasyonda yardimci olmasina
karsin, asir1 sentezlenmesi oositte hasara neden olmaktadir [102, 111]. Bu bilgilerden yola
cikilarak, oositteki ROS iiretim ve yikimi arasinda bir denge oldugu ve bu dengede de
melatoninin kilit role sahip oldugu sdylenebilir [102]. Melatoninin es zamanli olarak
graniiloza hiicre luteinizasyonuyla gerceklesen progesteron iiretiminde meydana gelen ve
inferliteyle sonuglanabilecek boyutlara ulasan oksidatif hasara kars1 da oositi koruduguda
bilinmektedir [107]. Insan folikiiler stvisinda plazma proteinleriyle iliskili olarak bulunan ve
sistemik dolagimdan gelen melatonin ise ovaryum {izerinde direkt aktivite gostermektedir
[112, 113]. Folikiiler sividaki melatonin, dongiisel degisimler gdstermesinin yanisira,
serumdaki seviyesinden yaklasik 3 kat fazla bulunmaktadir [113]. Ovaryum hiicrelerinde
sentezlenen melatoninin folikiiler siviya salindigi ileri stiriilmektedir [114]. Bunun yanisira
IVF’te de oral yolla melatonin alan infertil kadinlarda folikiiler stvida melatonin miktarinda
artis gozlenmistir [110]. Ovulasyona girecek folikiil se¢cimindeki temel mekanizmanin
graniiloza hiicrelerindeki luteinlestirici hormon (LH) reseptorlerini kodlayan mRNA
ekspresyon seviyesiyle iliskili oldugu ifade edilmistir. [115] Insanlarda melatonin
uygulamasiyla graniiloza hiicrelerinde LH reseptorlerinin arttigi belirlenmistir [112]. Benzer
olarak melatoninin ovulasyonda ki folikiiler olgunlasmada seks steroid hormon iiretimini de

etkiledigi bildirilmistir [112, 115].

2.8.3. Melatonin ve ovulasyon

Ovulasyon; steroid hormonlar, NO, prostaglandinler ve peptidleri iceren lokal faktorlerin
etkisi altindadir. LH salinimi, biyokimyasal ve yapisal degisiklikleri tetiklemektedir [110].
Bu degisiklikler Graff folikiiliiniin ruptiire olmasina neden olmaktadir. Progesteron {iretimi
luteinizasyon ve ovulasyon igin temeldir. Insanlarda progesteron ve Ostradiol
konsantrasyonuna benzer sekilde melatonin konsantrasyonun da kiigiik folikiillere nazaran
biiyiik folikiillerde daha fazla oldugu bildirilmistir [110]. Ilging sekilde folikiiler progesteron
ve melatonin konsantrasyonu arasinda dogru oranti s6z konusudur [107]. Folikiildeki
yiikselmig melatonin miktarinin, luteinizasyon ve sonrasinda progesteron iiretimiyle iliskili
olabilecegi belirtilmektedir [116]. Basarili bir ovulasyonun yiikselmis progesteron ve
Ostrodiol seviyelerine ihtiya¢ duydugu bilinmektedir [117, 118]. Melatonin, prostaglandin

ve Ostradiolun ovulasyondaki iligkisi arasinda net bir bilgi bulunmamakla birlikte , ratlarda
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yapilan bir ¢calismada, melatonin tedavisinin prostaglandin ve Ostradiol konsantrasyonunu

onemli Olgiide arttirdig1 gosterilmistir [118].

2.9. Pkos Tarihi, Fizyolojisi ve Etiyolojisi

Insan ovaryumlarindaki biitiinsel sklerokistik degisimler Chereau tarafindan 1845 yilinda
tanimlanmis ve 1897 yil1 6ncesinde Avrupa’da bu degisimlere sahip ovaryumlar Gusserow,
Martin, Wiedow, Zweifel gibi arastirmacilar tarafindan rezekte edilmistir [22]. Bu anormal
durumla ilgili raporlar yillar i¢inde ara ara devam etmis olsa da, 1935 yilinda, Stein ve
Leventhal laparotomi esnasinda bilateral kistik ovaryumla karakterize olan bu olgulari,
amonera veya oligomonera, infertil ve hirsute yedi kadin ilizerinde tanimlamislar ve s6z
konusu patolojilere sahip hastalara polikistik over sendromu demislerdir [119, 120].
Baslarda polikistik ovaryumlu bireylerin mikroskobik goriintiilerinin olduk¢a karakteristik
oldugu diisiiniilsede, normal boyutlara sahip ve ¢ok az skleroz gosteren vakalarinda olmasi
bu patoloji icin teshisi zorlagtirmistir [22]. Sonralari yapilan ¢alismalarda rezeksiyon
uygulanan hastalarin % 40’1 normal boyutlarda ovaryuma sahip ve % 46 ‘sinda da tunica
albugineada herhangi bir kalinlagmanin s6z konusu olmadig:1 dikkatleri ¢cekmistir [121].
Kapsiiler kalinlagsmaya ek olarak genislemis Graaf folikiilleri ve korpus luteum yoklugu ile
teka luteinizasyonu ve hiperlazide sendromun karakteristik histolojik 6zellikleri arasinda
sOylenirken [122] s6z konusu caligmalarin aksine 45 sendromlu ve sendromsuz hasta
grubunda hem 151k mikroskobik hem de elektron mikroskobik olarak yapilan ¢aligmalarda
kapsiiler kalinlagma sirasinda her iki grupta da normal seviyede fibroblazi gézlendigi ve
kollajen yapisinin da her iki grup iginde benzer sekilde oldugu ifade edilmistir [122].
1990’lara gelindiginde ise, hiperandrojenizmle iligkili kronik anovulasyon olarak
tanimlanan sendrom, en yaygin endokrin hastaliklar arasinda tanimlanmis [123] ve ironik
bir sekilde sendromun teshisi i¢in yalnizca ovaryan morfolojik degisimlerin yeterli olmadig:
vurgulanmustir [120, 124]. Bu yillarda aragtirmacilarin 175 anovulatuar bireyde yaptiklar
calismada, amonera bireylerin % 30 ‘unda ve oligomonera olan bireylerin % 70’inde
ultrason goriintiilerinde polikistik over sendromuna rastlanmis, bireylerin % 60’tan fazlasi
hirsute iken % 90 oraninda serum luteinlestirici hormon (LH) seviyelerinin ve androjen
seviyelerinin artmis oldugu tespit edilmistir [125, 126]. Bu yillarda siiregelen ¢alismalarda
, polikistik ovaryumlu kadinlarin klinikte teshisinde heterojenite sz konusu olsa da
sendromla ilgili hiperandrojenemi ve liiteinlestirici hormonun asir1 sentezlenmesi gibi

biyokimyasal belirteclerin oldugu ifade edilmistir [127]. Arastirmacilar sendromun
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teshisinde yasanan s6z konusu heterojeniteye dayanarak 1990 yilinda National Institues of
Health (NIH) sponsorlugunda gergeklestirilen kongrede temel kriterleri belirlemislerdir.
(Cizelge 2.1) [128].

Cizelge 2.1. 1990 NIH , Polikistik Over Sendromu Teshis Kriterleri

1.Kronik anovulasyon,
2.Diger etiyolojiler elendikten sonra, hiperandojenizmin klinik veya biyokimyasal bulgulari.

Kriterler sendromun teshisinde standart olusturmasinin yani sira ¢ok sayida klinik
calismayada temel olusturmustur [129, 130]. Benzeri caligmalarin ardindan sendromla
ilgili, hamilelik oranlar1 ve metabolik verilere dayanarak kriterler 2003 yilinda (Cizelge 2.2)
Rotterdam’da, European Society for Human Reproduction and Embryology and the
American Society for Reproductive Medicine sponsorlugunda gergeklestirilen toplantida

yeniden gozden gegirilmistir [128] .

Cizelge 2.2. 2003 Y1li Revize Edilmis Polikistik Over Sendromu Kriterleri

1.0ligo- veya anovulasyon

2.Hiperandrojenizmin klinik ve/veya biyokimyasal verileri

3.(Konjenital adrenal hiperplasia, androjen-sentezleyen tiimorler,Cushing’s Sendromu) ve diger
etiyolojilerin elenmesinden sonra Polikistik ovaryumlar

PKOS’u teshis etmek agisindan Cushing’s sendromu gibi, benzer klinik semptomlari
gosteren patolojileri elimine etmek 6nemlidir. Bu baglamda 2009 yilinda The Androgen
Excess and PCOS Society (AE-PCOS), sendromla iligkili olan teshis kriterlerini ve

sendromun tanimini giincellemistir (Cizelge 2.3) [131].

Cizelge 2.3. 2006 Androgen Excess Society PKOS Kriterleri

1.Hiperandrogenizm: Hirsutizm veya hiperandrogenemia
2.0varyan Disfonksiyon: Oligo-anovulasyon veya polikistik ovaryumlar
3.Androjen artisiyla iligkili veya benzeri hastaliklarin ekarte edilmesi

Risk populasyonu iireme ¢agindaki kadinlar olan PKOS heterojen bir sendromdur ve

asagidaki semptomlarla karakterizedir;

a) Menstrual ve ovulatuar disfonksiyon; %25-30 oranda, oligo-amenora veya menstrual
disfonksiyonla karakterize PKOS °‘lu bireyler izlenmektedir. PKOS puberteyle beraber
ortaya c¢ikan ve sonraki yillarda da devam eden menstrual disfonksiyona neden

olmaktadir [132].
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b)

d)

Hiperandrogenemia; PKOS’lu kadinlarin yaklasik %70 1 ytlikselmis T (testosteron)
seviyesi gostermektedir. T iceren serum androjen seviyeleri hiperandojenik
hastaliklarin teshisi i¢in adjuvant olarak kullanilmaktadir. Bazal gonadotropin 6l¢iimleri
rutinde PKOS teshisi i¢in daha az kullanilmaktadir.

Hirsutizm, Klinik olarak kadinlarda asir1 tiiylenmeyle birlikte erkege benzer morfolojiye
sahip olma olarak tanimlanmaktadir [133]. Hastalik, genellikle iireme ¢agindaki
disilerin %5-10 ‘unu etkilerken polikistik ovaryumlu kadinlarin % 85-90° inda
goriinmektedir [134] ve ovaryan veya andrenal bez kaynakli asir1 androjen senteziyle
iliskilidir [133].

Polikistik ovaryumlar, Sendromunda kadinlarin % 75- 90 oranin da polikistik
ovaryumla karakterize oldugu goriilmiistiir. Ureme ¢agindaki bu morfolojik gériiniime
sahip kadinlarin % 20 ‘sinde PKOS bulunmaktadir.

Insiilin direnci ve hiperunsilinemia; hastalarin % 50’si ile % 70 inde bulunmaktadir. ;
diabetik kadin populasyonu hastaligin gelismesinde risk altinda iken s6z konusu durum

metabolik sendromlu kadinlarda tam olarak tanimlanmig degildir.

Sendromla benzer semptomlara sahip patolojilerde s6z konusudur ve sendromun teshisinde

tekli bir test bulunmamaktadir. Buna dayanarak PKOS teshisinde asagidaki hastaliklarin géz

oniinde bulundurularak teshisten once elimine edilmesi gerekmektedir;

a)

b)

Hypo- veya hyperthyroidism veya hyperprolactinemia; tiroid disfonksiyonu olan
hastalarda, PKOS disfoksiyonunun kesinligi s6z konusu olmasada, bu hastaliklarin
diisiik prevelansi ve teshisindeki diisiik maliyetlede iliskili olarak hastalardan PKOS
taramasi yaptirmasi istenmektedir.

21-hydroxylase-deficient NC- Congenital Adrenal Hyperplasia; ailesel otozomal bir
hastaliktir ve asir1 androjen tiretimiyle sonuc¢lanmaktadir . Bu hastaligi teshisinde asirt
androjen sentezi olan hastalarda rutin 17-hydroxyprogesterone taramalar1 yapilmaktadir
[135]. Ancak s6z konusu enzim PKOS teshisinde de kullanilmaktadir. Bu nedenle
PKOS teshisinde Congenital Adrenal Hyperplasia ihtimalide elimine edilmelidir.
Cushing’s syndrome; bu hastaligin kadinlarda goriilme siklig1 erkeklerde goriilme
sikliginin yaklasgtk 4 katidir ve disi bireylerde PKOS ‘la benzer sekilde
hiperandrojenizm, menstrual bozukluklar ve hirsutizm gibi semptomlara sahiptirler. Bu
sendromda PKOS’tan siiphelenilenlerin orani az olsada, PKOS’lu bireylerin bu

sendrom ac¢isindan da taranmasi gerekmektedir [131, 136].
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d) Androgen-secreting neoplasms (ANS); prevalansi ¢ok yaygin olmamakla birlikte, ANS
hizla ilerleyen hiperandrojenizm kokenli bir hastaliktir. Sendromda kadinlar akne ve
hirsutizm gibi semptomlar gostermektedir[137]. Sendrom disi popiilasyonda yaklasik
%35-15 arasinda prevalans gostermektedir [137] ve ovaryum kokenli androjen-secreting
neoplasm ise hiperandrojenik hastalarda yaklagik 1/300 -1/1000 oranda goriinmektedir
[138].Hastalig1 teshis etmek icin serum testesteron seviyelerine bakilmaktadir.

e) The HAIR-AN syndrome (Hyperandrogenism-InsulineResistance-Acanthosis
Nigricans); sendrom hiperandrogenism, insiilin direnci ve acantozis nigricans
semptomlartyla PKOS’un alt fenotipik 6zelliklerinde seyretmektedir [139]. Sendromun
en belirgin semptomu yilikselmis insiilin seviyesiyle, insiilin direncidir ve
hiperandrojenizmli kadinlarmn yaklasik % 5’inde izlenmektedir [139]. Insiilin
seviyesinin artmaya baslamasiyla, insiilin insiilin-like-growth faktorlerle etkilesime
girerek ovaryumdaki androjenlerin asir1 iiretimini indiiklemektedir [139, 140]. Ozetle
baz1 hiperandrojenik hastalarin, yaklasik % 3’1, HAIR-AN sendromu gostermektedir
ve bu hastalar artmis hiperinsiilinemi ile karakterizedirler ve acantosis Nigricans ile
cesitli derecelerde ki semptomlarida gostermektedir. PKOS teshisinde hastaligin ekarte
edilmesi 6nemlidir.

f) Idiopathic hirsutism; Hirsute bireylerin yaklasik % 5-7 arasinda goriilmektedir. Normal
ovulasyon, normal androjen seviyeleri ve normal ovaryan morfolojisiyle karakterizedir
ve sendromun en 6nemli belirteci artmis androjen seviyeleridir [141].

g) Hyperandrogenic patients; PKOS teshis edilmeden 6nce diger androjenik hastaliklarin

ekarte edilmesi 6nemlidir [131].

PKOS tam olarak aydinlatilmamis mekanizmasiyla, uygulanan tedaviler agisindan da
heterojenite gostermektedir [142]. Bu baglamda tedavi yontemi agisindan temel nokta
sendromun infertiliteyle iliskisidir [142]. Obezite PKOS’lu kadinlarda 6nemli bir etkendir
ve insiilin direnci gibi patolojilere zemin hazirlamaktadir. S6z konusu durumda bireylere
yasam standartlarina uygun diyet uygulanmaktadir [143]. Beden agirliginin % 5’inin
kaybedilmesi hirsutizm ve akne gibi semptomlarda da ciddi oranda azaltma saglarken
fertiliteyi artirmaktadir [144]. Sendromdaki semptomlarin tedavisinde diyetin yanisira,
klomifen sitrat, metformin, aromataz inhibitérler ve diisiik doz gonadotropinde

kullanilmaktadir [142].
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PKOS’ta ovaryan hiperandrojenizm ve degismis intraovaryan parakrin sinyalizasyonu
folikiiller biiyiimeyi hasarlayabilir. PKOS’ta folikiillogenezis siiresince intrafolikiiler
mikrocevrede degisiklikler, anormal gonadotropin seviyeleri, endokrin-parakrin faktor
degisikligi, metabolik disfonksiyon ile iligkili olarak bozulmus oosit maturasyonu, diisiik
fertilizasyon oranlari, embriyonik gelisim yetersizligi ve bozulmus aydinlik/karanlik evre
siklusu gozlenmektedir [131, 145-147]. PKOS’lu disilerde FSH eksikligiyle ve LH’ 1n agir1
sentezlenmesiyle baglantili olarak antral folikiil sayisinda artis gozlenmektedir ve s6z
konusu durum dominant folikiil seciminde hasara neden olmaktadirlar [148, 149]. Artmis
LH seviyeleri, FSH salinimi baskilayarak antral folikiil sayisinda ve oositteki apoptoz
sinyallerinde artisa neden olmaktadir [150, 151]. Yapilan caligmalar, PKOS’ta primer ve
sekonder folikiil sayilarinin normale gore yaklasik 2 kat fazla oldugunu gosterilmistir [152-
154]. Sendromlu kadinlarda LH’1n yanisira artmis AMH seviyeleride oosit olgunlagmasinda
duraksamalara neden olmaktadir [155]. Saglikli menstrual siklusta gorev alan, oositten
salinan biiyiime faktorleri olan GDF 9 ve BMP 15 folikiiler bliyiimenin yan1 sira folikiiler
biliylimenin kontroliinde de rol almaktadirlar [ 148] ve folikiilogenezde gerekli oldugu bilinen
bu biiytime faktorlerinin anormal ekspresyonlarinin PKOS patogeneziyle iligkili olabilecegi

ileri stirtilmstiir [153].
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Calismada 6-8 haftalik Sprague dawley cinsi 32 adet disi rat kullanildi. Ratlar ortalama 22

+2°C sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik dongiide, ad libitum igme suyu ve standart yem ile

beslendi. Ratlardan rastgele se¢im yapilarak 4 deney grubu olusturuldu (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Deney gruplar1 ve uygulama siirelerini belirten tablo

DENEY GRUPLARI
GRUP ADI ETKEN MADDE DENEK SAYISI UYGULAMA
NO SURESI
1. Sham % 1 CMC n=8 21 giin
2. Melatonin 2 mg/kg Melatonin+%1 n=8 21 giin
CMC
3. PKOS 1 mg/kg Letrozol+% 1 n=8 21 gilin
CMC
4. PKOS+Melatonin | 2 mg/kg Melatonin+1 n=8 21 giin
mg/kg Letrozol+% 1
CMC

1. gruba, diger ajanlarin ¢oziiciisii olan CMC %]1’lik oranda 21 giin uygulandi ve bu grup
sham kontrol olarak kullanildi. 2.gruba; 21 giin siiresince %1’lik CMC gavajla, 2mg/kg
melatonin ise subkutan verildi. 3. grup deneysel PKOS olusturulan grup olarak belirlendi ve
modeli olusturmak adina 21 giin siiresince % 1’lik CMC de ¢oziinmiis 1 mg/kg letrazol gavaj
yoluyla uygulandi. 4. gruba ise 21 giin siiresince, 2. ve 3. gruplara yapilan uygulamalar
birlikte olacak sekilde yapildi [156, 157].

melatoninin etkisinden yararlanmak adina tiim ajanlar her giin saat 16.00 da verildi.

Karanlikta sentezlendigi bilinen endojen

Kolpositolojikal 6l¢timler i¢in arastirmanin 14. giiniinden itibaren bir hafta siiresince her giin
ayni1 saatte olmak {izere vajinal smear 6rnekleri alindi, 6rnekler 60 derece etiivde 2 saat 1s1
ile tespit edildikten sonra % 5’lik Toluidin blue O ile boyanarak 1sik mikroskobunda

incelendi.

3.1.1. Letrozol hazirlanmasi ve uygulama bi¢cimi

3. ve 4. gruplarda deneysel PKOS modeli olusturmak i¢in, 1 mg/kg letrozol (TCI,
Ref:1.0248, lot:ROGYC-EN, 1 gr Tokyo), Carboxy methyl cellulose’un (=CMC, Sigma,
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lot:#SLBR1692V Germany) % 1’lik sulu ¢ozeltisinde c¢oziilerek 21 giin siiresince gavaj
yoluyla uygulandi [156, 157] .

3.1.2. Melatonin

2. ve 4. gruplardaki deneklere, 21 giin, 2 mg/kg melatonin (Sigma 250mg, lot:#SLBQ9501V
Germany) uygulandi. Uygulanan melatonin 0,02 ml etanolde ¢oziindiikten sonra PBS
(Phosphate Buffer Saline) ile diliie edilip deneklere subkutan verildi [158]. Sham grubu ile
karsilagtirma yapabilmek adina, ayni gruba ait deneklere gavaj yoluyla % 1’lik CMC de
uygulandi.

3.2. Deneyin Sonlandiriimasi

Siire bitiminde denekler 45 mg/kg, % 10‘luk Alfamine (Seri no:1705176-01) ve 5 mg/kg, %
2 ‘lik Alfazyne (seri no:1610302-04, Hollanda ) olacak sekilde yiiksek doz anestezi ile feda

edilerek, ovaryum dokular1 alindi.

3.3. Histolojik Yontem

3.3.1. Hematoksilen — eozin boyama

Ovaryumlarda gruplar arasinda yapisal farkliliklar 151k mikroskobik diizeyde incelemek
amaciyla, siire bitiminde alinan ovaryum dokular1 % 10 nétral formalinde 72 saat tespit
edildikten sonra rutin histolojik takip islemlerinin geg¢irilerek parafin bloklar elde edildi.
Hazirlanan parafin bloklardan 4-5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler etiivde
63°C’de 2 saat deparafinize edildikten sonra % 100, % 96, % 80, % 70 % 50, azalan alkol
serilerinden geg¢irildi. 10 dk akarsuda yikandiktan ve alkol uzaklastirildiktan sonra Harris
Hematoksilen soliisyonunda 10 dk tutuldu ve akar suya alindi. 10 dk akar suyun altinda
boyanin fazlasi uzaklastirildi. Ardindan % 1’lik HCI soliisyonunda 1-2 dip yapildiktan sonra
kesitler tekrar akar suda yikandi. Lamlar fazla su uzaklastirildiktan sonra 10 dk Eozin
soliisyonunda bekletildi. Fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in 10 dk akar suda yikandiktan sonra
kurutularak % 50, % 70, % 80, % 96, % 100 artan alkol serilerinden gegirildi ve suyun
kesitlerden uzaklastirilmasi saglandi. 45 dk ksilolde bekletildikten sonra entellan ile
kapatildi. Elde edilen preparatlar Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli

goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programi kullanilarak resimlendirildi.
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3.3.2. Folikiil saymm

Biyolojik materyallerdeki hiicre gibi tanecik sayilarinin belirlenmesi i¢in bu taneciklerin
birim hacimdeki sayisal yogunluklarinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu yontemle hiicre
saymak i¢in, ilgili materyalden histolojik kesit alinmas1 gerekmektedir. Bu kesitlerde kesit
alma dogrultusuna dik dogrultuda yerlesmis olanlar paralel yerlesmis olanlara gore, biiyiik
taneciklerde kiiciik olanlara goére daha fazla Orneklenmektedir [159]. Bu tanecik
izdiisiimiinden yararlanilarak tanecik sayisim1 hesaplamak icin kesitlerde ortaya cikan
tanecik izdiistimlerinin belirli bir alanla sinirlandirilmasi gerekmektedir. Bu amagla tarafsiz
sayim ¢ercevesi kullanilmaktadir. Bu ¢erceve bir kalin, bir diiz, bir ince ve bir de kesikli
kenardan olusmaktadir. Temel olarak ince ve kesikli ¢izgiler dahil kenarlar, kalin ve devaml

cizgiler de hari¢ kenarlar olarak isimlendirilir.

Sekil 3.1. Sematik olarak bir ekran iizerine yerlestirilmis tarafsiz sayim ¢ergevesi goriilityor

Histolojik bloklarda total doku hacminin hesaplanmasi miimkiin olmadigindan hacmi
belirlemek i¢in tiim bloktan seri kesit alinir ve her bir kesitte yapiya ait izdlisiim alani

belirlenir [159, 160].

Bu calismada seri kesitlerden rastgele ornekleme prensibi dogrultusunda preparat segimi
yapildi ve her preparat fotoisik mikroskopta resimlendirildi. Sonrasinda powerpoint
programinda tarafsiz sayim cergevesi fotograflar {izerine yerlestirilerek dahil kenarlarda ve
merkezde yerlesmis olan folikiiller sayilarak bir ovaryum dokusunda bulunan folikiiller

belirlendi [159].
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3.3.3. Immunohistokimyasal inceleme

Indirekt immiinohistokimya yontemi kullanilarak folikiilogenezisde 6nemli antikorlarmn
isaretlemesi yapildi. Bu amagcla polilizinli lamlara alinan kesitler 1 gece 37°C deparafinize
edildikten sonra etiiv 1s1s1 57°C’ ye ¢ikarilarak 1 saat bekletildi. Camlar deparafinizasyonu
tamamlamak i¢in 2 kez 15’er dakika ksilolde tutulduktan sonra sirasiyla % 100’lik, %
96’11k, % 80’lik ve % 70’lik alkol serilerinden 10’ar dakika gecirilerek rehidratasyonlari
saglandi. Ardindan 2 kez 5’er dakika distile suda bekletilerek alkolden kurtarildi. Doku
icerisinde formaldehitin kapattigi reseptdr bolgelerinin agiga c¢ikarilmasmi saglamak
amactyla mikrodalga firinda 1 M sitrat tamponunda (pH:6.0) (Thermo, ref: AP-9003-500,
lot:MK 17121, UK) 3x5 dk etkin birakild1 ve oda 1s1sinda 20 dk sogutulduktan sonra Pap pen
ile kesitler sinirlandirildi. Camlar % 3’liik hidrojen peroksite etkin birakilarak dokulardaki
endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Daha sonra, camlar PBS, (Thermo, ref: AP-9009-
10, lot:BBI120127, UK) (pH: 7,4) ile yikandi. Bundan sonraki asamalara indirekt
immiinohistokimyasal kit (Novex Life Technologies, ref:859043, lot:1838146A, USA) ile
devam edildi. Oncelikle zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi amactyla Ultra V Block
uygulandi. Bloklama asamasiin ardindan kesitler yikanmadan anti-GDF 9 (1/200) (Bioss,
100 pl Rabbit Polyclonal Antibody, ref:bs-3759R, 1ot:980691W, USA), anti-BMP 15 (1/100)
(Bioss, 100 pl Rabbit Polyclonal Antibody, ref:bs-6612R, lot: YE1214W, USA) ve anti-
Melatonin Reseptor 1 (1/300) (Bioss, 100 pl Rabbit Polyclonal Antibody, ref:bs-0027R,
lot:AF10201536,USA) primer antikorlarina bir gece +4°C’ da etkin birakild1. Siire sonunda
dokular 3x3 dk PBS ile yikandiktan sonra, 10 dk biyotinli sekonder antikor uygulandi.
Dokular, 3x3 PBS ile yikanmasinin ardindan enzimin biyotine baglanmas1 amaciyla 10 dk
streptavidin peroksidaz enzim kompleksine etkin birakildi. Lamlar tekrar 3x3 PBS ile
yikandiktan sonra kromojen DAB (3,3'diaminobenzidine) (ScyTek, ref: ACB060, lot:42454,
USA) uygulanarak gozle goriilebilen immiin reaksiyonun agiga ¢ikmasi saglandi. Zemin
boyamasinda Harris’in Hematoksileni (0B52Y 092, Merck, Germany) kullanildi. Sonrasinda
preparatlar hizlica azalan alkol serilerinden gegirilerek kurutuldu ve 20 dk. ksilole etkin
birakilarak parlatilmalar1 saglandi. Son olarak preparatlar entellan (Merck, lot:HX378130,
Germany) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar
destekli goriintiilleme sisteminde, Leica Q Vin 3 programi kullanilarak resimlendirildi.
Immiinohistokimyasal tutulumlar her bir antikor ve her grup i¢in degerlendirilerek gruplar
arasinda tutulum yogunluklari arasinda anlamli bir farklilik olup olmadiginin tespiti i¢in

uygun istatistiksel veriler olusturuldu.
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3.3.4. H-skor analizi

Immiinohistokimyasal islemlerden sonra, her bir antikor i¢in elde edilen preparatlarda X40
biiylitmede 1 merkez ve 5 perifer alanda immiinpozitif hiicreler, tutulum yogunluklarina gére
asagida belirtilen semi-kantitatif skorlama yontemi ile sayildi. H score’un istatistiksel
analizlerinde Sigma Stat 4.0 programinda One Way Repeated Measures varyans analizi ve
Holm-Sidak metodu kullanilmistir. 0,05 ten kiigiik P degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.

0: immiinreaksiyon yok (%0)
+1: zayif immiinreaksiyon (<%30)
+2: orta dereceli immiinreaksiyon (%30-%60)

+3: kuvvetli immiinreaksiyon (2%660)

Elde edilen sayisal veriler 2Pi (i+1) formiilii ile hesapland:i (i: boyanma yogunlugu, Pi:

boyanan hiicre yiizdesi).

3.4. Real-Time PCR

3.4.1. Rat ovaryum dokusundan total RNA saflastirilmasi

Deney sonunda steril bir sekilde ¢ikartilan ovaryum dokulari steril petri kabinda steril serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra RNA (Riboniikleik Asit) izolasyonuna uygun (50 mg- 100
mg) biiylikliiklerde steril bistiiri ile kiiciik parcalara ayrildi. DNAz (Deoksiriboniikleaz) ve
RNAz (Riboniikleaz) free 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine alinan doku 6rnekleri hizli bir
sekilde siv1 azot i¢inde donduruldu. Ovaryum dokulari, analiz giiniine kadar - 80°C’ de
sakland1. Doku 6rneklerinden RNA izolasyon kiti kullanilarak asagida yazili olan protokol
ile total RNA saflagtirildi. Kontaminasyonu engellemek amaci ile saflastirma islemi

giivenlik kabininin i¢inde gerceklestirildi.

3.4.2. Dokudan RNA izolasyonu

1,5 mI’lik ependorf tiip icinde bulunan 50-100 mg arasindaki dokular ¢dziinmeden pastle
veya mortar ile homojenize edildi. Ornekler ¢dziinmeye basladig1 anda tekrar siv1 azotta

donduruldu ve homojenizasyon islemine devam edildi. Homojenizasyon islemine 1000 pl
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TRI Reagent® soliisyonu ile devam edildi. (Doku biiyiikliigii arttig1 oranda kullanilan TRI
Reagent® miktarida arttirildi). Ornek hacminin, homojenizasyon sirasinda kullanilan TRI
Reagent® hacminin % 10’nu gegmemesine dikkat edildi. Ornekler oda sicakliginda 5 dakika
bekletildi. Ardindan 200 pl kloroform eklendikten sonra 15 saniye boyunca (tamamen
karisincaya kadar) vortekslendi ve 10 dakika oda sicakliginda tutuldu. Ornekler 11.000
rpm’de 5 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda karisim, altta kirmizi faz (fenol
kloroform faz1), arafaz ve iistte renksiz siv1 faz olmak iizere ii¢ faza ayrildi. Ust faz yeni bir
steril 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarildi. Baglangigta kullanilan TRI Reagent® miktarinin
yaris1 kadar izopropanol eklenip vortekslendi. Ornekler 1 ya da 1,5 saat -20 °C’ de bekletildi.
11.500 rpm’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant atildi. DNA
kontaminasyonunu engellemek i¢in 60 pl Dnaz (pg basina 5U DNAz), 300 pl Dnaz Buffer
I (200 mM Tris-HCL (pH:8,4), 20 mM MgCl2, 500 mM KCl) ve 400 pl DEPC’li su
eklenerek 30 dakika 37 °C sicakliginda bekletildi. Orneklerin iizerine 300 pl 25 mM EDTA
eklendi ve 65 °C’de 10 dakika bekletildi. 12.000 rpm’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi.
Pelete dokunmadan tistte kalan siipernatant atildi. 1000 pl % 75°lik alkol eklenerek, 12.000
rpm’de 10 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan iistte kalan slipernatant atildi.
Peletin tizerine tekrar 1000 pl % 75’lik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dakika 4°C’de
santrifiij edildi. Pelete dokunmadan {istte kalan slipernatant atildi. Pelet kurumaya birakildi.

30-50 pl Diethyl pyrocarbonate (DEPC)’li su ile sulandirildi.

3.4.3. Revers transkriptaz PCR (Rt-PCR) yontemi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometre’de (NanoDrop, ND-1000, Thermoscientific, ABD)
260/280 nanometre (nm) dalga boyunda Olgiilerek mikrolitredeki mikrogram degerleri
belirlendi. Primer olarak Random Hekzamerler kullanilarak ¢cDNA sentez kiti ile total
RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve
miktarlar1 Cizelge 3.2 de verilmistir. cDNA sentezi i¢cin Reverse Transkriptaz Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) karisimi ince ¢eperli 0,2 ml’lik tiiplere dagitildiktan sonra

saflastirilan total RNA iizerlerine eklendi.



31

Cizelge 3.2. cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlar

Son konsantrasyon Hacim
Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCl,) 4 ul
dNTP ImM 2l
Random hekzamer primeri 60 uM 2 ul
RNaz inhibitorii 20 {inite 0.5 ul
Transcriptor Ters Transkriptaz 10 {inite 0,5 ul
Total RNA lug 1 pg olacak sekilde

3.4.4. Kantitatif real time PCR yontemi

flgili genlerin ifadesinin kantitatif belirlenmesi igin kantitatif Real Time PCR (qPCR)
yontemi kullanilacaktir. flgili genlere &zgii primer ¢iftleri kullamlarak ilgilenilen bolge
LightCycler480 cihazinda ¢ogaltildi. Cogaltilan PCR dizisinin 6zgilinliigilinii belirlemek i¢in
primere 6zgii prob dizisi kullanildi. Her bir 20 pL’lik reaksiyon i¢in; 2 uL cDNA, LC480
TagMan® Master karigimi, 2,0 mM MgCI2, genlere 6zgii prob, her bir primerden 0,5 uM
eklenerek reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra, PCR kosullar1 optimize edildi. 95°C'de
10 dakikalik denatiirasyon, 50°C'de 10 saniye primer baglanmasi ve 72°C'de 10 saniyelik
zincir uzamasi basamaklarini olusturacak sekilde 45 dongiliden olusan PCR tepkimesi
uygulandi. Ifadelenme diizeyinin Kkarsilastirilmas: igin Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) mRNA seviyeleri referans olarak alinacaktir. Sonuglar
LightCycler480 cihazinda GAPDH mRNA seviyeleri ile karsilastirilarak belirlenen genlere

ait ifadelenme diizeyi kantitatif olarak belirlendi.
3.4.5. Ters transkriptaz PCR (RT-PCR) programi

Otomatik 1s1 dongii cihazi, Cizelge 3.3’de belirtilen programa ayarlanarak elde edilen
RNA’lardan cDNA sentezi elde edildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA 6rnekleri
Real-Time PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

Cizelge 3.3. Otomatik 1s1 dongiisii cihazinda uygulanan program

Sicaklik Zaman Dongii sayist
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1
Ters transkripsiyon 50 °C 60 dk 1
Inaktivasyon 85°C 5dk 1
Sogutma 4°C - 1
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3.4.6. Gen ifadelenmesinin Real-Time PCR ile belirlenmesi

BMP15, GDF9 ve MT1 genlerinin mRNA ifadesinin kantitatif degerlendirilmesi Real-time
PCR yontemi ile LightCycler 480™ cihazi kullanilarak belirlendi. Amplifikasyonlar 10 ul
toplam tepkime hacmi igerisinde, cDNA, mRNA'ya 6zgii primerler, UPL probu ve
LightCycler Probe Master karigimi kullanilarak gerceklestirildi. BMP15, GDF9 ve MT1
genlerinin ifadelenme diizeylerini normalize etmek ic¢in beta aktin (Actb) mRNA diizeyi
referans olarak alindi. Segilen genler ile ilgili 6zgiin primer ve UPL prob listesi Cizelge
3.4’de verilmistir. Kullanilan problar Roche Diagnostic’ten temin edilmistir. Tim cDNA

ornekleri her bir gen icin en az liger kez c¢alisildu.

Cizelge 3.4. Spesifik Primer Dizileri ve UPL Prob Numaralari

Gen adi Forward Primer Reverse Primer UPL Prob Numarast
Actb 5’- CCCGCGAGTACAACCTTCT -3 5’- CGTCATCCATGGCGAACT -3 17
Bmp-135 5’- GCAATGAGGCTTCTCAGAGGT -3° 5’- AGTTGATGGCGGTAGACCA -3’ 21
Gdf-9 5'- ATACCGTCCGGCTCTTCAG -3' 5'- TTAAATAGCAGGTCCACCATTG -3' 3
Mtnrla 5’- ACTATCGTGGTGGACATCCTG -3° 5’- TGCCACAGCTAAACTCACCA -3’ 62

3.4.7. BMP15, GDF9 ve MT1 genleri icin Real-Time PCR tepkime karisimi

BMP15, GDF9 ve MT1 genlerine uygun verilen primer ve problar kullanilarak Real-time
PCR tepkimesi, LightCycler® 480 cihazinda ger¢eklestirildi. Tepkime karigimim

hazirlamak i¢in kullanilan bilesenlerin miktarlar1 Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3. 5. Real-time PCR tepkime karigim

Son konsantrasyon Hacim
dH,O - 3,7uL
MgCL (25 mM) 4 mM 1,2 uL
Primer F (10 pmol/pl) 2,5 pmol 0,5 uL
Primer R (10 pmol/pl) 2,5 pmol 0,5 uLL
UPL prob (100 pmol/ul) 10 pmol 0,1 uL
UPL Probe Master karigimi (10x) Ix 2,5 ulL
cDNA - 1,5 uL

3.4.8. LightCycler® 480 deney programi

Real-time PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra 96’lik plate’lere dagitildi ve iizerine

cDNA’lar eklendi. 96’lik plate 3000 rpm’de 20 sn santrifiij edildi. 96’lik plate cihaza
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yerlestirildikten sonra Cizelge 3.6°da belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR
tepkimesi gerceklestirildi. BMP15, GDF9, MT1 genleri i¢in ayni program kullanildi.
Reaksiyon sonucu deney gruplarina ait BMP15, GDF9, MT1 ve Actb genlerinin mRNA
ifade diizeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri belirlendi. BMP15, GDF9 ve MT1

gen ifade diizeyleri Actb ifade diizeyine gére normalize edildi.

Cizelge 3.6. MT1, GDF9 ve BMPI15 genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi igin
kullanilan Real Time PCR tepkime programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger

Dongiiler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 95

Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00dk

Sicaklik Gegig Hizi (°C/sn) 20.0

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)
Program Verisi Deger

Dongiiler 50

Analiz Modu Cogalma
Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10sn 20sn
Sicaklik Gegig Hizi (°C/sn) 20.0 10.0
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger

Dongtiler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30sn

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

3.4.9. Istatistiksel analiz yontemleri

BMP15, GDF9 ve MT1 mRNA ifade diizeylerindeki farkliliklar “Relative Expression
Software Tool (REST; Qiagen, 2009 V2.0.13)” istatistik programu ile karsilastirildi [161].
Veriler “SPSS 15.0” istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. 0.05’den kiigiik olan p

degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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3.5. Western Blot Yontemi

3.5.1. Ovaryum doku orneklerinden total protein ekstraksiyonu

Deney gruplarinin ovaryum doku 6rnekleri serum fizyolojik ile yikandiktan sonra protein
izolasyonunun yapilacagi giine kadar -80°C derin dondurucuda saklandi. MT1 reseptorti,
GDF 9, BMP 15, protein diizeyleri Western Blot (WB) yontemiyle belirlendi. 100 mg doku
ornegi almarak, buz lizerinde steril bistiiri yardimiyla kii¢lik parcalara ayrildiktan sonra
proteaz ve fosfataz inhibitorleri ile desteklenmis RIPA tamponu kullanilarak pipetaj
yardimiyla pargalanan hiicrelerden protein izolasyonu yapildi. Elde edilen total protein
miktart BCA Protein Assay kiti kullanilarak 6l¢tildii. Kit protokoliine uygun olarak 25 pg ile
2000 pg konsantrasyon arasinda degisen 7 adet Bovine Serum Albumin (BSA) diliisyonlari
olusturuldu. Kit i¢erisinde bulunan A ve B ¢ozeltileri 50:1 oraninda karistirilarak elde edilen
karisim standart protein diliisyonlarna eklendi ve 30 dk 37 °C’de inkiibe edildi. Siire sonunda
proteinlerin konsantrasyonlar1 SpectraMax M3 (Molecular Devices, ABD) cihazinda 562 nm
dalga boyunda olgiilerek standart egri hazirlandi ve bu egri yardimiyla protein miktarlari
belirlendi. Housekeeping olarak beta-aktin (ACTB) proteini kullanildi. Proteinlerin ayrimi
icin ilk olarak SDS-PAGE hazirlandi. Jelin dokiilmesi sirasinda kullanilacak olan camlar alkol
ile temizlendikten sonra jel kasetine yerlestirildi sizma olup olmadigi kontrol edildi. Camlar
kasete konulduktan sonra ayirma jeli i¢in 15 ml % 12’lik akrilamid jel karigimi hazirlandi. Bu
amagcla 4.9 ml dH20, 6 ml % 30’luk akrilamid mix, (pH:8.8) 1.5 M Tris karisimindan 3.8 ml, %
10°luk SDS’den 0.15 ml eklenerek ¢ozelti hazirlandi. Cozelti i¢ine jel dokiilmeden hemen once
% 10 APS’den 0.15 ml ve 0.006 ml TEMED eklendi. Ayirici jel karisimi daha dnceden
isaretlenmis bolgeye kadar dokiildiikten sonra iistiine dH20O eklenerek jelin istiiniin diiz olmasi
saglandi ve polimerizasyon beklendi. Jel donduktan sonra 7.5 ml yiginlama jeli hazirlandi. Bu
jel igin % 4 °lik akrilamid jel karisimi hazirlandi. Bu amagla 4.6125 ml dH20, 1.005 ml
%30’1luk akrilamid mix, (pH:6.8), 0.5 M Tris karistmindan 1.875 ml, % 10’luk SDS’den 0.075
ml eklenerek ¢ozelti hazirlandi. Cozelti igine jel dokiilmeden hemen 6nce % 10’ luk APS’den
0.0375 ml ve 0.0075 ml TEMED eklenerek donmus ayirma jelinin iistiine dokiildii. Taraklarda
yerlestirildikten sonra yiginlama jelininde donmasi beklendi. Laemni bufferle hazirlanip -20°de
bekleyen proteinler 95 derecede 5 dk denatiire edildikten sonra +4 derecede 5 dk sogumasi
beklendi. Donan jelden running buffer i¢inde taraklar ¢ikarildiktan sonra kuyulara yiikleme
yapildi. Proteinlerin anot-katod yliriitme tamponu araciligiyla molekiiler agirliklarina gore
ayrilmasi saglandi. Ayrilan proteinlere wet transfer uygulanarak daha 6nceden metanol ile

islatilmig PVDF membranlara elektroforetik olarak aktarildi.  Aktarimin ardindan
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membranlar oda sicakliginda 1- 1.5 saat TBST igerisinde hazirlanmis BSA ile yatay
calkalayici iizerinde bloke edildi. Bloking islemi sonucunda primer antikorlarin uygun
dilusyonlar1 ile +4°C’de bir gece inkiibe edilen membranlar, TBST ile 3 defa 5 er dakika
yikandiktan sonra HRP konjuge anti-rabbit IGG sekonder antikorlar1 ile 1-2 saat oda
sicakliginda muamele edildi. TBST ile 3 defa yikama islemi yapildiktan sonra, membran
tizerine Super Signal Chemiluminisans (Luminata Forte Western HRP Substrate, Millipore,
Almanya) reaktifleri 1:1 oraninda karistirilarak 5 dakika bekletildi ve floresan sinyal
olusturmasi saglandi. Elde edilen floresan sinyal ile bantlarin, Kodak Gel Logic 2200

Carestream (ABD) goriintiileme sisteminde fotografi ¢ekilerek protein bantlart analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

4.1.1. Vaginal smear bulgulari

PKOS patofizyolojisinin belirteclerinden biride ratlarda bozulmus 0Ostros dongiidiir.
(Calismada deney bitimine son bir hafta kala vajinal smear drnekleri toplanmistir. Toluidin
blue ile boyanan 6rnekler, dstros dongiliniin uzunluguna karar verilmesi i¢in 151k mikroskobu
altinda incelenmistir. Cizelge 4.1°de ratlarda siklus ozellikleri 6zetlenmistir [162]. Buna
gore bizim calismamizda da prodstros dongii belirteci olarak kiigiik ¢ekirdekli epitelyal
hiicreler (Resim 4.1A), Ostros dongii belirteci olarak ¢ok sayida kornifiye epitelyal hiicreler
(Resim 4.1B), metadstros dongiiniin belirteci olarak 16kositler (Resim 4.1C) ve didstros
dongi belirteci olarak da ¢ok fazla sayidaki 16kosit (Resim 4.1D) baz alinmistir. Vajinal
smear bulgular1 neticesinde letrozol uygulanan gruplarda ostros dongiide uzamalar oldugu
belirlenmis (Cizelge 4.2-4.5) ve bu sonuglar PKOS patofizyolojisiyle uyumlu bulunmustur
[163].

Cizelge 4.1. Ratlarda siklus boliim ve vajinal smear morfolojik 6zelliklerini iceren tablo

[171]
Cycle Fazi Saat Vajinal Smear Morfoloji
Prodstros 12 Cekirdekli epitel hiicreleri
Ostros 12 75 %gekirdekli hiicreler, 25%kornifiye hiicreler
Metadstros 21 Cekirdekli ve kornifiye ¢ok sayida lokosit
Didstros 57 Lokositler
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Resim 4.1. A; prodstros, B;0stros, C;metadstros, D;Didstros
Cizelge 4.2. Sham grubuna ait dongii tablosu
Denek | 1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN 6.GUN | 7.GUN
Numarasi
1A-1 Proostros Metadstros | Didstros Proostros | Ostros Metadstro | Digstros
S
1A-2 Metadstros | Metadsros | Didstros Ostros Metaostros | Didstros | Prodstros
1A-3 Ostros Metadstros | Metadstros | Didstros Ostros Metaostro | Didstros
S
1A-4 Ostros Metadstros | Metadstros | Didstros Proostros | Ostros Metadstros
1B-1 Metadstros | Diostros Digstros Proostros | Metaostros | Digstros | Ostros
1B-2 Proostros Metadstros | Didstros Didstros Proostros | Ostros Metadstros
1B-3 Ostros Metadstros | Didstros Diostros Ostros Metadstro | Didtros
S
1B-4 Metadstros | Metadstros | Metadstros | Digstros Didstros Prosotrso | Ostros
Cizelge 4.3. Melatonin grubuna ait déngii tablosu
Denek | 1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN 6.GUN 7.GUNt
Numarasi
2A-1 Ostros Metadstros| Didstros Digstros Ostros Metadstros| Didstros
2A-2 Proostros | Ostros Metadstros| Didstros Prodstros | Ostros Metadstros
2A-3 Diostros Diostros Ostros Metadstros| Didstros Progstros | Ostros
2A-4 Diostros Proostros | Metadstros| Didstros Proostros | Ostros Metadstros
2B-1 Digstros Ostros Metadstros| Didstros Proostros | Metaostros| Metadstros
2B-2 Ostros Ostros Metadstros| Diostros | Diostros | Ostros Metadstros
2B-3 Ostros Metadstros| Didstros Proostros | Ostros Metagstros| Diodtros
2B-4 Proostros | Ostros Metadstros| Didstros Proostros | Ostros Metadstros




Cizelge 4.4. PKOS grubuna ait dongii tablosu
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Dene | 1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN 6.GUN 7.GUN
k
Numa
rast
3A-1 | Proostros Ostros Ostros Ostros Ostros Metaostros | Ostros
3A-2 | Ostros Ostros Metadstros | Ostros Ostros Ostros Ostros
3A-3 | Proostros Ostros Ostros Ostros Ostros Ostros Ostros
3A-4 | DiOstros Prodstros | Ostros Ostros Proostros | Metaostros | Proostros
3B-1 | Proostros Ostros Ostros Ostros Ostros Prodstros | Ostros
3B-2 Ostros Ostros Ostros Proostros | Ostros Ostros Ostros
3B-3 | Ostros Ostros Ostros Ostros Ostros Prodstros | Ostros
3B-4 | Proostros Ostros Ostros Ostros Proostros | Ostros Ostros
Cizelge 4.5. pkos+Melatonin grubuna ait dongii tablosu
Denek 1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Gin 5.Giin 6.Giin 7.Giin4
Numarasi
4A-1 Prodstros | Ostros Ostros Ostros Metadstros | Metaostros | Ostros
4A-2 Ostros Ostros Ostros Metaostr | Ostros Ostros Ostros
0s
4A-3 Proostros | Ostros Ostros Ostros Ostros Metaostros | Ostros
4A-4 Dibstros Prodstros | Ostros Ostros Metaostros | Prodstros | Ostros
4B-1 Proostros | Ostros Ostros Metagstros | Ostros Prodstros | Ostros
4B-2 Proostros Ostros Ostros Metadstros | Ostros Ostros Ostros
4B-3 Metaéstros | Ostros Ostros Proostros | Ostros Ostros Ostros
4B-4 Proostros | Ostros Ostros Ostros Prodstros | Ostros Ostros
4.1.2. Hematoksilen — eozin bulgular
Sham grubu hematoksilen — eosin boyamalarinda, ovaryumun kiigiik biliytiltmeli

incelemelerinde kortekste gelisiminin ¢esitli evrelerindeki folikiiller olagan yapilariyla
gozlendi. Medulla bol vaskiilarize bag dokuyla karakterizeydi (Resim 4.2). Biiyiik
biiytiltmeli incelemelerde primordiyal folikiillerin merkezde yerlesmis oosit ve ¢evresindeki
yasst folikiil hiicreleriyle normal yapida oldugu izlendi. Multilaminar primer folikiilde zona
pellusidanin olustugu, graniiloza hiicrelerinin ¢ok siral1 bir hal aldig1 belirgindi (Resim 4.3).
Sekonder folikiillerde ise teka interna ve eksternanin sekillendigi, antrumun olusmaya
basladigi izlendi (Resim 4.4). Ayni gruba ait Graaf folikiillerinde folikiil duvar ¢ok sayili

graniiloza katmani, teka interna ve teka eksterna ile normal yapilariyla izlendi (Resim 4.5).

Melatonin grubunda, kiigiik biiyiiltmeli incelemelerde, ovaryum korteksinde gelisim
evrelerindeki ¢ok sayidaki folikiil dikkati g¢ekti. Medulla vaskiilarize bag dokusu

yapisindaydi (Resim 4.6). Kontrol grubundan ayricali olarak bu grupta gerek medulla
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gerekse kortekste vaskiiler dilatasyon oldukca belirgindi. Biiyiik biiyiitmeli incelemelerde,
primordiyal folikiil sayisinin kontrol grubuna karsin goéreceli olarak azaldig1 dikkati ¢ekti.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede sayisal azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1
belirlendi (Cizelge 4.1). Multilaminar primer folikiilde zona pellusidanin ve graniiloza hiicre
katmaninin kontrol grubuna benzer oldugu ancak kontrol grubundan ayricali olarak
graniiloza katmaninda minimal ekstraseliiler 6demin varhigi dikkati c¢ekti (Resim 4.7).
Sekonder folikiillerde olusan antrum belirgin teka interna ve eksterna normal yapida
izlenirken ve primer folikiilde goriilmeye baslayan minimal ekstraseliiler 6demin devam
ettigi ilgiyi ¢ekti (Resim 4.8). Graaf folikiiliinde, graniiloza hiicre katmani, teka interna ve
teka eksterna belirgin olarak izlenirken minimal ekstraseliiler 6demin hala devam dikkati

cekti (Resim 4.9).

PKOS grubunda, diger gruplardan ayricali olarak kortekste kistik yapilar seklinde gézlenen
cok sayida folikiil dikkati ¢ekti. Antral folikiil sayisindaki artis istatistiksel olarak da anlaml
bulundu (Cizelge 4.5.). Medullada ise vaskiiler dilatasyon olduk¢a yaygindi. Hilar hiicresi
oldugu diistintilen hiicrelerin diger gruplara karsin hiperplaziye ugrayarak gruplar
olusturduklar1 dikkati ¢ekti (Resim 4.10). Biiyiik biiyiitmeli incelemelerde primordiyal
folikiillerin normal yapida oldugu izlenirken diger gruplara karsin sayica az oldugu dikkati
cekti (Resim 4.11A). Bu bulgu istatistiksel olarak anlamli bulundu (Cizelge 4.1.).
Multilaminar primer folikiilde zona pellusidanin olustugu ancak diger gruplara karsin
diizensiz organizasyon gosterdigi dikkati c¢ekti. Graniiloza hiicre katmaninda minimal
extraseliiler 6demin oldugu ve folikiil sinirlarinin yer yer ayirt edilemedigi dikkati ¢ekti
(Resim 4.11B). Sekonder folikiilde antrumun olusmaya basladigi, graniiloza hiicre
katmaninda extraseliiler 6demin siirdiigii izlenirken, zona pellusidanin ¢ogu alanda silindigi
dikkati ¢ekti. Graniiloza hiicreleri arasinda diger gruplardan farkl: olarak apoptotik hiicreler
dikkati ¢ekti. Yer yer folikiil sinir1 belirgin degildi. Teka katmaninin diger gruplara karsin
goreceli ince oldugu gozlendi (Resim 4.12). Graff folikiillerinde, folikiil duvarini olusturan
graniiloza hiicre katmaninin diger gruplara karsin oldukc¢a ince oldugu izlendi. Graniiloza

hiicrelerindeki minimal extraseliiler ddem bu gruptada belirgindi (Resim 4.13).

PKOS+melatonin grubunda, kortekste kistik folikiil sayisinin PKOS grubuna kasin goreceli
olarak azaldig1 ancak halen ¢ok sayida oldugu gozlendi. Bu bulgu istatistiksel olarakta
anlamliyd: (Cizelge 4.5). Medulladaki hiicre kompozisyonu ve damar yapilar1 kontrol

grubuna benzerdi. Ancak bu grupta diger gruplardan ayricali olarak medullada yaygin
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ekstraselltier 6dem dikkati ¢ekti (Resim 4.14). Biiyiik biiylitmeli incelemelerde primordiyal
folikiiller normal yapilariyla ayirt edilirken PKOS grubuna karsin sayica arttiklar1 ancak
kontrol grubundaki saytya ulagsamadiklari izlendi . Bu bulgu istatistiksel olarakta anlamliydi
(Cizelge 4.1). Multilaminar primer folikiilde graniiloza hiicreleri arasindaki 6dem bu
gruptada belirgindi. Zona pellusida PKOS grubuna benzer sekilde diizensiz organizasyon
sergilemekteydi (Resim 4.15). Sekonder folikiillerde yapilan degerlendirmede yer yer
apoptotik hiicre goriilmekle birlikte, graniiloza hiicre katmani kontrole yakin 6zellikteydi.
Ancak minimal édem bu folikiillerde de izlendi. Antrumun olusmaya basladigi, korona
radiatanin sekillendigi, zona pellusidanin olagan yapisini kazandig izlendi. Teka interna ve
teka eksterna normal yapilariyla ayirt edildi (Resim 4.16). Graaf folikiillerinde graniiloza

hiicre katmaninin kontrole yakin goriiniimde oldugu, teka interna ve teka eksternanin normal

histolojik yap sergiledigi dikkati ¢ekti (Resim 4.17).

—————

Resim 4.2. Sham kontrol grubu; (F): kortekste ¢esitli gelisim evresindeki folikiiller, (M):
vaskiilerize medulla normal yapilari ile izleniyor (H-E X100)



Resim 4.3. Sham kontrol grubu; Normal yapida primordiyal folikiilller (P), multilaminar
primer folikiiller (MP) ve zona pellusida (=) izleniyor (H-E X400)
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Resim 4.4. Sham kontrol grubu; (SF): sekonder folikiil, (—): zona pellusida, (*): olusmaya
baglamis antrum, (): teka interna ve eksterna normal yapilari ile goriilityor (H-
E X400)
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antrum, (T): teka interna ve eksterna normal yapilari ile goriilityor (H-E X400)
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Resim 4.6. Melatonin grubu; (F): kortekste cesitli gelisim evresindeki folikiiller, (M):
vaskiilerize medulla, (4): korteks ve medullada vaskiiler dilatasyon izleniyor
(H-E X100)
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Resim 4.7. Melatonin grubu; (P): primordiyal folikiil, (MP): multilaminar primer folikiil,
(—): zona pellusida, (#): graniiloza katmaninda ekstraselliiler 6dem izleniyor
(H-E X400)
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Resim 4.8. Melatonin grubu; (SF): sekonder folikiil, (—): zona pellusida, (*): olusmaya
baslamis antrum, (#): graniiloza katmaninda ekstraselliiler 6dem, (T): teka
interna ve eksterna goriilityor (H-E X400)
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graniiloza katmaninda ekstraselliiler 6dem, (*): antrum, (¢): teka interna ve
eksterna izleniyor (H-E X400)
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Resim 4.10. PKOS grubu; (KF): kortekste ¢ok sayida kistik yap1 sergileyen folikiiller, (M):
vaskiilerize medulla, (#): korteks ve medullada vaskiiler dilatasyon (%*): hilar
hiicre hiperplazisi goriiliiyor (H-E X100)
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Resim 4.11. PKOS grubu; (A): primordiyal folikiiller (P), (B): Multilaminar primer folikiilde
(MP) zona pellusidanin diizensiz oldugu (—), minimal ekstraselliiler 6demin
varligi (#) ve yer yer folikiil sinirnin ayirt edilemedigi (<) izleniyor (H-E X400
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Resim 4.12. PKOS grubu; (SF): sekonder folikiil, (—): ¢ogu alanda sﬂlnmls zona pellusida,
(*): olusmaya baglamis antrum, (#): graniiloza katmaninda ekstraselliiler
odem, (?): ince teka interna ve eksterna, , ®: apoptotik graniiloza hiicreleri
(€): folikiil siniriin yer yer kayboldugu izleniyor (H-E X400).
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Resim 4.13. PKOS grubu; (GF): Graff folikiilii, (G): oldukca ince graniiloza hiicre katmani,
(#): graniiloza katmaninda ekstraselliiler 6dem (*): antrum, (?): teka interna ve
eksterna (H-E X400)
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Resim 4.14. PKOS + melatonin grubu; (KF): kortekste kistik yap1 sergileyen folikiiller, (M):
vaskiilerize medulla, (&): Medullada yaygin ekstraselliiler 5dem (H-E X100)
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Resim 4.15. PKOS + melatonin grubu; (P): primordiyal folikiil, (MP): Multilaminar primer
folikiil, (—) diizensiz zona pellusida, (#): minimal ekstraselliiler 6dem
izleniyor (H-E X400)
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(®):

minimal ekstraselliiler 6dem, (*): olusmaya basglamis antrum, (%): teka interna

ve eksterna normal yapilari ile goriiliiyor (H-E X400)

9

(SF): sekonder folikiil, (—): zona pellusida

b

Resim 4.16. PKOS + melatonin grubu;
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.Resim 4.17. PKOS + melatonin grubu; Graff folikiilleri (GF), antrum (*), graniiloza hiicre
katmani (G) ile teka interna ve eksterna (¢) normal histolojik yapida izleniyor
(H-E X400)

4.1.3. Folikiil sayimi1 bulgular:

Deney gruplarinda, folikiil sayilar1 temel alinarak olusturulan istatististiksel analizler i¢in
kontrol grubuyla diger gruplar karsilastirma temeline dayanan ¢oklu Holm-Sidak metodu
kullanilmistir. Bu metod neticesinde primordiyal folikiil sayisi, melatonin grubu i¢in anlamli
degil iken, PKOS ve melatonin+PKOS grubunda (P<0,05 ) istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gostermistir. Unilaminar primer folikiil sayisi, melatonin, PKOS ve
melatonin+PKOS gruplarinin hepsi i¢in istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdstermistir.
Multilaminar primer folikiil sayis1 melatonin ve melatonin+PKOS gruplarinda anlamli
seviyede azalma gosterirken bu durum PKOS grubu i¢in gegerli degildir. Tiim bunlarin
yanisira PKOS indiiklenen grupta sendromun patofizyolojisiyle uyumlu olarak sekonder ve
tersiyer folikiil sayilarmin Sham grubuna karsi anlamli olarak arttigi belirlenmistir. Bu
folikiillerin sayis1 melatonin uygulanan grupta Sham grubuna yakin bulunmustur. Folikiil

sayilarinin istatistiksel analizlerinde Sigma Stat 4.0 programinda One Way Repeated
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Measures varyans analizi ve Holm-Sidak metodu kullanilmistir. 0,05’ten kiigiik P degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Primordivyal folikiil

Istatistiksel analizler sonucunda primordiyal folikiil say1s1 Sham grubu ile PKOS grubu ve
PKOS+melatonin grubu arasinda oldukga anlamli iken, melatonin + CMC uygulanan grupta

anlaml degildir (Cizelge 4.6) ( Sekil 4.1) (p<0.05).

Primordial Folikul
25 -
20 -
*
15 *
*
10 - *
*
5 — .
0 T T T
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Sekil 4.1. Primordial folikiil
Cizelge 4.6. Primordial folikiil
Gruplar P degerleri
1. ve 2. grup 0,121
1. ve 3. grup 0,001
1. ve 4. grup 0,003

Unilaminar primer folikiil

Istatistiksel analizler sonucunda unilaminar primer folikiil sayis1 Sham grubu ile diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli diisiis gostermistir (Cizelge 4.7.) (Sekil 4.2.).
(p<0.05).
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Unilaminar Folikdl

*

*
*
i

Folikill Sayisi
O = W AR OO~ O0 OO

* W

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grup 4

Sekil 4.2. Unilaminar folikiil

Cizelge 4.7.Unilaminar folikiil

Gruplar P degerleri
1.ve 2. grup 0,003
1. ve 3. grup 0,001
1. ve 4. grup 0,002

Multilaminar primer folikul

[statistiksel analizler sonucunda multilaminar primer folikiil say1s1 Sham grubu ile melatonin

+ CMC uygulanan grupta ve PKOS+Melatonin grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

iken PKOS grubunda degildir (Cizelge 4.8.) (Sekil 4.3 ). (p<0.05).

Multilaminar Folikdl

I * '
. - .

Folikiil Sayisi
o = N W A o 2~

*
. - \

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grup 4

Sekil 4.3. Multilaminar folikiil
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Cizelge 4.8. Multilaminar folikiil

Gruplar P degerleri

1. ve 2. grup 0,031

1.ve 3. grup 0,856

1.ve 4. grup 0,026
Sekonder folikiil

Istatistiksel analizler sonucunda sekonder folikiil sayis1 Sham grubu ile PKOS grubu
arasinda anlaml fark gozlenirken, PKOS+Melatonin grubu ve melatonin uygulanan grupta

anlamli fark goriilmemistir (Cizelge 4.9) (Sekil.4.4) (p<0.05).

Sekonder Folikiil

Folikiil Sayisi
- = NN W
o o o o1 o

*
*
0 T T 1 1

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4.4. Sekonder folikiil

Cizelge 4.9. Sekonder folikiil

Gruplar P degerleri
1.ve 2. grup 0,623
1.ve 3. grup 0,047
1.ve 4. grup 0,501

Tersiyer folikiil

Istatistiksel analizler sonucunda tersiyer folikiil sayisinda Sham grubu ile PKOS grubu ve
PKOS+Melatonin grubu arasinda anlaml bir fark gézlenirken, melatonin uygulanan grupta

fark anlamli bulunmamistir. (Cizelge 4.10) (Sekil 4.5.) (p<0.05).
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Tersiyer Folikil
®
*
14 - *
12 -
n
> 10 "
2 8- ¥
=3
=
5 61
s
4
2 -
0 — T * T T 1
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Sekil 4.5. Tersiyer folikiil
Cizelge 4.10. Tersiyer folikiil
Gruplar P degerleri
1. ve 2. grup 0,528
1.ve 3. grup 0,001
1.ve 4. grup 0,528

4.1.4. Immiinohistokimyasal boyama bulgulari

MT1 immiinhistokimya sonuclarn

Calismamizda deney protokoliinde uygulanan melatoninin dokuda kullanimini
degerlendirmek amaciyla 6zgiin reseptorii olan MT1 dagilimini anti-MT1 antikoru

kullanarak incelendi.

Sham grubu MT1 immiinboyamasinda ¢esitli gelisim asamasindaki folikiillerde, oosit ve
graniiloza hiicrelerinde immiinreaktivite saptandi. MT1 tutulumunun folikiil gelisimine
paralel azaldig1 dikkati ¢ekti. Primordiyal ve unilaminar primer folikiillerde 6zellikle oositte
kuvvetli reaksiyon izlenirken, multilaminar primer folikiilde kuvvetli tutulumun oosite ek
olarak graniiloza katmaninda da yayginlastig1 saptandi. Antral folikiil evresinde ise MT1
tutulumunun dramatik sekilde azaldig1; oositte orta dereceli, graniiloza hiicrelerinde ise yer

yer negatif, bazal membrana yakin alanlarda ise zayif oldugu izlendi (Resim 4.18 A).

Melatonin uygulanan grupta MT1 immiinboyamasinda preantral folikiillerde tutulumun
sham grubuna benzer oldugu; primordiyal ve unilaminar primer folikiilde oositte kuvvetli,

multilaminar primer folikiil evresinde graniiloza katmaninda da ayni tutulumun varlig
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izlendi. Bu grupta ayricali olarak antral folikiillerde tiim graniiloza ve teka katmani genelinde
zayiftan ortaya degisen MT1 immiinreaksiyonu dikkati g¢ekti. Bu bulgu, melatonin
uygulamasinin melatonin reseptdr ekspresyonunu arttirdigini, downregiile olmadigini,

kullanilan dozun ratlarda aktif islev yaptigin1 gosterdi (Resim 4.18 B).

PKOS grubunda MT1 immiinreaktivitesinin tiim gelisim asamasindaki folikiillerde belirgin
oldugu izlendi. Preantral folikiillerde diger gruplara benzer olarak gozlenen kuvvetli
immiinreaksiyon, bu grupta antral folikiillerde de belirgindi. Ancak teka katmalarinda orta

dereceli tutulum ilgiyi ¢ekti (Resim 4.18 C).

PKOS + melatonin uygulanan grupta MT1 immiinboyamalarinda tiim gelisim evresindeki
folikiillerde kuvvetli MT1 tutulumu dikkati ¢ekti. Preantral ve antral folikiillerde hem oosit
hem de graniiloza katmanini olusturan hiicrelerde kuvvetli immiinreaktivite gozlenirken,

teka katmaninda da ortadan kuvvetliy degisen yaygin tutulum dikkati ¢ekti (Resim 4.18 D).

Bu bulgular, melatonin reseptdriiniin ovaryum dokusunda hem oosit hem de graniiloza ve
teka katmanini olusturan hiicrelerce eksprese edildigini, sitoplazmik ve niikleer tutulum
gosterebilecegini kanitladi. Dolayisiyla deney protokoliinde uygulanan melatoninin, dokuda
reseptoriine baglanarak, islevsel olabildiginin gostergesi olarak kabul edildi. Ayrica, PKOS

uygulamasi ile ratlarda ovaryum dokusunda melatonin reseptoriiniin arttig1 da izlenmis oldu.



Resim 4.18. MT1 immiinboyamasi. (A): Sham kontrol, (B) Melatonin, (C): PKOS, (D):
PKOS + melatonin grubu. P: primordiyal folikiil, UP: unilaminar primer
folikiil, MP: Multilaminar primer folikiil, SF: sekonder folikiil, GF: Graff
folikiilii, ¢: teka interna ve teka eksterna (Immiinperoksidaz — Hematoksilen
X200)

GDF 9 ve BMP 15 immiinhistokimya sonuclari

Folikiilogeneziste, 6zellikle preantral folikiil gelisiminde onemli belirtegler olarak kabul
edilen GDF 9 ve BMP 15’in deney gruplarimizda dagilimimi gostermek amaciyla anti-GDF

9 ve anti-BMP 15 antikorlar1 kullanilarak doku igerisinde dagilimlar1 incelendi;

Sham kontrol grubunda yapilan GDF 9 immiinboyamalarinda, 6zellikle primordiyal ve
unilaminar primer folikiil agsamasindaki preantral folikiillerde GDF 9 tutulumunun oosit
diizeyinde kuvvetli oldugu saptandi. Bu folikiillerde folikiil epitel hiicrelerinde tutulum
izlenmedi. Ancak multilaminar primer folikiilden itibaren gelisen tiim folikiillerde grantiloza
ve teka hiicre katmanlarinda da zayiftan ortaya degisen GDF 9 immiinreaksiyonu saptandi
(Resim 4.19 A). Bu bulgu oositte eksprese oldugu bilinen GDF 9 ‘un graniiloza hiicre

proliferayonunu indiiklemek i¢in bu hiicrelere gd¢ ettiginin bir gostergesi olarak kabul
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edildi. Graniiloza hiicrelerinde depo edilmediginden dolay1 da bu hiicrelerde oosite benzer

yogunlukta bir tutulumun olmadigi kanisina varildi.

Melatonin uygulanan grupta GDF 9 tutulumu degerlendirildiginde, sham kontrol grubuna
benzer tiim preantral folikiillerde oosit diizeyinde kuvvetli immiinreaktivite izlenirken,
ayricalt olarak bu grupta multilaminar primer folikiillerde graniiloza katmanini olusturan
hiicrelerde de kuvvetli GDF 9 immiinreaktivitesi saptandi. Antral folikiillerde oositteki
kuvvetli tutuluma ek olarak graniiloza katmaninda orta deceli yaygin tutulum ilgiyi ¢ekti.
Teka katmaninda zayif immiinreaksiyon saptandi (Resim 4.19 B). Bu bulgu melatoninin

GDF 9 iizerinden folikiil epitel hiicre proliferasyonunu arttirmis olabilecegi kanisina yol agti.

PKOS uygulanan grupta GDF 9 immiinreaktivitesi incelendiginde, Preantral folikiillerde
tutulumun kuvvetli oldugu, antral folikiillerde ise zayiftan ortaya degistigi izlendi. Bu grupta
teka katmanini olusturan hiicrelerde de orta dereceli tutulum saptandi (Resim 4.19 C). Bu
bulgu; PKOS patofizyolojisinde gozlenen artan antral folikiil sayisini1 destekledigi kanisini
dogurdu. Antral folikiilde gbzlenen artmis GDF 9 ekspresyonunun folikiiliin gelismesini
indiikledigi, bu nedenle olmasi gereken dominant folikiilden bagimsiz, ¢ok sayida folikiiliin

gelisimini siirdiirdiigii diistiniildii.

PKOS + melatonin uygulanan grupta GDF 9 immiinreaktivitesi degerlendirildiginde, diger
tiim gruplardan ayricali olarak tiim gelisim evresindeki folikiillerde oosit diizeyinde kuvvetli
tutulum dikkati cekti. Immiinreaktivitenin graniiloza katmanini olusturan hiicrelerde
zayiftan ortaya degistigi izlendi. Teka katmaninda GDF 9 immiinreaksiyonu zayiftan ortaya
degisen diizeydeydi (Resim 4.19 D). Bu grupta gozlenen bu bulgular 1s18inda PKOS
olusturulan grupta GDF 9 ekspresyonunun melatonin uygulamasi ile lokalizasyon farki
gosterdigi, oositte depo edildigi saptandi. Sonu¢ olarak GDF 9 dagilimi agisindan
melatoninin GDF 9 ekspresyonunu arttirdigi ancak graniiloza katmanina taginma
mekanizmasinda bir engel olusturmus olabilecegi, bu yolla ¢ok sayida antral folikiil

gelisimini engelleyerek, koruyucu 6zellik gostermis olabilecegi kanisina varildi.



64

Resim 4.19. GDF 9 immiinboyamasi. (A): Sham kontrol, (B) Melatonin, (C): PKOS, (D):
PKOS + melatonin grubu. P: primordiyal folikiil, UP: unilaminar primer
folikiil, MP: Multilaminar primer folikiil, SF: sekonder folikiil, GF: Graff
folikiilii, o: teka interna ve teka eksterna (Immiinperoksidaz — Hematoksilen
X200)

Sham kontrol grubu BMP 15 isaretlemelerinde preantrol folikiillerin genelinde oosit ve
graniiloza hiicreleri diizeyinde orta dereceli tutulum izlendi. Antral folikiillerde ise oosit ve
graniiloza katmaninda, ayrica teka katmani diizeyinde immiinreaksiyonun zayiftan ortaya

degistigi dikkati ¢ekti (Resim 4. 20 A)

Melatonin uygulanan grupta sham kontrol grubundan ayricali olarak preantral folikiillerde
tutulumun kuvvetli oldugu dikkati ¢ekti. Bu bulgu, melatoninin oositteki BMP 15
ekspresyonunu arttirdiginin gostergesi olarak kabul edildi. Graniiloza katmanini olusturan
hiicrelerde orta dereceli tutulum izlendi. Antral folikiillerde ise oositte orta dereceli, ancak
graniiloza ve teka katmanini olusturan hiicrelerde zayif immiinreaktivite belirlendi (Resim

4.20 B).
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Deneysel PKOS olusturulan grupta yapilan BMP 15 immiinboyamalarinda prenatral ve
antral folikiillerde, oosit ve graniiloza hiicre katmani diizeyinde kuvvetli tutulum ilgiyi ¢ekti.
Teka katmanlarinda orta dereceli BMP 15 reaksiyonu belirlendi (Resim 4. 20 C). Bu bulgu
PKOS patogeneziyle uyumlu olarak artan folikiilogenezde BMP 15’in de aktif rol aldiginin
gostergesi olarak kabul edildi.

PKOS + melatonin uygulanan grupta BMP 15 immiinreaksiyonu degerlendirildiginde,
preantral folikiillerde oosit ve graniiloza katmani diizeyinde kuvvetli olarak belirlenirken,
antral folikiillerde graniiloza hiicrelerinde tutulumunu ortadan kuvvetliye degistigi dikkati
cekti (Resim 4. 20 D). Bu bulgu, BMP 15 ekspresyonunun beklenildigi izre deneysel PKOS

modeli ile arttigi, ancak melatoninin bu faktoér ilizerinden PKOS patogenezinde etkin

olamadigi kanisina varildi.
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Resim 4.20. BMP 15 immiinboyamasi. (A): Sham kontrol, (B) Melatonin, (C): PKOS, (D):
PKOS + melatonin grubu. P: primordiyal folikiil, UP: unilaminar primer
folikiil, MP: Multilaminar primer folikﬁl,. SF: sekonder folikiil, GF: Graff
folikiild, o: teka interna ve teka eksterna (Immiinperoksidaz — Hematoksilen
X200)
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4.1.5. H Score bulgular:

H score analizleri i¢in, Sigma stat 4.0 programinda, One Way Repeated Anova testinde,

Holm-Sidak metodu kullanildi. P degeri <0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.

Cizelge 4.11. MT1 graniiloza hiicreleri H score degerleri

SHAM GRUBU | MEL GRUBU PKOS GRUBU | PKOS+MEL

1. RAT 1,3600 1,9400 2,3000 2,0800
2. RAT 1,3000 2,0500 2,0000 2,7000
3. RAT 1,5200 1,8600 2,2500 2,6000
4., RAT 1,4400 2,0100 2,2500 2,7600
5. RAT 1,1600 1,9000 2,3000 2,6400
6. RAT 1,3600 1,8000 2,1800 2,6500
7. RAT 1,2000 2,0400 2,0000 2,4200
8. RAT 1,9600 2,0100 2,0800 2,6000
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Sekil 4.6. MT1 graniiloza hiicreleri H score degerleri; Grup 1, CMC uygulanan grup; Grup
2, melatonin uygulanan grup; Grup 3, letrozol ile olusturulan PKOS grubu;
Grup 4, letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PKOS grubu



Cizelge 4.12. MT1 teka hiicreleri H score degerleri
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SHAM GRUBU | MEL GRUBU PKOS GRUBU PKOS+MEL
1. RAT 1,0500 1,2000 1,4200 1,5200
2. RAT 1,0600 1,3200 1,3800 1,4900
3. RAT 1,3500 1,2800 1,5400 1,8800
4. RAT 1,0400 1,1900 1,4500 1,5600
5. RAT 1,1200 1,2400 1,5000 1,7800
6. RAT 1,0800 1,2200 1,3700 1,6200
7. RAT 1,1200 1,2100 1,2800 1,5300
8. RAT 1,1540 1,4000 1,5500 1,6800
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Sekil 4.7. MT1 teka hiicreleri H score degerleri; Grup 1, CMC uygulanan grup; Grup 2,

melatonin uygulanan grup; Grup 3, letrozol ile olusturulan PKOS grubu; Grup 4,

letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PKOS grubu
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Cizelge 4.13. GDF9 Graniiloza hiicreleri H Score tablosu, Grup 1, CMC uygulanan grup;
Grup 2, melatonin uygulanan grup; Grup 3, letrozol ile olusturulan PCOS
grubu; Grup 4, letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu

SHAM GRUBU | MEL GRUBU PKOS GRUBU | PKOS+MEL
1. RAT 1,9600 2,42000 2,5200 2,600
2. RAT 1,88000 2,3600 2,4800 2,7100
3. RAT 2 2,2800 2,5600 2,6600
4. RAT 1,78000 2,4400 2,5500 2,6800
5. RAT 1,9600 2,3800 2,600 2,700
6. RAT 1,8400 2,400 2,51000 2,800
7. RAT 1,7600 2,3200 2,6500 2,5800
8. RAT 1,9400 2,2600 2,5400 2,6100
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Sekil 4.8. GDF9 graniiloza hiicrelerinde tutulum, Grup 1, CMC uygulanan grup; Grup 2,
melatonin uygulanan grup; Grup 3, letrozol ile olusturulan PCOS grubu; Grup 4,

letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu
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Cizelge 4.14. GDF9 Teka hiicreleri H Score tablosu, Grup 1, CMC uygulanan grup; Grup 2,
melatonin uygulanan grup; Grup 3, letrozol ile olusturulan PCOS grubu; Grup
4, letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu

SHAM GRUBU | MEL GRUBU PKOS GRUBU PKOS+MEL
1. RAT 1,200 1,22000 1,3200 1,6800
2. RAT 1,08000 1,1800 1,5400 1,5900
3. RAT 1,1200 1,2400 1,600 1,600
4. RAT 1,1600 1,3200 1,4600 1,7200
5. RAT 1,2100 1,4100 1,500 1,7600
6. RAT 1,100 1,4200 1,4000 1,8200
7. RAT 1,22000 1,3400 1,52300 1,8800
8. RAT 1,1200 1,3600 1,6400 1,9200
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Sekil 4.9. GDF9 teka hiicrelerinde tutulum , Grup 1, CMC uygulanan grup; Grup 2,
melatonin uygulanan grup; Grup 3, letrozol ile olusturulan PCOS grubu; Grup 4,
letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu
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Cizelge 4.15. BMP15 Graniiloza hiicreleri H Score tablosu, Grup 1, CMC uygulanan grup;
Grup 2, melatonin uygulanan grup; Grup 3, letrozol ile olusturulan PCOS
grubu; Grup 4, letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu

SHAM GRUBU | MEL GRUBU PKOS GRUBU | PKOS+MEL

1. RAT 1,56000 1,8800 2,3200 2,5600
2. RAT 1,4200 1,9800 2,4400 2,5000
3. RAT 1,4800 1,8900 2,3600 2,6200
4. RAT 1,5800 2,0200 2,2100 2,3800
5. RAT 1,6200 2,00 2,3800 2,4400
6. RAT 1,7200 1,9800 2,200 2,3600
7. RAT 1,6600 2,1200 2,2800 2,5200
8. RAT 1,4800 2,0800 2,3400 2,4900
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Sekil 4.10. BMP15 Graniiloza hiicrelerinde tutulum, Grup 1, CMC uygulanan grup; Grup 2,
melatonin uygulanan grup; Grup 3, letrozol ile olusturulan PCOS grubu; Grup 4,
letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu.
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Cizelge 4.16. BMP15 Teka hiicreleri H Score tablosu, Grup 1, CMC uygulanan grup; Grup
2, melatonin uygulanan grup; Grup 3, letrozol ile olusturulan PCOS grubu;
Grup 4, letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu

SHAM GRUBU | MEL GRUBU PKOS GRUBU | PKOS+MEL

1. RAT 1,04000 1,1600 1,2500 1,3800
2. RAT 1,0800 1,300 1,2000 1,6300
3. RAT 1,1200 1,2200 1,3000 1,4900
4, RAT 1,1400 1,2700 1,3200 1,5800
5. RAT 1,0900 1,1800 1,1000 1,4800
6. RAT 1,2200 1,3200 1,1500 1,5600
7. RAT 1,1600 1,2600 1,4000 1,5200
8. RAT 1,0200 1,200 1,2000 1,4400
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Sekil 4.11. BMP15 Teka hiicrelerinde tutulum, Grup 1, CMC uygulanan grup; Grup 2,
melatonin uygulanan grup; Grup 3, letrozol ile olusturulan PCOS grubu; Grup
4, letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu.
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4.2. Real Time PCR Bulgular:

MTI1, GDF9 ve BMP15 genlerinin ifade diizeyinin kantitatif degerlendirilmesi i¢in Light
Cycler cihazi kullanildi. Rat ovaryum dokularindan elde edilen MT1, GDF9 ve BMP15 ve
bu genlerin ifadelenmesini normalize etmek i¢cin ACTB genlerine 6zgiil primerler ve UPL
problar1 kullanilarak calisildi. Real Time PCR’da primerlerin ilgili gen dizileri ile
baglanmasi bu genin ortamdaki derisimi ile dogru orantilidir. Bir gene ait mRNA ortamda
ne kadar fazla bulunursa eslesmeyle dogru orantili seyreden amplifikasyonlar 1isi1manin o
kadar erken gerceklesmesine neden olur. Bu bilgiler 1s18inda, MT1, GDF9 ve BMP15
genlerinin mRNA ifadelenme diizeylerinin karsilagtirmali degerlendirmeleri yapildi. Bu
genlerin mRNA diizeylerini belirlemek i¢in kantitatif Real-time PCR yontemi kullanildi.
Ifade diizeylerinin karsilastirmali analizi Qiagen-REST-2009 (Relative Expression Software
Tool, 1) programi ile birlikte Qiagen-RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5
programi kullanilarak es zamanli olarak gergeklestirildi. Rat ovaryum dokularinda melatonin
uygulanan grupta (G2), letrozol ile olusturulan PKOS grubunda (G3) ve letrozol ile
olusturulan ve melatonin uygulanan PKOS grubunda (G4) MT1, geninin mRNA ifadelenme
diizeylerinde CMC uygulanan gruba (G1) kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde arttig1
belirlendi (p<0.05; p<0.01; p<0.001). Rat ovaryum dokularinda letrozol ile olusturulan ve
melatonin uygulanan PKOS grubunda (G4) MT1, geninin mRNA ifadelenme diizeylerinde
letrozol ile olusturulan PKOS grubuna (G3) kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artmis oldugu gozlendi (p<0.01) (Sekil 4.6). Rat ovaryum dokularinda melatonin uygulanan
grupta (G2) GDF 9 geninin mRNA ifadelenme diizeylerinde CMC uygulanan gruba (G1)
kiyasla az da olsa bir artis gézlenmesine ragmen, bu artisin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi (p>0.05). Rat ovaryum dokularinda letrozol ile olusturulan PKOS
grubunda (G3) ve letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubunda (G4)
GDF 9 geninin mRNA ifadelenme diizeylerinde CMC uygulanan gruba (G1) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi gozlendi (p<0.05; p<0.001). Yine ovaryum
dokularinda letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PKOS grubunda (G4) GDF9
geninin mRNA ifadelenme diizeylerinde letrozol ile olusturulan PKOS grubuna (G3) kiyasla
anlamli diizeyde arttig1 gozlendi (p<0.01) (Sekil 4.7). Rat ovaryum dokularinda melatonin
uygulanan grup (G2) ile dokularinda letrozol ile olusturulan PCOS grubunda (G3) BMP 15
geninin mRNA ifadelenme diizeylerinde CMC uygulanan gruba (G1) kiyasla az da olsa bir
artts gdzlenmesine ragmen, bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi

(p>0.05). Letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubunda (G4) BMP 15
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geninin mRNA ifadelenme diizeylerinde CMC uygulanan gruba (G1) kiyasla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde arttig1 gozlendi (p<0.05; p<0.001). Yine ovaryum dokularinda
letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubunda (G4) BMP 15 geninin
mRNA ifadelenme diizeylerinde letrozol ile olusturulan PCOS grubuna (G3) kiyasla anlamli
diizeyde artt1ig1 gozlendi (p<0.01) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.12. Rat ovaryum dokusunda MTI1 geninin mRNA ifadelenme diizeyindeki
degisiklik. MT1 geninin ifade diizeyi FACT mRNA ifade diizeyi temel alinarak
normalize edildi. *; p<0.05 G1 grubuna kiyasla; **p<0.01 G1 grubuna kiyasla;
J p<0.001 GI1 grubuna kiyasla; ¢ p<0.01 G3 grubuna kiyasla. G1, CMC
uygulanan grup; G2, melatonin uygulanan grup; G3, letrozol ile olusturulan
PKOS grubu; G4, letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PKOS grubu
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Sekil 4.13. Rat ovaryum dokusunda GDF9 geninin mRNA ifadelenme diizeyindeki

degisiklik. GDF9 geninin ifade diizeyi ACTB mRNA ifade diizeyi temel
aliarak normalize edildi. *; p<0.05 G1 grubuna kiyasla; { p<0.001 G1 grubuna
kiyasla; ¢ p<0.01 G3 grubuna kiyasla. GI, CMC uygulanan grup; G2,
melatonin uygulanan grup; G3, letrozol ile olusturulan PCOS grubu; G4,
letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu.



75

BMP-15 mRNA Levels

a2
&
2 % ()
5]
5 6
=
2
o]
>
5
o
(ol

4

| .

0 - -

G1 G2 G3 G4

Sekil 4.14. Rat ovaryum dokusunda BMP15 geninin mRNA ifadelenme diizeyindeki
degisiklik. BMP15 geninin ifade diizeyi ACTB mRNA ifade diizeyi temel
aliarak normalize edildi. *; p<0.05 G1 grubuna kiyasla; { p<0.001 G1 grubuna
kiyasla; ¢ p<0.01 G3 grubuna kiyasla. G1, CMC uygulanan grup; G2,
melatonin uygulanan grup; G3, letrozol ile olusturulan PCOS grubu; G4,
letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu
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Sekil 4.15. Rat ovaryum dokusunda GDF9 ve BMPI15 geninin mRNA ifadelenme
diizeyindeki degisiklik. Bu genlerin ifade diizeyleri ACTB mRNA ifade
diizeyi temel alinarak normalize edildi. *; p<0.05 G1 grubuna kiyasla; [
p<0.001 G1 grubuna kiyasla; ¢ p<0.01 G3 grubuna kiyasla. Gl1, CMC
uygulanan grup; G2, melatonin uygulanan grup; G3, letrozol ile olusturulan
PCOS grubu; G4, letrozol ile olusturulan ve melatonin uygulanan PCOS grubu.

4.3. Western Blot Bulgular:

PKOS patogenezinde etkili oldugunu diisiindiigiimiiz GDF 9 ve BMP 15 western blot analizi
sonuclarina gore melatoninin her iki bilyiime faktoriiniin ekspresyonunu protein diizeyinde
artirdig1 sonucuna varildi. Bu iki biiyiime faktoriinden GDF 9’un BMP 15°e kiyasla PKOS
patogenezinde daha etkili olabilecegi belirlendi. Housekeeping olarak kullanilan B-aktinin

ise gruplar iginde farklilik géstermedigi goriildii (Sekil 4.16).

GDF 9 ; 51 kDa,
BMP 15 ; 45 kDa,
B-actin ; 45 kDa
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Sekil 4.16. GDF 9 ve BMP 15 western blot analizi sonuglari
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5. TARTISMA

Polikistik over sendromu iireme c¢agindaki kadinlarda en sik goriilen endokrin bozukluk
olarak bilinmektedir. Sendromun epigenetik mekanizmalar ve obezite gibi cevresel
faktorleride igeren multifaktoriyel etiyolojisi tedavide heterojeniteye neden olmakta ve
baglantili olarak sendromun patofizyolojisinin anlasilmasini gili¢lestirmektedir. Diinya
genelinde etkilenen kadin populasyonu gz oniine alindiginda sendromun tedavisi 6nem arz
etmektedir. Sendromun semptomlarindaki heterojeniteyle de iligkili olarak klinik hedefe

gore tedavi prosediirleride c¢esitlenmektedir [164].

Literatiirde sendromun patafizyolojisinin daha iyi anlasilmasi acisindan Kafali ve
arkadaslar1 (2003) ratlarda % 1’lik CMC’de ¢6zlinmiis, letrozole ile indiiklenebilen PKOS
modeli gelistirmiglerdir [165] . Arastirmacilar yaptiklart ¢calismada 34 adet rat1 1’1 kontrol
grubu olmak iizere 4 deney grubuna ayirip, 21 giin siiresince 0,1, 0,5 ve 1 mg/kg dozlarda
letrozole uygulayip, Ostros dongiliniin uzunluguna karar verilmesi i¢in vajinal smear
toplamiglar ve serum hormon seviyelerini degerlendirmislerdir. Aragtirmacilar deney
sonunda, PKOS gruplarinda subkapsiiler kist sayisinda artis, kapstiler kalinlasma ve korpus
luteum sayisinda azalma, teka hiicrelerinde hiperplazi, oldugunu belirlemislerdir. Hormonal
analizler neticesinde ise PKOS gruplarindan 6zellikle 1 mg/kg doz uygulanan grupta kontrol
grubuna nazaran serum LH, FSH ve testosteron seviyelerinde artis tespit etmislerdir. Bu

model ¢ok sayida kiriteriyle insanlardaki polikistik over sendromuyla uyumludur.

Androstenedion ve testosteronun Ostrojene doniislimiinii saglayan aromataz enzimi
baskilayan, aromataz inhibitér olan, letrozole ovulasyon indiiksiyonu i¢in kullanilan bir
etken maddedir [166] ancak asir1 dozlar1 Ostrojen sentez mekanizmasini hasarlayarak
PKOS’u indiiklemektedir. Bu modeli temel alan bir baska ¢alisma gurubu olan Jahan ve
arkadaslar1 da (2016) 6 haftalik 155+10 g agirliginda 25 adet Sprague-Dawley cinsi rat1 5
deney grubuna rastgele se¢ip, PKOS indiiksiyonu i¢in letrozole kullanmiglardir. Deney
stiresince Ostros dongiinlin uzunlugunu takip etmislerdir. Deney gruplari su sekilde dizayn
edilmistir; 2 mg/kg CMC verilen kontrol grubu, 1 mg/kg letrozole verilen PKOS grubu, 2
mg/kg metformin verilen 3. deney grubu ile 21. glinden 36. giine kadar rutin olarak 100
mg/kg/day metformin verilen rutin-1 grubu ve 150 mg/kg/day metformin verilen rutin-2

grubu. Arastirmacilar, subkapsiiler kist sayisinda artig, graniiloza katmaninda incelme ve
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teka hiicrelerinde hiperplazi gibi histolopatolojik veriler neticesinde PKOS’ un

indiiklendigini gostermislerdir [167].

Bu ¢alismada letrozole ile indiiklenen PKOS modeli kullanildi. PKOS patofizyolojisiyle
uyumlu olarak aromataz inhibitor olan letrozoliin, antral folikiil sayisinda artisa ve dstros
dongiide bozulmalara, graniilloza hiicre katmaninda incelmelere, hilar hiicrelerinde
hiperplaziye, graniiloza hiicreleri arasinda apoptoza neden oldugu goézlemlendi. PKOS
patofizyolojisiyle iligkili olarak bozulmus oksidatif stres dengesinin, hiicresel hasari
indiikledigi ve minimal ekstraseliiler 6dem olusumu sagladigi, graniiloza hiicrelerinin
organizasyonunu bozdugu, ve bu hiicre katmaninda minimal ekstraseiiler ddem olusumunun
yanisira zona pellusida da diizensiz organizasyona neden oldugu goriildii. Tim bu etkilerinin
yanisira ayni zamanda letrozoliin folikiil sayisinda da degisimlere neden oldugunu belirlendi.
Bu baglamda literatiirde PKOS patofizyolojisinin, primordiyal folikiil sayisinda artisa [168]
veya anlamli olmayan bir azalisa [169] neden olduguyla ilgili ¢aligmalar olsa da, bu
caligmalarin aksine, s6z konusu caligmada primordiyal folikiil sayisinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma oldugunu gozlemlendi. Literatiirle uyumlu olarak antral folikiil sayisinda

artig oldugu belirlendi.

Polikistik over sendromu tedavisinde, yagam standartlarinin degistirilmesi, ameliyat veya
ilag kullanim1 gibi ¢ok ¢esitli metodlar kullanilmaktadir. Bu metodlardan 6zellikle ilag
kullanim1 giin gegtikgce artmaktadir. Kullanilan bu ilaclarin arasinda Klomifen Sitrat,
Metformin ve Tamoxifen sayilabilir. Ancak s6z konusu ilaglarin yan etkileri géz oniine
alindiginda alternatif yontemlerin tedavideki yeri giin gectikce dnem teskil etmektedir. Son
yillarda yapilan calismalarda, ovaryumdaki oksidatif stres, inflamasyon ve endotel
hiicrelerin aktivasyonunun, PKOS patofizyolosinin temelini olusturdugu ifade edilmektedir
[170]. Buradan yola ¢ikilarak hiicresel oksidatif stresin azaltilmasinin oositin olgunlagmasini
indiiklerken, iligkili olarak infertilitenin azalmasina neden olacagi ifade edilmektedir [168].
Hiicresel oksidatif stresin azaltilmasinda en 6nemli ajan ise antioksidanlar olarak karsimiza
cikmaktadir. Son yillarda gittikce dnem kazanan antioksidanlar arasinda en iist siray1
melatonin almaktadir. Lipofilik yapidaki melatonin hiicresel stres lizerindeki etkisini
reseptor aracili mekanizma, non-reseptor aracili mekanizma ve protein reseptor aracilt
mekanizma ile gergeklestirmektedir. Bu calismada mevcut literatiir bilgisinden yola

cikilarak ekzojen melatoninin PKOS patofizyolojisindeki reseptor aracili mekanizmasinin
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anlasilmasi igin, iireme dongiisiinde gorev alan melatonin reseptor olan , MT1 reseptorii

tercih edildi.

Literatiirde Li ve arkadaglar1 (2011) yaptiklar1 ¢alismada melatonin reseptor 1A geninin
sirkadyan ritim ve reprodaktif siireclerin diizenlenmesinde gorev aldigini ifade etmislerdir.
MTRI1A’nin s6z konu aktiviteleri, bu geni poliksitik over sendromunun patofizyolojisinde
rol sahibi yapmaktadir. Arastirmacilar yaptiklar: bu calismada MTR1A gen polimorfizminin
PKOS ile iligkisinin arastirilmasini amaglamiglardir. Bu amagla 482 PKOS’lu ve 522 saglikli
Cin populasyonundan bireyle ¢aligmislardir. Denekler MTRIA agisindan polimorfizm,
plazma glukoz seviyesi, oral glukoz tolerans testi siiresince insiilin seviyeleri agisindan
degerlendirilmislerdir. Ve arastirmacilar sonu¢ olarak SNP rs2119882 polimorfizmini

PKOS ile iligkilendirmislerdir [171].

Tian ve arkadaglar1 (2017) koyun oositlerinde MT1 ve MT2 melatonin reseptorlerinin
varligin1 germinal vezikiil ve metafaz II evresindeki oositlerde ve graniiloza hiicrelerinde
gostermislerdir [172]. Calismada, kumulus-oosit kompleksi 0,10, 0,107, 0,10 7, 0,107,
0,10 M konsantrasyonda melatonin eklenmis medyumlarla kiiltiire edilmistir. Western blot
ve immunfloresans metodlartyla MT1 ve MT2 reseptorlerin kumulus hiicre biiylimesi,
niikleer olgunlasma ve embriyo gelisimine etkisini (GDF 9, DNMT1,PTX3,HAS2 ve
EGFR) iliskili gen ekspresyonlari iizerinden degerlendirmislerdir. Ve sonug olarak 0,107 M
melatonin konsantrasyonunun niikleer olgunlasma, kumulus hiicre genislemesi, yariklanma
ve blastosist oranlarini artirdigini tespit etmislerdir. Melatoninin oositte BMP 15 eskpresyon
seviyesini, kumulus hiicrelerinde ise PTX3, HAS2 ve EGFR ekspresyon seviyelerini
artirdigin1 ifade etmislerdir. Arastirmacilar MT1’in kumulus hiicrelerindeki yiiksek
seviyedeki varligindan yola ¢ikarak bu iligkinin MT1 reseptor araciligiyla gerceklestigi

sonucuna varmislardir.

Clemens ve arkadaglar1 (2001) yilinda yaptiklar1 ¢aligmada 2-[1251]-iodomelatoninin rat
ovaryumunda graniiloza hiicre membranina yliksek afinite ile bagladigin1 gostermislerdir.
Arastirmacilar immunoblot analizleri ve anti-mtl reseptdr antikoru kullanarak da MT1
reseptOriiniin  rat ovaryumundaki varligini gdstermiglerdir. Melatoninin ovaryumun
gonadotropinlere verdigi cevabi degistirmesi, intra-ovaryan aktivitesiyle iligkilidir.
Arastirmacilar bu bilgiden yola ¢ikarak melatoninin intra-ovaryan aktivitesini folikiiler

gelisimin in-vivo ve in-vitro modellerinde arastirmay1 amaclamiglardir. Arastirmacilar, bu
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amacla immature disi ratlara 0,6 mg/d subkutan Ostradiol vererek folikiiller biiylimeyi
indiiklemislerdir.  Ostradiol  uygulamasmi, in-vivoda  2-[1251]-iodomelatoninin
baglanmasim azalttigin1  belirlemiglerdir [173]. Ostradiol uygulamasmn ardindan,
immunoblot analizler sonucunda MT1 reseptor ekspresyonunun rat ovaryumunda down-
regiile oldugunu gozlemlemislerdir. Aragtirmacilar bu bulgulardan yola ¢ikarak melatoninin

intra ovaryan olarak 6nemli bir gérevi oldugu sonucuna varmislardir [173].

Witt-Enderby ve arkadaglari (2003) melatonin sentez ve salgi mekanizmasiin giin
icerisinde ritmik degisimine bagli olarak reseptor ekspresyonunun da degistigini ifade
etmiglerdir. Arastirmacilar, MT1 ekspresyonu yapan hiicrelerin melatoninle inkiibe edilmesi
neticesinde, melatonin seviyesinin maksimum oldugu noktada, reseptor ekspresyonunun
minimum oldugunu veya tam tersi durumunda s6z konusu oldugunu ifade etmislerdir. Bu
durum melatoninin lipofilik yapisiyla baglantili olarak, reseptdr ekspresyonunu, up-regiile

veya down-regiile etmesiyle iliskilendirilmistir [174].

S6z konusu c¢alismada PKOS patofizyolojisi ve bu patofizyolojide melatoninin etkilerinin
anlagilmas1 icin MT1 reseptOriiniin molekiiler diizeyde incelenmesi hedeflendi.
Immiinohistokimyasal analizler neticesinde literatiirle uyumlu olarak, sham grubunda MT1
tutulumun folikiiler gelisime paralel olarak azaldig ilgiyi ¢ekti.Melatonin uygulanan grupta
MT1 immiinboyamasinda preantral folikiillerde oositte ki kuvvetli tutulumun, multilaminar
primer folikiil evresinde graniiloza katmaninda da varlig1 ilgiyi ¢ekti . Bu grupta ayricali
olarak antral folikiillerde tiim graniiloza ve teka katmani genelinde zayiftan ortaya degisen
MT1 immiinreaksiyonu dikkati cekti. Bu bulgu, melatonin uygulamasimin melatonin
reseptor ekspresyonunu arttirdigini, gosterdi. Gen ifade diizeylerinin kantitatif olarak
degerlendirilmesi amaciyla yapilan real time PCR analiz sonuglar1 neticesinde,
immunohistokiya sonuclarina benzer olarak, MTI1 reseptdr ekspresyonunun melatonin
uygulanan grupta sham grubuna gore anlamli bir artig gosterdigi belirlendi. Mevcut literatiir
bilgisinden de anlasildig1 iizere melatonin lireme dongiisiindeki aktivitesini MT1 reseptorii
araciligtyla, reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri lizerinden yapmaktadir. Deney

stiresince kullanilan dozun melatonin reseptor ekspresyonunu artig belirlendi.

Benzeri bilgilerden yola ¢ikarak, Shreeve ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 ¢alismada
melatoninin PKOS patofizyolojisinde 6nemli bir rolii oldugunu gostermislerdir.

Aragtirmacilar, Rotterdam kriterlerine gore PKOS teshisi konulmus olan 18-40 yas
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araligindaki bireylerle ¢alismiglardir. Kontrol grubu 18-40 yas araliginda diizenli menstrual
siklusa sahip bireylerden olusurken gece vardiyasi ¢alisanlari, hamile kadinlar, malignite,
tiroid, hiperprolaktinemi gibi patolojilere sahip olanlar calisma disinda birakilmistir.
Toplamda 26 kontrol grubu ve 26 deney grubu olmak {izere 52 adet denekle calisilmistir.
Deneklerin uyku kalitesi degerleri Pittsburg Sleep Quality Index’e gore, glindiiz uykusuz
gecirdikleri zaman ise Epworth Uykusuzluk Skalasina (ESS) gore skorlanmistir. Deneklerin
iriner Ornekleri giin boyunca belirli saatlerde toplanarak melatonin metaboliti olan 6-
sulfaktoksimelatonin (aMT6s) ve 8-hydroxy-2' -deoxyguanosine (8-OHdG) degerleri
kaydedilmistir. PKOS’lu kadinlarda melatonin metaboliti, 6-sulfaktoksimelatonin (aMT6s)
ve 8-hydroxy-2' -deoxyguanosine (8-OHdG) gece sentez miktarlari, kontrol grubuna
nazaran hayli yiikselmis olarak bulunmustur [145]. Arastirmacilar buradan yola ¢ikarak,

PKOS, melatonin ve oksidatif stres arasinda bir iliski olabilecegini ifade etmislerdir.

Mevecut literatiir bilgisinden yola ¢ikilarak PKOS ve melatonin iligkisinin aragtirilmasinin
amacladig1 bu ¢alismada, deneysel PKOS grubunun immiinohistokimyasal verilerinde MT1
reseptor immiinreaktivitesi gelismekte olan biitiin folikiillerde belirgin olarak izlendi.
Preantral folikiillerde diger gruplara benzer olarak gozlenen kuvvetli immiinreaksiyon, bu
grupta antral folikiillerde de belirgin iken teka katmalarinda orta dereceli tutulum soz
konusuydu. Gen ifade diizeylerinin kantitatif olarak degerlendirilmesi amaciyla yapilan
Real-Time PCR analiz sonuglari PKOS grubunda da sham grubuna gore anlamli bir artis
gosterdigi seklindeydi. Bu bulgu oositte ve folikiil epitel hiicrelerinde tutulum gésteren MT 1
‘in immunohistokimyasal verileriyle uyumluydu. Bu verilerden yola ¢ikarak PKOS’ta
bozulmus hiicresel oksidatif stresin dengelenmesi ic¢in hiicrelerin melatonin reseptor
ekspresyonunda ve sonraki mekanizmasinda gen ve protein diizeyinde artisa gitmesi

seklinde yorumlandi.

Benzer sekilde, Ahmadi ve arkadaglar1 (2017) arastirmalarinda, farelerde indiikledikleri
PKOS modelinde melatoninin ovaryum histolojisi iizerine etkilerini incelemeyi
amaglamiglardir. Bu amagla 30 adet NMRI tiirii fare, distile su verilen kontrol grubu, 5 giin
boyunca 10 mg/kg melatonin verilen grup, PKOS indiiksiyonu i¢in 20 giin boyunca 6 mg/kg
dehydroepiandrostenedione (DHEA) uygulanan grup, PKOS indiiksiyonundan sonra, 5 giin
siiresince sonra 10 mg/kg melatonin uygulanan grup ve 20 giin siliresince 6 mg/kg
dehydroepiandrostenedione (DHEA) ve 10 mg/kg melatonin uygulanan grup olmak iizere 5

deney grubuna ayirmislardir. Deney sonunda deney gruplari graniiloza hiicre tabakasi, teka
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folikiilii ve folikiil cap1 gibi belirtecler agisindan incelenmistir. Aragtirmacilar bu verilerden
yola ¢ikarak PKOS indiiklenen gruplarda antral folikiil ve korpus luteumda azalmanin
yanisira primordiyal, primer, pre-antral ve kistik folikiil sayisinda artis oldugunu belirlerken,
melatoninin graniiloza hiicre tabakas1 kalinliginda artmaya ve 4 . ve 5 . denek gruplarinda
3. denek grubuna nazaran teka folikiil tabakasi kalinliginda azalmaya neden oldugunu
belirlemislerdir. S0z konusu bulgulardan yola ¢ikilarak, DHEA ile indiiklenen PKOS ‘ta

melatoninin ovaryum hasarina karsi koruyucu etkisi oldugu sonucuna varilmistir [168].

Terzieva ve arkadaslart (2013) calismalarinda, PKOS’lu kadimnlar ile saglikli kadinlar
arasinda serum melatonin diizeylerini 6l¢gmeyi amaglamiglardir. Vaka-kontrol olarak dizayn
edilen calismanin amac1 PKOS’lu kadinlarda giindiiz ve gece melatonin seviyelerini
Ol¢gmektir. Bu amagla 30 PKOS’lu ve 25 saglikli bireyden olusan denek grubuyla
calisilmigtir. Biitiin hormon Sl¢iimleri son adet dongiisiiniin baglangicindan itibaren 3. ve 5.
giinler arasinda gergeklestirilmistir. PKOS’lu kadinlarda sabah melatonin seviyeleri yliksek
diizeyde Olgtiliirken gece melatonin seviyeleri saglikli bireylere gore daha diistik ¢cikmustir.
(Calisma sonucunda arastirmacilar PKOS’lu kadinlarda melatonin degisimlerinin sendromun

patofizyolojisinin anlagilmasin1 kolaylastiracagi sonucuna varmiglardir [175].

Nikmard ve arkadaslart (2017) yaptiklar1 caligmada, indiikledikleri PKOS modelinde,
melatoninin, oositin niikleer olgunlagsmasina etkisini aragtirmay1 amaglamiglardir. Bu amagla
77 disi, prepubertel ratla calismislardir. Modelin kontrolii i¢in 4 hafta siiresince vajinal smear
ornekleri toplayip, vajinal sitolojiden yola ¢ikarak oOstros dongiliniin uzunlugunu
saptamiglardir. Eliza metoduyla LH, FSH ve testosteron seviyelerini 6l¢gmiislerdir. Ovaryum
morfolojsinin tespiti i¢in dokular1 formalinle fikse edip parafin blok hazirlayip
Hematoksilen-Eozin boyama yapmisladir. Bu amagla, preantral ve antral folikiil ile korpus
luteumun sayisina bakip, graniiloza ile teka hiicre tabakalarinin kalinligini 6lgmiisledir.
Oosit toplamak amaciyla 6 haftalik ratlar1 kullanmiglardir. Ratlar servikal dislokasyondan
48 saat sonra sakrifiye edilmistir. Ovaryumlar 2.5 ml’lik medyuma toplanmistir. Oosit-
kumulus kompleksi biiyiik antral folikiillerden steril ignelerle toplanmistir ve oositlerin
niikleer maturasyonuna germinal veziikiil varligtyla karar verilmistir. Yaklasik 10 adet oosit-
kumulus kompleksi Iml’lik IVM medyumunda kiiltiire edilmistir. Oositler olgunlagmig
mikrokapasitasyonlu epididimal spermatozooa ile ko-inkiibe edilip medyuma alinmistir. 20
hafta sonra in-vitro fertilizasyon oranlar1 hesaplanmistir. Ve sonug olarak melatonin IVM

oranlarin ve yariklanma oranlarini artirdigini tespit etmislerdir. Ancak oositte oksidatif stres
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belli bir noktaya kadar gereklidir ve melatonin bu seviyeyi dengelemektedir. Melatonin
folikiil gelisimi i¢in Onemlidir ve oositte niikleer maturasyonu desteklemektedir. IVM
medyumuna melatonin eklenmesi PKOS’ta oksidatif stres hasarlarin1 ve antioksidanlarin

fizyolojik konsantrasyonda eksigini telafi etmektedir [176].

Kim ve arkadaglar1 (2013) yaptiklar1 ¢aligmay1 insan folikiiler sivisinin yiiksek miktarda
melatonin igermesi temeline dayandirmislardir. Bu calismada, IVF tedavisi géren polikistik
overli digilerin, in vitro IVM medyuma eklenen melatoninin etkilerini 6lgmeyi
amaglamiglardir. Bu amagla, PKOS tedavisi goren ve IVF embriyo transferi bekleyen
bireyleri segmislerdir. Faz-1 ve faz-2 ¢alismalar1 yapmislardir. Faz-1 agamasinda 111 hasta
bireyle, faz-2 asamasinda ise, 132 hasta bireyle calismislardir. PKOS’lu hastalarin, IVF
olgunlasma medyumuna olgunlagsma evrelerinde melatonin ekledikleri ve eklemedikleri
ikiser grup olusturmuslardir. Deneyler sonucunda PKOS’lu bireylerin IVF medyumuna

eklenen melatoninin klinikte sonu¢ alma ihtimalini artirdigin1 géstermislerdir [177].

Tagliaferri ve arkadaslar1 (2018) pilot ¢alismalarinda, 6 ay boyunca melatonin verilen
PKOS’lu kadinlarin metabolik, endokrin ve klinik verilerini degerlendirmislerdir.
Caligmalarinda 40 adet PKOS’lu kadinla ¢alismislardir. Goniilli kadinlar iireme ¢cagindadir
ve Rotterdam kriterlerine gore teshis edilmislerdir. Calisma menstrual siklusun erken
folikiiler fazina gore (3-7. giinler) kurulmustur. Melatonin uygulamasinin androjen
seviyelerini disiirirken, FSH seviyelerinde artisin yanisira, anti-Miillerian hormon serum
seviyelerinde 6 aydan sonra belirli seviyede diisiise neden oldugunu ifade etmislerdir.
Arastirmacilar, 6 aylik melatonin uygulamasindan sonra deneklerde menstrual siklus
ritimlerinde goriilen diizelmeden de yola ¢ikarak melatonini PKOS’tan etkilenen kadinlar

icin potansiyel teropotik ajan olarak ifade etmislerdir [178].

Sarayu ve arkadaslar1 (2014) calismalarinda, ratlarda olusturduklar1 polikistik over
sendromunda, melatoninin metabolik sistem ve tireme sistemi tizerine etkisini
arastirmiglardir. Arastirmacilar caligmalarinda 38 adet deney hayvani ile 5 deney grubu
olusturmusglardir. Sham kontrol grubu i¢in 6, diger 4 grup i¢in 8 deney hayvam
kullanmiglardir. PKOS indiiksiyonu i¢in 21 giinliik farelere, 20 mg/kg testosteron subkutan
olarak 35 giin boyunca uygulanmistir. Uygulamalarin hepsine ratlar 21 giinliikken baslanmig
ve 35 giin siiresince devam etmistir. Pozitif kontrol grubu, PKOS kontrolii olarak tasarlanmig

ve yalnizca testosteron uygulanmistir. Metformin grubu, standart grup olarak tasarlanmis ve
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20 mg/kg testosteron ve 500 mg/kg metformin uygulamasi birlikte yapilmistir. Standart
grup, melatoninin tedavi edici etkisinin karsilastirilmasina imkan saglamistir. 4. deney
grubu, 1 mg/kg melatonin ve 20 mg/kg testosteron uygulanan grup olarak tasarlanirken, son
grupta 2 mg/kg melatonin ve 20 mg/ kg testosteron uygulanan gruptur. Arastirmacilar,
vajinal smear ve biyokimyasal 6l¢iimler ile PKOS indiiklenmesini desteklerken deney siiresi
bitiminde melatoninin, uterus ve ovaryumlardaki etkisini histolojik olarakta incelemislerdir.
Sonug olarak, arastirmacilar melatoninin PKOS sendromunda terapotik bir ajan oldugunu

tespit etmisler ve 2 mg/kg dozda 1 mg/kg doza nazaran daha iyi sonug elde etmislerdir [179].

Son yillarda yapilan benzeri ¢calismalardan da anlasildig: tizere, melatonin folikiilii oksidatif
strese karsit korumaktadir ve eksikligi PKOS’u indiiklemektedir ancak halen PKOS
patofizyolojisinin ve bu patofizyolojinin mekanizmasinda melatoninin aktivitesi tam olarak
anlasilmis degildir. PKOS ve melatonin iligkisinin anlagilmasi i¢in {ireme sisteminde gorev
alan MT1 reseptorii iizerinden yapilan bu ¢aligmada PKOS+melatonin uygulanan grupta ki
immunohistakimyasal degerlendirmeler neticesinde MT1 immiinboyamalarinda tiim gelisim
evresindeki folikiillerde kuvvetli MT1 tutulumu ilgiyi ¢ekti. Preantral ve antral folikiillerde
hem oosit hem de graniiloza katmanini olusturan hiicrelerde kuvvetli immiinreaktivite
gozlenirken, teka katmaninda da ortadan kuvvetliye degisen yaygin tutulum dikkati ¢ekti.
Gen ifade diizeylerinin kantitatif olarak degerlendirilmesi amaciyla yapilan real time PCR
analizleri neticesinde PKOS+melatonin uygulanan grupta MT1 reseptdr ekspresyonun sham
grubuna gore anlamhi bir artis gosterdigi goriildii. Bu bulgu oositte ve folikiil epitel
hiicrelerinde tutulum gosteren MT1 ‘in immunohistokimyasal verileriyle uyumluydu. Bu
verilerden yola ¢ikilarak PKOS’ta bozulmus hiicresel oksidatif stresin dengelenmesi igin
hiicrelerin melatonin reseptor ekspresyonunda ve sonraki mekanizmasinda gen ve protein

diizeyinde artiga gittigi sonucuna varildu.

Folikiilogenezis gonadotropinler ile otokrin ve parakrin faktorlerin etkilesimi gibi ¢ok sayida
faktor tarafindan etkilenmektedir ve bu siirecte TGF-P siiper aile tiyeleri folikiiler biiylime
ve gelismede omurgay1 olusturmaktadirlar. Bu faktorler arasinda GDF9, BMP15, AMH,
AMHR?2 sayilabilir [180]. PKOS patofizyolojisinde BMP 15 ve GDF 9’un ¢ok sayida gen
mutasyonuna da saptanmustir [181, 182]. Ancak bu mekanizma halen tam olarak
aydinlatilmis degildir. GDF9 ve BMP15 ilk olarak 1993 yilinda McPherron e arkadaglari
tarafindan kesfedilmistir [183]. Bu iki biiylime faktoriiniin sentezi primordiyal folikiilde

baslamakta ve folikiilogenezis siiresince giderek artarak Graaf folikiilde en yliksek seviyeye
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ulagmaktadir. Bu iki biiylime faktorii yapisal olarak homolog proteinlerdir. GDF 9 hasarh
farelerle yapilan calismada hasarli grupta, kontrol grubuna kiyasla ovaryumlarin daha kiictik
boyutlarda oldugu ve primordiyal ve primer folikiil sayisinin daha fazla oldugu
belirlenmistir [184]. BMP 15 hasarli farelerle yapilan ¢alismada ise arastirmacilar hasarin
ratlarda subfertiliteye neden oldugunu ve ovaryumda histopatolojik defektlere neden
oldugunu bulmuslardir [185]. Benzeri literatiir bilgisinden yola ¢ikilarak, bu ¢alismada
PKOS patofizyolojisinde melatoninin GDF 9 ve BMP 15 biiylime faktorlerinin sentezine,

etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Li ve arkadaslar1 (2014) insanlarda kumulus graniiloza hiicrelerinde artmis GDF9 ve BMP15
ekspresyonlarinin oosit olgunlasmasi, fertilizasyon ve embriyo Kkalitesiyle iliskisini
arastirmay1 hedeflemislerdir. Arastirmacilar bu amagla intrastoplazmik sperm injeksiyonu
olan 196 hastadan 2426 kumulus-oosit kompleksi toplamislardir. Oocyte secreted factors
(OSF) ve genel fizyolojik parametrelerin analizi igin Pearson korelasyonunu
kullanmislardir. Arastirma sonunda, GDF9 ve BMP15 seviyelerinin yas, beden-kitle indeksi,
oosit olgunlagmasi ve yariklanma oraniyla 6nemli seviyede iliskili oldugunu bulmuslardir.
Bu iki protein grubunun ekspresyon seviyelerinin yiliksek oldugu gruptaki embriyo
kalitesinin, diisiik olanlarinkinden hayli yiiksek oldugunu ve gebe olan grupta da GDF9 ve
BMPI15 seviyelerinin gebe olmayan gruba kiyasla daha fazla oldugunu belirlemislerdir.
Arastirmacilar calisma sonunda GDF9 ve BMP15 seviyelerinin oosit maturasyonu,
fertilizasyon, embriyo kalitesi ve gebelik oranlariyla iligkili oldugunu ve bdylece bu iki
proteinin oositin gelisimsel potansiyeli ile ilgili belirte¢ olarak kullanilabilecegi sonucuna

varmustir [186].

Cui ve arkadaglar1 (2017) calismalarinda, folikiiler displazinin ovaryum graniiloza
hiicrelerinin ~ apoptozunun diizenlenmesiyle iligkili olup olmadigin1 arastirmay1
amaglamiglardir. Bu amagla kontrol grubunu deney grubuyla, viicut kitle indeksi,
Luteinlestirici hormon ve testosteron diizeylerinde karsilastirmislardir. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda PKOS grubunda S fazin1 daha uzun iken, G2/M fazinin uzunlugu daha
kisadir ve PKOS grubunda hiicreler apoptoza ugramaktadir. Aragtirmacilar PKOS grubunda
graniiloza hiicrelerinde BMP15 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla azaldigim

belirlemislerdir [187]. Benzer sekilde s6z konusu ¢alismada
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Melatoninin PKOS patogenezinde BMP15 ekspresyon paternine etkisini protein ve gen
diizeyinde belirlemesinin hedeflendigi bu ¢alismada immunohistokimya, real time PCR ve
western blot metodlar1 uygulandi. BMP15’in immiinohistokimyasal bulgulari neticesinde,
sham grubunda preantral folikiillerin genelinde oosit ve graniiloza hiicreleri diizeyinde orta
dereceli tutulum izlenirken, antral folikiillerde oosit, graniiloza katmaninda ve teka katmani
diizeyinde immiinreaksiyonun zayiftan ortaya degistigi dikkati ¢ekti. Bu bulgu Real Time
PCR ve western blot sonuglariyla uyumluydu. Melatonin uygulanan grupta ise sham
grubundan ayricali olarak preantral folikiillerde tutulumun kuvvetli oldugu ilgiyi ¢ekti bu
bulgu Real Time PCR ve western blot sonuglariyla uyumluydu. PKOS olusturulan grupta
BMP15 immiinreaktivitesinin prenatral ve antral folikiillerde, oosit ve graniiloza hiicre
katman1 diizeyinde kuvvetli, teka katmaninda ise orta dereceli olmasi olmasi ilgiyi ¢ekti.
PKOS olusturularak melatonin uygulamasi yapilan grupta tutulumun preantral folikiillerde
oosit ve graniiloza katmani diizeyinde kuvvetli oldugu belirlenirken, antral folikiillerde,
graniiloza hiicrelerinde ortadan kuvvetliye degistigi dikkati c¢ekti. Bu verilerden yola

c¢ikilarak, BMP 15 ekspresyonunun deneysel PKOS modeli ile arttig1, ancak melatoninin bu

faktor lizerinden PKOS patogenezinde etkin olamadigi sonucuna varildi.

Karagiil ve arkadaslar1 (2017) ¢alismasinda, PKOS’lu GDF9 ve BMP15’in folikiilogenezis
siiresince sentez miktarindaki degisiklikleri 6l¢meyi amaglamiglardir. Bu amagla, DHEA ile
PKOS indiiklenmis 45 disi prepubertel rat ile ¢alismislardir. Modelin indiiksiyon kontrolii
icin aldiklar1 vajinal smear sonucuna gore  kontrol grubunda sikluslari normal
uzunluklarinda gozlemlerken, deney grubunda bu stirelerin bozuldugunu tespit etmislerdir.
Arastirmacilar in-vivo ¢aligsmalar1 sonucunda, PKOS grubunda primer folikiilden tersiyer
folikiil gegiste GDF9 ve BMP15’in ekspresyon seviyelerinde azalma tespit etmislerdir. Bu
iki biiyiime faktorii anti-apoptotik aktiviteye sahiptir ve GDF9’un graniiloza hiicrelerinde
apoptozu ve antral folikiilde folikiiler atreziyi baskiladigini, BMP15’in ise kumulus hiicre
apoptozunda azalmaya neden oldugunu ifade etmislerdir. Sonug¢ olarak, arastirmacilar
GDF9 ve BMP15’in, ekspresyonunun primer folikiil evresinde basladigini ve bu evrede, her
iki faktoriinde sentezindeki azalmanin oositin olgunlagmasinda bozulmaya ve s6z konusu

durumunda subfertilite veya infertiliteye neden olacagini ifade etmislerdir [169].

Wei ve arkadaslar1 (2014) calismalarinda PKOS’lu kadinlardan aldiklar1 ovaryum
dokularinda folikiiler gelisimde ve olgunlagsmada temel biiylime faktorleri olan GDF9 ve

BMP15’in ekspresyon diizeylerini arastirmayi amag¢lamiglardir. Arastirmacilar bu amacla
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28 PKOS’lu birey ile 26 saglikli bireyle calismislardir. Bu iki biiyiime faktoriiniin oosit ve
graniiloza hiicrelerindeki ekspresyonunu Olgmek i¢in immunohistokimya protokolii
uygulamislardir. Deney sonucunda arastirmacilar, kontrol grubunda GDF9 ve BMP15’in
ilk olarak primordiyal follikiilde ekspresse edildigini ve folikiil biiylidiik¢e bu biiyiime
faktorlerinin ekspresyon seviyelerinin arttigin1 ve Graaf folikiilde en yogun tutulumun
oldugunu ifade etmislerdir [188]. Ancak PKOS grubunda GDF9 ve BMP15 tutulum oranlari
kontrol grubuna nazaran primordiyal, primer ve sekonder folikiilde istatistiksel manada
azalmis olarak belirlendi. Ancak iki grup arasinda Graaf folikiilde bu iki biiyiime faktoriiniin
tutulum oranlarinin istatistiksel olarak anlamli bir faklilikta ¢ikmadigi ifade edilmistir.
Sonug¢ olarak arastirmacilar GDF9 ve BMPI15’in oosit ve graniiloza hiicrelerinde
tutulumunun, folikiiler gelisim evrelerine gore ¢esitlilik gdsterdigini ve bu proteinlerin
ekspresyonlarinin  PKOS grubunda o6zellikle erken folikiiler fazda azaldigini ifade

etmislerdir [188].

Wei ve arkadaglar1 (2011) calismalarinda, polikistik over sendromunda, oositten salinan
parakrin sinyal molekiilleri olan GDF9 ve BMPI15’in ekspresyon seviyelerini
aragtirmiglardir. Arastirmacilar intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu olmus polikistik overli
disi bireyler ve normal ovaryan siklusa sahip kontrol grubunu olusturacak disi bireyler
tizerinde bu arastirmay1 gerceklestirmislerdir. PKOS hasta bireylerde Rotterdam kriterlerine
gore teshis edilmislerdir. Oositler intrastoplazmik sperm injeksiyonundan toplanarak 24 saat
stireyle kiiltiir ortaminda biiyiitiilmiistiir. Oositin ¢evresindeki hiicreler soyulmak suretiyle
mekanik olarak ¢ikarilmis ve oosit ¢iplak olarak birakildiktan sonra birinci polar cisim baz
almarak germinal vezikiil, metafaz-1 ve metafaz-Il evlerine goére tamimlanmistir.
Aragtiracilar 12 polikistik overli hastadan elde edilen 25 oositle, 56 bireyden olusan kontrol
grubundan elde edilen 82 oositle ¢alismiglardir. Arastirmacilar spesifik primerlerle nested
PCR yontemini GDF9 ve BMP15 genleri i¢in uygulamislardir. Deneyler sonucunda her iki
geninde GV, MT-I ve MT-2 evrelerinde ekspresse olduklarini ancak kontrol grubuna
nazaran ekspresyon seviyelerinde ciddi bir azalis oldugunu tespit etmislerdir. Buradan yola
cikarak arastirmacilar, oositten ekspresse edilen bu parakrin sinyal faktorlerinin, oosit
gelisimi ve olgunlagmasi i¢in 6nemli olduklarint PKOS’lu hastalarda ise oosit gelisimi ve
olgunlasmasi esnasinda hasarin s6z konusu oldugunu ifade etmislerdir. Bu sonuglar
baglaminda PKOS’lu hastalarda azalan oositten salinan parakrin sinyal molekiillerinin

polikistik over patogenezinden sorumlu olabilecegini ileri siirmiislerdir [189].



90

Zhao ve arkadaglar1 (2009) yaptiklar1 ¢calismada GDF9 ve BMP15’in polikistik ovaryumlu
disilerin oosit ve kumulus hiicrelerindeki ekspresyon paternlerini arastirmiglardir. Bu amagla
15 PKOS’lu bireyden 22 oosit ve 16 PKOS’lu hastanin kumulus graniiloza hiicreleri ile 58
kontrol grubu bireyinden 67 oositle ¢alismislardir. Kontrol grubu bireylerine intrastoplazmik
sperm injeksiyonu yapilmigtir. GDF9 ve BMPI15 protein  ekspresyon paternlerinin
arastiritlmasi i¢in konfokal mikroskobi ile immunohistkimya metodlar1 kullanilmistir.
Kontrol grubu ile deney grubu arasinda oositteki GDF9 ve BMP15 protein ekspresyon
miktarlar1 arasinda farklilik yok iken, kumulus graniiloza hiicrelerinde GDF9 ekspresyonu
PKOS’lu bireylerde intrastoplazmik sperm injeksiyonu yapilmis bireylere nazaran azalmis
olarak belirlenmistir ve sonug¢ olarak GDF9 ekspresyon paternindeki bu azalma PKOS’la

iliskilendirilmistir [153].

Mevcut literatlir bilgisinden yola c¢ikilarak, melatoninin PKOS patogenezinde GDF 9
ekspresyon paternine etkisinin protein ve gen diizeyinde belirlemesinin hedeflendigi bu
calismada, = GDF9’un immunohistokimyasal bulgular1 neticesinde, sham grubunda
primordiyal ve unilaminar primer folikiil asamasindaki preantral folikiillerde, GDF 9
tutulumunun oosit diizeyinde kuvvetli oldugu izlenirken, folikiil epitel hiicrelerinde
tutulumun olmamasi ilgiyi ¢ekti. Ancak multilaminar primer folikiilden itibaren gelisen tiim
folikiillerde graniiloza ve teka hiicre katmanlarinda zayiftan ortaya degisen GDF 9
immiinreaktivite saptandi. Bu veriler Real-Time PCR ve western blot sonuclariyla da
uyumluydu. Bu bulgular, oositte eksprese oldugu bilinen GDF 9 ‘un graniiloza hiicre
proliferayonunu indiiklemek i¢in bu hiicrelere go¢ etmesinin bir gostergesi olarak kabul
edildi. Melatonin uygulanan grupta ise GDF 9 tutulumunun sham grubuna benzer sekilde
preantral folikiillerde oositte kuvvetli olarak izlendi. Ayricalikli olarak bu grupta
multilaminar primer folikiillerde graniiloza katmanini olusturan hiicrelerde de benzer sekilde
kuvvetli immiinreaktivite saptandi. Antral folikiillerde oositteki kuvvetli tutuluma ek olarak
graniiloza katmaninda orta deceli yaygin tutulum ilgiyi c¢ekti. Teka katmaninda zayif
immiinreaksiyon saptandi. Bu bulgudan yola ¢ikilarak melatoninin GDF 9 {izerinden folikiil
epitel hiicre proliferasyonunu arttirmis olabilecegi sonucuna varildi. Bu bulgular Real —
Time PCR ve western blot sonuglariyla da uyumluydu. PKOS olusturulan grupta preantral
ve antral folikiillerde orta dereceli tutulum ilgiyi ¢ekti. Antral folikiil sayisinda gézlenen
artmis GDF 9 ekspresyonunun folikiiliin gelismesini indiikledigi, bu nedenle ¢ok sayida
folikiiliin dominant folikiilden bagimsiz olarak gelisim gosterdigi sonucuna varildi. Bu

veriler Real-time PCR ve western blot sonucuyla da uyumluydu. PKOS + melatonin
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uygulanan grupta GDF 9 immiinreaktivitesi degerlendirildiginde ise diger tim gruplardan
ayricali olarak tiim gelisim evresindeki folikiillerde oosit diizeyinde ¢ok kuvvetli tutulum
olmast ilgiyi cekti. Immiinreaktivitenin graniiloza katmanini olusturan hiicrelerde zayiftan
ortaya degistigi izlendi. Teka katmaninda GDF 9 immiinreaksiyonu zayiftan ortaya degisen
diizeydeydi . Bu veriler Real-Time PCR ve western blot sonuglartyla da uyumluydu. Sonug
olarak GDF 9 dagilimi acisindan melatoninin GDF 9 ekspresyonunu arttirdigi ancak
graniiloza katmanina geciste bir engel mekanizmasi olusturmus olabilecegi, bu yolla ¢cok
sayida antral folikiil gelisimini engelleyerek, koruyucu ozellik gostermis olabilecegi

kanisina varildi.
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6. SONUC VE ONERILER

(Calismamizda ratlarda deneysel PKOS modelinde melatonin uygulamasinin folikiilogenez

regiilasyonu iizerine etkisi incelendi.

Histolojik analizler sonucunda PKOS’un ovaryumda ¢esitli gelisim evresindeki folikiillerde

dejeneratif degisikliklere neden oldugu ve antral folikiil sayisini arttirdig: belirlendi.

Uygulanan melatoninin dokuda aktif kullanilip kullanilamadigini belirlemek adina yapilan
RT-PCR yonteminde, melatonin uygulanan gruplarda MT1 reseptor gen ekspresyonunun
artt1ig1 ve melatonin reseptér immiin boyamalarinda da protein diizeyinde artis oldugu
belirlendi. Bu bulgular, sistemik uygulanan melatoninin literatiire gére belirlenen dozunun

ovaryum dokusunda kullanildiginin gostergesi olarak kabul edildi.

Bu caligmada folikiilogeneziste iki 6nemli etkin molekiil olan GDF 9 ve BMP 15 deneysel
PKOS modelinde uygulanan melatonin ile dagiliminin gen ve protein diizeyinde
belirlenmesi amaglandi. Yapilan deneyler sonucunda her iki genin de PKOS ve
PKOS-+melatonin gruplarinda ekspresyonlarinin arttig1 izlenirken, protein ekspresyonlarinin
da benzer sekilde artis gosterdigi, western blot yontemi ile saptandi. Ancak proteinlerin
dokuda lokalizasyonunu belirlemek amagli yapilan immiinohistokimyasal boyamalar
sonucunda, molekiiler analiz sonuglarina benzer olarak PKOS olusturulan grupta ve
PKOS-+melatonin grubunda her iki antikora ait immiinreaksiyonun arttig1 belirlendi. PKOS
olusturulan grupta protektif melatoninin, BMP 15 dagilimi agisindan degisiklige neden
olmadig1 belirlenirken, GDF 9 immiinlokalizasyonunun oositte arttig1 ancak graniiloza
hiicrelerine aktarilmadigi saptandi. Bu analiz sonuglarina gore, PKOS olusturulan grupta
GDF 9 ve BMP 15 ekspresyonlarinin, indiiklenen folikiilogenezise paralel arttigi,
melatoninin ise BMP 15 {izerinden regiilator etki gosteremeyip, GDF 9 {izerinden
folikiilogenezisi diizenlemede yardimci olabilecegi, bu etkisini GDF 9 ekspresyonunu
baskilamaktan ziyade, graniiloza katmanina aktarmay1 engelleyerek graniiloza hiicrelerinde

proliferasyonu baskiladigi ve bu sayede folikiilogenezisi yavaslattigi kanisina varildi.

Yapilacak calismalarda GDF 9 yolaginda bu transportu engelleyen molekiillerin agiga

cikartilmasi, PKOS un 6nlenmesinde etkin olacaktir.
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