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OZET

Ovaryumlardan en ideal say1 ve kalitede oosit elde etmek i¢in "ayni siklusta ¢ok sayida follikiiliin
gelistirilmesi" olarak tanimlanan kontrollii ovarian hiperstimiilasyon (KOH), infertilite olgularinin
artmas ile birlikte, yardimei iireme tekniklerinin (YUT) vazgegilmez bir pargasi haline gelmistir.
YUT’deki ilerlemelere ragmen gebelik saglamak igin hastalarn cogunda birden fazla KOH
uygulamasi yapilmasi gerekmektedir. Tekrarlanan KOH uygulamalarin, over rezervini temsil eden
primordiyal folikiillerin, dormansitesinin korunmasi, canliligni ve aktivasyonunu kontrol eden
faktorler iizerine olan etkisi olduk¢a merak uyandirmaktadir. Bu nedenle calismamizda, over
rezervinin korunmasinda gorev alan PTEN ve FOXO3’in ifadelenmelerinde, KOH protokol
yontemleri uygulandiktan sonra olusabilecek olasi degisimleri goOstermeyi amagladik.
Calismamizda kullanilan, geng donemlerindeki (8 haftalik) 18 adet Wistar albino cinsi disi sigan
her grupta 6 denek olacak sekilde rastgele Kontrol, Deney-1 (3 tekrar) ve Deney-2 (5 tekrar)
gruplarina ayrildi. Deney gruplarina 10 [U/0,1ml PMSG ve bu islemden 48 saat sonra 10 [U/0,1ml
hCG enjeksiyonunu kapsayan KOH protokolii uygulandi. Bu islem Deney-1 ve Deney-2 gruplarina
1’er hafta arayla sirasiyla, 3 ve 5 kez uygulandi. Kontrol gruplarina ise ayni islemler 0,1ml 0.9%
NaCl soliisyonu ile gerceklestirildi. Deney bitiminde, alinan kan 6rnekleri slipernatanlar ayrildi ve
ELISA analizleri yapilana kadar -20°C’de saklandi. Ovaryum dokulari ise 151k mikroskobik
incelemeler i¢in %10’luk notral formaldehit soliisyonu igerisine konuldu. H-E ile boyanan
histolojik kesitlerde, ovaryum folikiillerinin sayisi fiziksel disektor yontemi kullanilarak belirlendi.
Bununla birlikte PTEN, FOXO3 ve LH-R molekiillerinin ekspresyonlarimi THC yo6ntemlerle
degerlendirildi. Calismamiz sonucunda, KOH uygulmasinin, PIK3 hiicre i¢i sinyal yolaginin temel
bilesenlerinden olan ve over rezervini korudugu bilinen PTEN ve FOXO3 proteinleri ile LH-R
ekspresyon diizeylerini azalttigi, over rezerv belirteglerinden olan FSH, E2 ve LH gibi hormonlarin
seviyelerini etkiledigi, ovaryumun histolojik yapisi, oosit morfolojisi ve sayisi ilizerinde olumsuz
etkilere sebep oldugu izlenmistir.

Bilim Kodu 1033
Anahtar Kelimeler : Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon, over rezervi, PTEN, FOXO3
Sayfa Adedi : 98

Danigman : Prof. Dr. Cigdem ELMAS
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ABSTRACT

Controlled ovarian hyperstimulation (COH), defined as "The development of multiple follicles on
the same cycle" to obtain the ideal number and quality of oocytes from the ovaries, has become an
indispensable part of assisted reproductive techniques (ART), with an increase in infertility cases.
Despite the advances in ART, more than one application of COH is required in the majority of
patients to provide pregnancy. The effect of repeated COH applications on the factors controlling
the preservation, viability and activation of primordial follicles, which represent over-reserve
makes high sensation. For this reason, we aimed to show possible changes in the expression of
PTEN and FOXO3, which are involved in preserving the over-reserve, after applying the COH
protocol methods. 18 young Wistar albino female rats (8 weeks old) used in our study were
randomly assigned to Control, Experiment-1 (3 repetitions) and Experiment-2 (5 repetitions)
groups as 6 subjects in each group. Experimental groups were treated with 10 IU / 0,1ml PMSG
and a COH protocol consisting of 10 IU / 0,1ml hCG injection after 48 hours. This procedure was
applied 3 and 5 times to Experiment-1 and Experiment-2 groups, respectively, with a weekly
period. For the control groups, the same procedures were performed with 0,1 ml of 0,9% NaCl
solution. At the end of the experiment, the supernatants of the blood samples taken were separated
and stored at -20 ° C until ELISA analysis. The ovarium tissues were placed in 10% neutral
formaldehyde solution for light microscopic examinations. In histological sections stained with H-
E, the number of ovarian follicles was determined using the physical disector method. However,
the expression of PTEN, FOXO3 and LH-R molecules was evaluated by IHC methods. As a result
of our study, it was concluded that COH administration reduces the expression levels of PTEN and
FOXO3 proteins and LH-R, which are among the essential components of the PIK3 intracellular
signaling pathway and also it affects the levels of hormones such as FSH, E2 and LH, which are
over-reserve markers, and causes adverse effects on the histological structure, oocyte morphology
and number of ovaries.

Science Code : 1033

Key Words . Controlled ovarian hyperstimulation, overian reserve, PTEN,
FOXO03
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii‘nce (WHO) infertilite (kisirlik), bir yil siiresince diizenli korunmasiz
cinsel iliskiye karsin gebelik elde edilememesi olarak tanimlanmaktadir [1]. Giinlimiizde
iireme ¢agindaki ¢iftlerin yaklasik %10-15’1 infertilite problemi yasamakta ve bu ¢iftlerin
yaklasik %20'si tedaviye ihtiyag duymaktadir [2]. infertilite tedavisinde son asamayi, in-
vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) gibi yardimla iireme
teknikleri (YUT) olusturmaktadir. Tedavide temel felsefe, ovaryan follikiillerden aspire
edilen oositler ile ejakulattan veya cerrahi yollar ile elde edilen spermlerin laboratuar
ortaminda biraraya getirilmesi, fertilizasyonu ve in-vitro kiiltlir sartlarinda gelistirilen

embriyolarin intrauterin kaviteye transferidir [3].

En iyi kalitede, saglikli embriyonun transfer edilmesi uygulamalardaki basari olasiligini
arttirmaktadir. Ideal embriyonun segilebilmesi i¢in daha fazla sayida oosit elde etmek
gerekmektedir. Bu nedenle giiniimiizde diinyadaki hemen hemen tiim ireme saghigi
merkezlerinde Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon (KOH) uygulanmaktadir. KOH,
yardimla iireme tekniklerinde ovaryumlardan en ideal say1 ve kalitede oosit elde etmek
eregi ile aym siklusta cok sayida follikiiliin gelistirilmesi teknigidir. Infertilite olgularmin

artmasi ile birlikte KOH, yardimla iireme tekniklerinin vazge¢ilmez bir pargasi olmustur

[4].

Gilinimiizde ideal sayida dollenebilecek, saglikli oosit elde edebilmek eregi ile GnRH
agonistleri (GnRHa) ve GnRH antogonistleri (GnRHant) kullanilarak birbirinden farklh
ozellikler tasiyan KOH protokolleri gelistirilmistir [5]. Tim protokollerde erek miimkiin
oldugunca fazla sayida 16-20 mm capl olgun folikiil elde etmektir. Ancak, bu yontem
normal ovulasyona sahip kadinlarda fizyolojik olan, tek baskin folikiil se¢imi ve
olgunlagsmas1 mekanizmasina ters dismektedir. Bu nedenle, hiperstimiilasyon
uygulamalarinin insan viicudu iizerine olan etkisi son zamanlarda bir¢ok arastirmacinin

ilgisini cekmektedir.

Bazi ¢aligmalar tekralanan KOH uygulamalarinin ovaryum islevleri, over yaniti, embriyo
kalitesi ve klinik gebelik orani {izerinde olumsuz etkisinin olmadigint bildirilmistir [6,7].
Benzer sekildeki ¢alismalarda ardisik olarak tekrarlanan tigiincii KOH uygulamasina kadar

hastalarin over rezervinde belirgin bir diigiis olmadigi, elde edilen olgun oosit sayisinin



ayn1 kaldig1 ve oosit kalitesinde fark olmadigi ifade edilmistir [8]. Her ne kadar tekrarlanan
KOH’un olumsuz etkileri konusunda bir gorlis birligi bulunmasa da literatiirde bu
uygulamalarin ovaryumlarin yap1 ve islevi tizerindeki olumsuz etkilerini gosteren giiclii
kanitlar vardir [9]. Ornegin; tekrarlanan siiperovulasyonun primatlarda ovaryum yapisi,
folikiiler histoloji, farkli gelisim evresindeki folikiillerin orani ve oosite spesifik genlerin
ekspresyon seviyeleri tlizerinde anlamli derecede olumsuz etkisi olmadigi gosterilmistir.
Ancak, siiperovulasyon uygulamalar1 graniilosa hiicrelerinde artmis mitokondriyum
anomalilerine ve steroid hormon sentezinde rol alan genlerin ekspresyonlarinda azalmaya
neden oldugu ifade edilmistir [10]. Tekrarlayan ovaryan hipersitiimiilasyon uygulamalari
fare ovaryumunda oksidatif hasar ve mitokondrial DNA mutasyonlarini indiikler [11].
Yiiksek dozda uygulanan stimiilasyon protokolleri oosit andploidisi, embriyo mortalitesi,
fetal biiyiime geriligi ve konjenital anomalileri arttirir. Siiperoviilasyon farelerde, gecikmis
embriyonik gelisim, artmis anormal blastosist olusumu ve belirgin fetal biiyiime geriligine
neden olur [12]. Bununla birlikte Ovaryan Hiperstimiilasyon Sendromu (OHSS) ve Ven6z
Tromboemboli (VTE) KOH uygulamasinda karsilagilmast muhtemel en ciddi

komplikasyonlardir.

YUT uygulamalarinda her yasta dikkate alinmas1 gereken en 6nemli parametrelerden biri
de over rezervidir. Over rezervi kavrami, ovaryum folikiil havuzunun biiytkligi ve
kalitesi anlaminda olup, Ol¢iim i¢in birgok sonografik ve hormonal belirtegler
kullanilmaktadir [13]. Over rezervini temsil eden primordiyal folikiillerin ¢ogunlugu
iiretken donem boyunca sessiz durumda beklerler. Primordiyal folikiillerin dormansitesinin
korunmasi, canliligi ve aktivasyonunu baskilayict ve aktive edici faktorlerin kontrolii
altindadir [14,15]. Bu faktorleri kapsayan hiicre igi sinyal yolaklarindan birisi de PI3K
sinyal yolagidir. PI3K sinyal yolagimin temel bilesenlerinden birisi olan PTEN, bu
yolagmin negatif diizenleyicisidir ve primordiyal folikiil havuzunun korunmasinda kritik
oneme sahiptir [16,17]. Ovaryum rezervinin potansiyel koruyucusu olarak kabul edilen
PTEN’in ekspresyonunda olusan bir diizensizlik primordiyal folikiil havuzunun erken
aktivasyonuna neden olur. Tiim primordial folikiillerin bu sekilde hizl1 ve toplu sekildeki
aktivasyonu kag¢iilmaz olarak folikiil havuzunun erken tiikenmesine dolayisiyla prematiir

over yetmezligi’ne (POF) ve erken menopoza neden olur [18,19].



Bir kadiin sahip oldugu toplam oosit sayis1 genetik olarak belirlidir ve bu say1r yasam
boyu giderek azalir. Yardimla tireme tekniklerindeki ilerlemelere ragmen gebelik saglamak
icin hastalarin ¢ogunda birden fazla KOH uygulamasi yapilmasi gerekmektedir.
Tekrarlanan KOH uygulamalarin, hastanin gelecekteki over rezervini etkileyip
etkilemeyecegi sorusunu giindeme getirmistir. Tekrarlanan KOH uygulamalarin, hastanin

zaten tilkkenmekte olan over rezervine olan etkisi olduk¢a merak uyandirmaktadir.

Klinisyenler, tekrarlanan KOH uygulamalarinin follikiil havuzuna ve dolayisi ile over
rezervine bir etki gostermedigini, sadece o menstrual dongli i¢in secilen oositlerin
tamaminin olgunlasmasin1 hedeflediklerini belirtseler de literatiirde tekrarlanan KOH
tedavisinin over rezervlerine etkisini PI3K sinyal yolagi iizerinden inceleyen bir ¢aligmaya

rastlanmamustir.

Biz de bu veriler dogrultusunda, yetiskin déonemde siganlara uygulanan KOH uygulamalari
sonrasinda over rezervinde meydana gelebilecek olasi primordiyal folikiil kaybinin
nedenleri arasinda, folikiiler biiylimenin baskilanma mekanizmasinin bozulmus
olabilecegini hipotezini kurduk. Bu nedenle ¢alismamizda, primordiyal folikiilden primer
folikiile ge¢iste baskilayict molekiiller olarak gorev alan PTEN ve FOXO3A’iin
ifadelenmelerinde, KOH protokol yontemleri uygulandiktan sonra olusabilecek olasi

degisimleri immiinohistokimyasal yontemler ile géstermeyi amagladik.






2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

2.1.1. Ovaryum anatomisi

Kadinda esas ilireme organi olan ve kadin lireme hiicresi, oosit’i iireten ovaryum’lar
uterus’un her iki tarafinda lateral pelvik duvarlara yakin konumda fossa ovarica (Krause
cukuru) denilen gukurlara yerlesmis 3 — 3,5 cm uzunlugunda, 2 - 3 cm genisliginde 1 — 1,5
cm kalinliginda ve 3 - 5 gr agirliginda bir ¢ift organdir. Embriyonal yasamin baglangicinda
intraabdominal yerlesimli olan ovaryumlar, ikinci aydan itibaren pelvis bosluguna inmeye
baslayarak (decensus ovarii) arteria iliaca externa, arteria iliaca interna ve ligamentum

latum uteri arasinda yer alan fossa ovarica’ya yerlesirler [20-22].

Ovaryum’un facies medialis ve facies lateralis olarak iki yiizii, extremitas tubaria (iist ug)
ve extremitas uterina (alt ug) olarak iki ucu, margo mesovaricus (6n kenar) ve margo liber

(arka kenar) olarak isimlendirilen iki kenar1 bulunur [23,24].

Ligamentum latum uteri’nin arka yapragi olan mesovarium, ovaryum’un on kenarma
tutunur ve ovaryum’un mentese hareketini yapmasina olanak saglar. Mesovarium iginde
yer alan damar, sinir ve lenfatiklerin ovaryuma girip ¢iktiklart yere ise hilum ovarii denir.
Ovaryum’un alt ucu fundus uteri’nin yan kosesine ligamentum ovarii proprium ile
baglanir. Ligamentum suspensorium ovarii denen periton katlantisi ise ovaryum’u pelvisin
yan duvarina sabitler. Tuba uterina’dan ovaryumlara dogru uzanan sagaksi uzantilara
fimbria ovarica adi verilir. Ovaryumun iist ucuna yapisan bu uzantilar karin bosluguna

atilan ovum’un tuba uterina’ya taginmasini saglar [21,25].
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Sekil 2.1. A. Kadin i¢ genital organlarinin posterior gériinimii B. enine kesit goriinimii
[26]

2.1.2. Ovaryum histolojisi

Intraperitoneal bir organ olmasina karsin tunika seroza katmani igermeyen ovaryumlarin
dis yiizeyi puberte Oncesine degin, ¢ok katli yass1 epitel ile ortiiliidiir. Periton’un mezotel
katmanindan farklanan bu epitel daha sonra tek katli kiibik hale gelir ve germinal epitel
olarak isimlendirilir [27]. Onceleri diiz ve parlak olan ovaryumun dis yiizeyi puberteden
sonra, ovaryum follikiillerinin yirtilmasi ve oositlerin atilmasi sonucunda gittikce daha
plrtiiklii ve mat bir hale gelir. Menopozdan sonra ise ovaryumlar kiigiiliir ve yiizeyi skar

dokusunun neden oldugu kiigiik ¢ukurlarla dolar [28,29].

Germinal epitelin elektron mikroskobik goriintiilerinde, hiicrelerin periton bosluguna
bakan {ist ylizeylerinde ¢ok sayida mikrovillus izlenir. Hiicre sitoplazmasinda, c¢ekirdek
cevresinde yerlesik organeller 1yi gelismistir. Hiicrelerin yan yiizlerinde ise desmozom tipi
baglant1 birimleri gézlenir [30,31]. Germinal epitelin altinda, ovaryum’a beyazimsi rengini
veren ve siki bag dokusu yapisinda olan tunika albuginea katmani bulunur. Damardan
yoksun olan ve ovaryum’un yiizeyine zit olarak yerlesmis kollajen fibriller igeren bu

katman yasla birlikte kalinlasir [31,32].



Ovaryum histolojik olarak, medulla ve korteks denen, aralarinda kesin bir sinir

bulunmayan iki farkli bolimden olusur [33, 34].

Ovaryum’un en i¢ kismi olan medulla fibroelastik gevsek bag dokusu yapisindadir.
Medulla stromasi, hilustan ovaryuma giren kan ve lenf damarlari, sinir demetleri ile
intersitisyel hiicreler, bag dokusu hiicreleri ve hilar hiicrelerinden olusur [33, 34]. Hilar
hiicreleri medullada bulunan epitelioid hiicre grubudur. Testisdeki Leydig hiicreleri ile
benzer hiicresel organizasyona sahip olan bu hiicreler androjen salgilarlar [35]. Medullay1
cevreleyen ve ovaryum’un esas islevsel katmani olan korteks ise gelisimin degisik
evrelerindeki ovaryum folikiillerini, dejenere olmus atretik folikiilleri, korpus luteum ve
korpus albikans yapilarini ve bunlar arasinda dagilan siki bag dokusu yapisindaki stromay1
icerir. Korteks stromasinda ise kollajen ve elastik lifler, retikiiler lif aglar1 ile ig bigimli

stroma hiicreleri bulunur [33-37].

Ovaryumda, histolojik gelisim evresinde gore 3 tip folikiil bulunur. Bunlar;

1- Primordiyal Folikiil

2- Biiyiiyen Folikiil

a- Primer Folikiil

e Unilaminar (tek katmanli ya da erken) primer folikiiller

e Multilaminar (¢ok katmanl ya da ge¢) primer folikiiller
b- Sekonder (Antral) Folikiil

3- Olgun (Graaf) Folikiil



graniiloza hiicreleri sekonder folikiil Zona pellusida
antrum

{ .—,. "
i____%
' 4 O \(.T':_ \'\.\‘ ==
\ A\ -

7 P2

primer folikiiller Pimer 0o it fe ovaryumun asici ligamenti

vezikuler folikul
. antrum

\ __ sekonder oosit
l zona pellusida

korona radiata
zona pellusida

e ovule olmug
korpus korpus  blylyen korteks sekonder oosit
albikans  |Juteum  korpus

luteum

Sekil 2.2. Ovaryumun enine kesit goriiniimii [26]

2.2. Gonad Olusumu ve Oogenezis

Gonadlar (testis ve ovaryumlar) ii¢ kaynaktan koken alirlar;

» Karin arka duvart mezoteli
» Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

* Primordiyal germ hiicreleri (ilkel cins hiicreleri)

Gonadal gelisim, 5. haftada kolom epitelinin ¢ogalmasi ve altindaki mezensimin

yogunlagmasi sonucu mezonefrozun medialinde, bir ¢ift gonadal kabarti’nin olusmasi ile

baglar [38-39]. Gelisimin erken evrelerinde vitellus kesesinin allontoise yakin duvarindaki

endoderm hiicreleri arasinda beliren primordiyal germ hiicreleri (PGH) son bagirsagin

dorsal mezenteri boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek 5. haftanin basinda ilkel

gonadlara ulagir, 6. haftada da genital kabartiy1 isgal ederler. Yaklasik 1000 - 2000 kadar

hiicre bu yolu izleyerek, genital kabartiya ulasir. Buraya ulasan hiicrelerin gé¢ davranislari

son bulur [40].

Embriyonik donemden baslayarak, PGH’den ovulasyon oncesi folikiile kadar olan folikiil

gelisim siirecinde otokrin - parakrin sekilde hareket eden bazi ekstra-hiicresel matriks

bilesenleri, biiyiime faktorleri, inhibisyon ve aktivasyon faktorleri rol oynar [41].



* Germ hiicresi olusumunda, aktivasyonunda, gelisiminde ve folikiillerin canlilig
korumasinda rol oynadigi diistiniilen genler ve transkripsiyon faktorleri Sekil 2.3°de
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Sekil 2.3. Folikiilojenezde rol oynayan faktorler [42]

Gogleri, stella, fragilis genleri ve BMP-4 tarafindan diizenlenen primordiyal germ
hiicreleri, genital kabartilara ulasamazlarsa ya da anormal yapida olurlarsa, gonad geriler
ve streak ovaryum olusur [43]. Primordiyal germ hiicrelerinin ilkel gonadlara
ulagmasindan hemen 6nce ve ulasmasi sirasinda, ¢ogalan ve altlarindaki mezensimin igine
gomiilen genital kabarti epiteli, burada ilkel cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz sekilli
kordonlar1 olusturur [38,39,44]. Gelisimin 7. haftasina degin gonadlar, erkek ve disi
yapisal Ozellikleri tasimazlar. Genital sistemin her iki cinste de birbirine benzedigi, bu
doneme seksiiel geligimin farklanmamis evresi bu donemdeki gonadlara ise farklanmamas
gonadlar denir [44]. Cinsiyetin farklanmasi, ¢ok sayida genin rol aldigi kompleks bir
stirectir. Seksiliel dimorfizmin anahtar1 ise kisa kolunda (Ypll) SRY genini tasiyan Y
kromozomudur. Bu genin eksprese ettigi protein olan testis belirleyici faktor (TBF)
cinsiyet organlarinin kaderini belirleyen genleri harekete gecirir. Farklanmamis gonadlar,
dista yer alan bir korteks ile icte yerlesik medulladan olusmaktadir. Bu faktoriin
yoklugunda, farklanmamis gonadin korteksi ovaryuma farklilasirken medullas1 geriler.

Primordiyal germ hiicreleri igeren ilkel cinsiyet kordonlari diizensiz hiicre kiimelerine



10

ayrilirlar ve ovaryumun medulla bolgesine yerlesirler. Bu hiicre kiimeleri bir siire sonra
dejenere olurlar. Cogalmayi siirdiiren yiizey epitelinden kortikol kordonlar olarak

isimlendirilen ikincil nesil kordonlar gelisir [38].

Primordiyal germ hiicreleri gonadlara ulastiklarinda oogonyum olarak isimlendirilirler.
Mitotik aktiviteleri oldukca yiliksek olan oogonyumlar ard arda gecirdikleri mitotik
boliinmelerle sayilarini hizla arttirirlar. Boylece fotal ovaryumlardaki oogonyumlarin
sayist gelisimin 5. aymnda, yaklasik 7 milyona ulasir. Oogonyum’larin ¢ogu mitozla
cogalmay1 strdiiriirken, bir kismi da primer oositlere farklanir. Bu donemden sonra
baslayan hiicre dejenerasyonuyla, oogonyumlarin ve primer oositlerin biiyiikk ¢ogunlugu

atretik hale gelir [45,46].

Dogumda ovaryumlardaki primer oositlerin sayis1 yaklasik 700 000 — 2 000 000 arasinda
iken puberteye gelindiginde bu say1 400 000’e kadar diiser. Ancak, bir kadinin iiretken
donemi siiresince yaklasik 400 oosit tam anlamiyla olgunlasir ve ovulasyonla disar1 atilir.
Folikiil sayis1 1000’in altina diistiigiinde ise menapoz baslar. Menopozdan sonra geri kalan

oositler ise birkag yil i¢inde tiimiiyle yok olur [38,42].

2.3. Folikiilogenez ve Ovulasyon

Kadin genital sistemi, birbirleri ile baglantili {i¢ ayr1 hormon grubunun kontrolii altindadir
[46] Bunlar:

1. Hipotalamus kokenli hormon;

Gonadotropin Serbestlestirici Hormon (GnRH)

[\S)

. Hipofiz bezi 6n lobu kokenli olan Gonadotropin’ler;

Follikiil Uyarict Hormon (FSH) ve Luteinize edici Hormon (LH)

(98]

. Ovaryum kokenli hormonlar;

Ostrojen ve Progesteron

Pubertenin baglamasiyla, bu hormonlarin salgt miktarlar1 aylik ritmik degisiklikler gosterir.
Genital hormonlarin salgi miktarlarindaki bu degisikliklere uygun olarak, ovaryumlar ve

diger genital organlarda da periyodik degisilikler olaylanir. D6llenme ve gebelik i¢in, belli
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araliklarla yapilan hazirliklar olarak kabul edilen bu degisimlere menstrual dongii denir
[47,48].

Kalinlasan uterus endometriyumu’nun vaginal kanama (menstruasyon) yoluyla atilmasi ile
Ozellesmis olan ve ortalama 28 giinde bir yinelenen bu dongiiniin ilk 14 giinii follikiiler
evre (preovulatuvar evre), ikinci 14 gilinlii luteal evre (postovulatuvar evre) olarak
adlandirilir. Graaf folikiiliinden sekonder oositin atilmasi siireci olan ovulasyon ise

yaklasik olarak 14. giinde olaylanir.

Hipotalamus - Hipofiz - Ovaryum dongiisiiniin diizgiin ¢aligmasi menstrual dongii i¢in
esastir [49].

Menstrual dongii siirecinde ovaryum’daki degisiklikler gonadotropinlerin etkisiyle diizenli
bir sekilde siirer. Gonadotropin salgisinin diizenlenmesinde ise hipotalamus kilit
konumdadir. Hipotalamus bu diizenleme isini, portal hipofiz damarina belli araliklarla
(nabizsal olarak 90 dakika) patlamalar seklinde salgiladigi, saflastirilmis bir dekapeptit
olan "GnRH" ile saglar [48].

Puberte Oncesinde, gonadotropinlerce uyarilmayan ovaryumlar inaktif durumdadir. Bu
evrede oositler, ovaryum’larda tek kat graniiloza hiicreleriyle kusatilmis olan primordiyal
follikiiller halinde bulunurlar. Folikiil gelisiminin en erken asamasi olan ve olgun
ovaryumda tunika albuginea’nin hemen altinda, korteks stromasi iginde yerlesmis olan
primordiyal folikiil’de, folikiil hiicreleri birbirlerine desmozomlar ile tutunurlar ve
stromadan cevrelerini saran bazal lamina ile ayrilirlar. Folikiil i¢cindeki oosit’in ¢ap1 ise, bu
asamada yaklasik 25um’dur. Oositte ¢ekirdek okromatik yapida ve eksantirik konumludur.
Bir ya da daha fazla sayida cekirdekc¢ik icerir. Ooplazma olarak isimlendirilen oosit
sitoplazmasi, golgi kompleksi vezikiillerini, endoplazmik retikulum tubuluslarin,

mitokondriyonlar1 ve lizozomlar1 kapsar [33,50].
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Sekil 2.4. Primordiyal folikiiliin sematik goriiniimii [51]

Embriyonik donemde primordiyal folikiiller i¢cindeki primer oositlerin tamami, birinci
mayoz bdliinmeye baglarlar. Ancak, boliinmenin metafaz ile devam etmesi gerekirken,
primer oositler birinci mayoz boliinmenin profaz evresinde puberteye kadar dinlenme
halinde kalirlar. Puberte sonrasinda ise, hipofiz bezi 6n lobundan salinan FSH’1n etkisiyle
her ovaryum dongiisinde 5 - 15 arasinda degisen sayida primordiyal folikiil biiylimeye
baglar. Primordiyal folikiil biiyiiyen folikiil evresine geldiginde oositte, folikiil hiicrelerinde

ve komsu stromada bazi degisiklikler olaylanir.

Pubertenin baslamasiyla, biiyiimenin ilk belirtisi, 100 - 150 um ¢apina ulasan primer oositi
cevreleyen tek katli, yassi folikiil epitel hiicrelerinin kiibiklesmesidir. Bu asamadaki

follikiil tek katmanl (erken/unilaminar) primer folikiil olarak isimlendirilir.
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Sekil 2.5. Tek tabakal1 primer folikiiliin sematik goriiniimii [51]

Ilerleyen asamalarda folikiil hiicreleri hizli mitoz boliinmelerle cogalirlar ve cok katmanl
(ge¢/multilaminar) primer folikiil olugur. Cogalan folikiil hiicrelerine graniiloza hiicreleri,

olusturduklar1 katmana ise graniiloza katman: denir. Graniiloza hiicreleri bir bazal lamina

tizerine otururlar [52,53].

oositin mikrovilluslar
@/ 5F P oluklu baglanti

grantiloza hiicresinin
uzantisi

stratum graniilozum

Sekil 2.6. Cok tabakali primer folikiiliin sematik gortiiniimii [51].
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Oosit olgunlasirken organel dagilimi da degisir. Serbest ribozomlarin, mitokondriyonlarin,
kiigiik vezikiillerin ve diiz endoplazmik retikulum tubuluslarinin sayisi artar. Seyrek olarak
yag damlaciklar1 ve lipokrom pigmentine de rastlanabilir [52,53]. Bu evrede primer oosit,
zona pellusida (ZP) denilen, oositi c¢evresindeki folikiil hiicrelerinden ayiran,
glikozaminoglikan ve glikoproteinlerden zengin bir katman olusturur [51]. Folikiil
hiicreleri tek katli kiibik hiicrelere doniistiiginde ve oosit’in ¢apt 50 - 80 pm’ye
ulastiginda, 151k mikroskobunda goriilebilen zona pellusida homojen, asidofilik, PAS (+)
ve oldukga iyi boyanan jel kivaminda bir yapidir. Zona pellusida biiyiimekte olan oosit ve
cevresindeki folikiil hiicrelerince sentezlenir. Graniiloza hiicrelerinin ince sitoplazmik

uzantilar1 zona pellusiday1 deler ve oositin mikrovilluslariyla temas eder [51].

Zona pellusida; dimerik yapida olan ZP1, ZP2 ve ZP3 olmak iizere 3 farkli glikoproteinden
olusur. ZP2 ve ZP3 diizenli araliklarla ZP1 dimerlerince birbirlerine baglanarak uzun
filament kompleksini olustururlar. ZP3 spermiyum igin, bir reseptor olarak gorev yapar

[33,54].

Bu degisiklikler olurken, bir yandan da folikiilii cevreleyen stroma hiicreleri teka folikiilii
ismi verilen bag dokudan bir katman olusturacak sekilde diizenlenir. Bu katman daha sonra

teka interna ve teka eksterna olarak ikiye farklanir [54].

Teka interna graniiloza hiicrelerine komsu i¢ katmandir. Kiibik sekilli salgi hiicrelerinden
olusur. Bunlar farklilasarak steroid iireten hiicrelere doniisiirler. LH reseptorii tasiyan bu
hiicreler, LH uyarimina yanit olarak Ostrojen onciilii androjenleri ve ovulasyon Oncesi
evrede progesteron, az miktarda follikiil sivist ile az miktarda intrafollikiiler FSH
salgilarlar. Bu hiicresel kat salgi hiicrelerine ek olarak, fibroblastlar, kollajen lifler ve
kiigiik damarlardan olusan zengin bir dolagim ag1 icermesiyle tipik bir endokrin organ
goriinimiindedir. Teka eksterna ise korteks stromasina komsu dis katmandir. Fibroz bag
dokusu yapisinda olan bu katman icerdigi kollajen lif demetleri ve diiz kas hiicreleriyle
daha ¢ok bir kapsiil islevi goriir. ki teka katmani arasinda ve teka eksterna ile ovaryum
stromas1 arasinda bulunan sinirlar belirgin olmamasina karsin, teka interna ile graniiloza
hiicre katman1 arasinda bulunan sinir hiicrelerin yapisal olarak farkli olmasi ve aralarinda

kalin bir bazal membran bulunmasi nedeniyle oldukga belirgindir [51].
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Multilaminar primer folikiiliin graniiloza hiicreleri, hipofiz bezi 6n lobu bazofilik
hiicrelerinden salgilanan FSH‘in etkisiyle ¢ogalmaya devam eder, ancak eksantrik
konumlu ve yaklasik 125um capa ulasan oosit artitk daha fazla biiylimez. Biiyiimenin
baskilanmasi, graniiloza hiicrelerince antral siviya salinan, 1 - 2 kDa agirligindaki bir
peptid olan oosit olgunlagmasint baskilayan madde (OMI) tarafindan gerceklestirilir.
Graniiloza hiicre katman1 6 - 12 hiicre katina ulagtiginda, graniiloza hiicreleri arasinda igi
s1vi dolu bosluklar belirmeye baslar. Folikiil sivist (likor folikiili) ismi verilen sivi ile dolu
bu kiigiik bosluklar birleserek antrum denilen daha biiyiik bir boslugu olustururlar. Folikiil
stvisi, kan damarlarindan plazmanin sizmasiyla olusur ve yerel salgilardaki metabolizma
iiriinleri ile modifiye hale gelir. Folikiil s1visi hiyaluronat, steroidler, bilyiime faktorleri ve

gonadotropinlerden zengindir. Bu asamadaki folikiile sekonder ya da antral folikiil denir.

teka interna ¢
bazal lamina

grantiloza hicreleri

" 00sit

bazal lamina
graniloza
hicreleri

kan damarlari :
zona pellusida

Sekil 2.7. Sekonder folikiiliin sematik goriiniimii [51]

Ancak oosit ile baglantili olduklar1 kutupta, oosit ¢evresinde daha yogun bir sekilde biriken
graniiloza hiicreleri, antruma dogru uzanan ve kiimiiliis ooforus denilen bir tepecik
olustururlar. Ooositi gevreleyen ve ovulasyonda oosit ile birlikte atilan kiimiiliis ooforus
hiicrelerine korona radiata denir. Korona radiata hiicrelerinin mikrovilluslar1 zona
pellusidayr gegerek oluklu baglantilar araciligiyla oositle baglanti kurarlar ve birlikte

kiimiiliis oosit bilegkesi (COC) olarak isimlendirilirler. Belli bir ¢apa ulasip i¢inde antrum
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olusan folikiiller bu agamadan sonra hormonlara bagimli hale gelir ve gelisimlerini
sirdiirebilmek i¢in gonadotropinlere gereksinim duyarlar. Yeterli miktarda hormona etkin
kalan folikiiller arasinda olusan se¢ilme sonucu, (canl tiiriine gére degismektedir) insanlar

icin genellikle bir folikiil baskin hale gelerek gelisimini son asamaya kadar siirdiiriir.

Folikiil gelisiminin son asamasi olan graaf (preovulatuar) folikiil, olgun primer oosit igerir.
Yaklagik 10mm ya da daha fazla capa sahip olan folikiil ovaryum korteksinin kalinlig1
boyunca uzanir ve ovaryumun disina dogru c¢ikinti yapar. Follikiil en biiyiikk boyuta
ulagirken graniiloza hiicrelerinin mitotik erki azalir. Antrumun genislemesiyle incelen
graniiloza hiicre katmaninda, hiicreler arasindaki bosluklar genisler, oosit ve kiimiiliis
hiicreleri ile geriye kalan graniiloza hiicreleri arasindaki baglar gevser. Teka katmani1 daha
belirgin hale gelir. Sitoplazmasinda lipit damlaciklar: biriken teka interna hiicreleri tipik

steroid sentezleyen hiicre 6zelligi kazanir [54].

bazal teka teka

lamina \ ctarna interna graniloza hiicreleri

korona radiatayi
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Sekil 2.8. Graaf folikiiliin sematik gériintimii [51]
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Dongiiniin tam ortasinda LH miktarinin aniden yiikselmesiyle;

* Olgunlasan folikiil ylizeyinde yerel bir kabariklik ortaya ¢ikar ve bu kabarikligin tam
tepesinde stigma denilen damarsiz bir alan olusur.

* Folikiil duvarinda hizla yeni kan damarlar1 olusurken, folikiiler dokuda artan
prostoglandin miktar1 ovaryum duvarinda yerel kasilmalara neden olur.

 Folikiiller sivisida bulunan plazminojen, graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenen
plazminojen aktivator ile plazmine doniistiriilir. Plazmin folikiill duvarinin

dejenerasyonunda proteolitik ajan olarak gorev yapar.

Sonug olarak, folikiiliin biiyiimesi ve stigma’nin dejenerasyonu ile folikiil yirtilir, yerel
kasilmalarin da etkisiyle oosit, kiimiiliis ooforus bdolgesinden, etrafindaki bir miktar
graniiloza hiicreleri ile birlikte disar1 atilir ve ovulayon gergeklesmis olur. Ovulasyon ile
disariya atilan oosit, tuba uterinalarin fimbriyalarinca yakalanarak tiip i¢ine alinir. Primer
oosit’in birinci mayoz boliinmesi ovulasyondan hemen once kaldig1 yerden devam etmeye
baslar ve biiytikliikleri farkli, her biri 23 ¢ift (2n DNA) kromozom igeren iki yavru hiicre
olugsmasi ile sonuclanir. Olusan bu hiicrelerden, sitoplazmanin biiyiik boliimiinii iceren ve
hacim olarak biiylik olan, sekonder oosit, ¢ok az sitoplazma igeren ve sekonder oosite

kiyasla oldukga kiigiik olan diger hiicre ise 1. kutup cismi olarak isimlendirilir.

Insanlarda mayoz béliinmeyi siirdiiremeyen 1. kutup cismi, oosit hiicre zari ile zona
pellusida arasindaki perivitellin aralikta yer alir. Birinci mayoz bdliinme sonucunda olusan
sekonder oosit hemen ikinci mayoz boéliinmeye baslar. Ancak, bu béliinme metafaz
evresinde duraklar. Ikinci mayoz boliinme, yalmzca sekonder oosit bir spermiyum ile
dollenirse tamamlanir. 2. kutup cismi de bu sirada olusur. Dollenme gerceklesmez ise,

sekonder oosit ovulasyondan 24 saat sonra dejenere olur

Ovulasyonu izleyen ilk birka¢ saat icinde, folikiiliin duvarinda kalan graniiloza ve teka
interna hiicreleri ise yasamlarini ¢evredeki damarlar yoluyla siirdiirmeye devam ederler.
LH’1n etkisiyle, sitoplazmalarinda sarims1 bir pigment biriken bu hiicreler luteal hiicrelere

doniisiirler.
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Olusan bu yapiya korpus luteum denir. Korpus luteum’un graniiloza hiicreleri progesteron
ve Ostrojen salgilarken, Teka interna hiicreleri, androstenedion ve testosteron gibi

androjenleri salgilar.

Dollenme olmadiginda ise korpus luteum ovulasyonu izleyen 7. - 8. giinde en biiyiik
boyutuna ulasir, bu agsamadan sonra luteal hiicrelerin dejenerasyonu ile giderek kiigiiliir,
salg1 islevi azalir, lipit 6zelligini yitirir ve korpus albikans denilen skar dokusu haline gelir.
Bu sirada korpus Iluteumun dejenerasyonu ile Ostrojen ve progesteron diizeyleri

azaldigindan menstriiasyon baglar.

Gebelik gergeklesirse, korpus luteumun dejenerasyonu, gelismekte olan embriyonun
sinsitiyotrofoblast hiicrelerince salgilanan ve LH ile benzer 6zelliklere sahip olan human
koryonik gonadotropin (hCG) hormonu tarafindan engellenir. Boylece korpus luteum
bliylimesini siirdiiriir ve gebelik korpus luteumuna doniisiir. 4. ayin sonuna degin

progesteron salgilamaya devam eden bu yapi, 4. aydan sonra yavas yavas dejenere olur.

2.4. Primordiyal Folikiil Se¢ilim Mekanizmasi

Kadinlarin tiretken donemi, ovaryumdaki primordial folikiil sayis1 tarafindan belirlenir.
Over rezervini temsil eden primordiyal folikiiliin popiilasyon dinamiklerinin diizenlenmesi,
oosit ve somatik hiicreler (graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri) arasindaki ¢ok yonli
iletisim ag1 ile saglanir. Bu iletisimde otokrin - parakrin sekilde hareket eden bazi ekstra-
hiicresel matriks bilesenleri ve bliylime faktorleri rol oynar. Primordiyal folikiillerin
dormansitesinin korunmasi, canlilifi ve aktivasyonu inhibe edici ve aktive edici bazi
faktorlerin kontrolii altindadir [55,56]. Bu faktorleri kapsayan hiicre i¢i sinyal yolaklari
heniiz tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Ancak, son zamanlarda hem in vitro hem de in
vivo ¢alismalarda transgenik hayvan modellerini kullanarak oosit biiylimesinin ve folikiil
gelisiminin  altinda  yatan molekiiler —mekanizma/mekanizmalar  aydinlatilmaya

caligilmaktadir [57,58].

Hiicre i¢i PI3K sinyal yolagi bu mekanizmalarin en 6nemlilerinden bir tanesidir [59].

* Bu yolakta yer alan sinyal molekiilleri ve isleyis mekanizmalar1 Sekil 2.9’da

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.9. PI3K sinyal yolaginin sematik gosterimi [41]

Oositler ve onu cevreleyen graniilosa hiicreleri arasindaki iletisim biiylik ol¢lide oosit-
yiizey reseptorii Kit ve onun bilinen tek ligandi olan KL (Kit ligandi) arasindaki
sinyalizasyona baghdir. Kit, folikiil gelisiminin her asamasinda memeli oositlerinin
yiizeyinde ifade edilir, KL ise yalnizca graniilosa hiicreleri tarafindan tiretilmektedir. Kit
ve KL nin etkilesimi oositin biiylimesi, canlilig1 ve yumurtalik folikiillerinin erken gelisimi
icin gerekli olan PI3K sinyal yolagini aktive eder. PI3K sinyal yolagi proliferasyon,
canlilik, gé¢ ve metabolizma diizenlenmesi icin temel olan kinazlar, fosfatazlar ve
transkripsiyon faktorleri igeren cesitli sinyal molekiillerinden olusan klasik bir sinyal

yolagidir [59-62].

PI3K sinyal yolaginin bilesenleri olan ve folikiill popiilasyon dinamiklerinin
diizenlenmesinde rol oynadigi diigiiniilen molekiiller temel olarak PI3K, PIP2, PIP3,

PDK1, Akt, p27, TSC, mTOR, S6K1, Foxo3 ve PTEN olarak sayilabilir [59,63,64].

Bu molekiiler yolakta olusan bir diizensizlik, primordiyal folikiil havuzunun erken

aktivasyonuna yol agar. Tiim primordial folikiillerin bu sekilde hizli ve toplu sekildeki
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aktivasyonu kag¢milmaz olarak folikiil havuzunun erken tilkenmesine ve prematiir over

yetmezligi’'ne (POF) ve erken menopoza neden olur [65-67].

PI3K sinyal yolaginin isleyis mekanizmasi numaralandirilmis sekilde 6zetlenmistir;

1. Memelilerde, PI3K (fosfatidilinositol-3 Kinaz) sinyal yolagi insiilin ve biiylime
faktorleri gibi hiicre dis1 sinyaller tarafindan uyarilir [63-64].

2. KL ile etkilesen Kit, PI3K'nin p85 alt biriminine baglanarak PI3K'yi aktive eder.
Kendisi de bir lipid kinaz olan PI3K, PIP2’yi (fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat) fosforile
ederek onu PIP3’e (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat) doniistiirtir [68].

3. PIP3 ise ikinci mesajc1 gibi davranarak PDK-1 (phosphoinositide-dependent kinase-1)
ve Akt’yi (protein kinase B) birbirine kenetler [68].

PI3K sinyal yolaginin dnemli bir molekiilii olan Akt,

4. Siklin bagiml kinaz (cdk) ve siklin bagimli kinaz inhibitorlerini (p27) negatif olarak
denetleyerek hiicre dongiisiinii diizenler. p27 primordiyal folikiilden primer folikiile
gecisteki en dnemli baskilayicilardan birisidir. p27, TGF-B gibi sinyallere yanit olarak
ifade edilir ve hiicre siklusunun G1 fazinda tutuklu kalmasindan sorumludur [42].

5. Akt memelilerde, TSC1 ve TSC2’nin (tuberous sklerosis complex 1 ve 2)
fosforilasyonunu diizenler [69]. mMTOR (mammalian target of rapamycin), protein
sentezi ve hiicre biiylimesini diizenleyen serin/treonin kinazdir. mTORC1 ve mTORC2
olarak iki formu bulunan bu kinaz TSC denilen kompleks bir molekiil tarafindan negatif
olarak kontrol edilir. TSC1 ve TSC2 olmak iizere iki molekiil i¢ceren heterodimerik
kompleks bir yap1 olan TSC primordiyal folikiillerin sessizligi ve aktivasyonunun
diizenlenmesinde rol oynamaktadir [70]. S6K1, mTORC1'in ana substratidir. TSC1 ve
TSC2, S6KI1’in mTORCI tarafindan fosforilasyonunu inhibe ederler, bdylece
primordial follikiillerin aktivasyonu engellenir [70,71].

6. Akt memelilerde, FOXO transkripsiyon faktorlerini de fosforile edebilir, boylelikle bu

faktorlerin apoptotik transkripsiyonel aktivitelerinin inhibisyonuna neden olur.

2.4.1. FOXO (forkhead box O)

FOXO transkripsiyon faktorleri catal basli protein ailesindendir. Bu aile 2 biiyiik halka ya
da kanatlar ile 3 a heliks yapisi igeren, 100 aminoasitlik DNA baglanma bdlgelerine sahip
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olmasi nedeniyle ‘catal basli’ olarak adlandirilir [72,73]. FOX ailesi 44 farkli iiyeden ve
A’dan S’ye kadar isimlendirilmis 19 alt gruptan olusur. ‘O’ alt grubunun FOXO1, FOXO2,
FOXO3 ve FOXO4 olmak tizere 4 liyesi vardir. FOXO transkripsiyon faktdrleri ailesinin 3
iyesinin (FOXOI, FOXO3 ve FOX04) mRNA’lar1 tim memeli dokularinda c¢esitli
oranlarda ifade edilir [74].

FOXO3 primordial folikiillerde oosit ¢ekirdeginde yiiksek diizeyde ifade edilir. Bu
ifadelenme diizeyi biiyiiyen folikiillerde giderek azalir. FOXO ailesinin hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi, DNA tamiri ve ROS detoksifikasyonu, hiicre 6liimii ve hiicre farklilagsmasi

gibi bir¢ok hiicresel islevleri bulunmaktadir [75-78].

FOXO3 transkripsiyon faktorii, farelerde yumurtalik rezervinin korunmasi i¢in gereklidir.
Farelerde FOXO3’iin azalan ifadesinin, primordiyal folikiillerde apoptozu indiikledigi

boylece ovaryal rezervi azalttigi bilinmektedir [79].

7. PTEN ise, PI3K sinyal yolagmin negatif diizenleyicisidir ve primordiyal folikdil

havuzunun korunmasinda kritik 6neme sahiptir [80-82].

2.4.2. PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten)

10’uncu kromozoma yakin bir bdlgede bulunan, hiicre proliferasyonu, canliligi, gogii ve
apoptoz gibi bircok hiicresel siireclerde kritik rol oynayan tiimor baskilayici bir gendir.
PTEN geninde olusabilecek mutasyonlar otozomal dominant bir sendrom olan ve cilt,
bagirsak, gogiis, tiroid tlimorleri ile karakterize edilen Cowden hastaligina neden olur. Bu

mutasyonlar meme, uterus, tiroid ve beyin tiimérleri riskinde de artisa neden olur [63,82].

2.5. Over Rezervi

YUT uygulamalarinda her yasta dikkate alinmas1 gereken en onemli parametrelerden biri
de over rezervidir. Bir kadinin sahip oldugu toplam oosit sayis1 genetik olarak belirlidir ve
bu say1r yasam boyu giderek azalir. Over rezervi kavrami, ovaryum follikiil havuzunun
biiytikliigii ve kalitesi anlaminda olup, 6l¢lim icin bir¢gok sonografik ve hormonal belirteg

kullanilmaktadir [83,84].
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Over rezervini degerlendirmede kullanilan bu belirtecler ana bagliklar halinde

swralanabilir;

Klinik faktorler
- Yas

o Bazal kan testleri
- FSH
- LH
- Estradiol
- Progesteron
- Inhibin B
- Antimiillerian hormon
e Dinamik testler
- Klomifen sitrat yiikleme testi (CCCT)
- Gonadotropin analogu yiikleme testi (GAST)
- Ekzojen FSH over rezerv testi (EFORT)
e Ultrason testleri
- Antral folikiil sayis1 (AFC)
- Over voliimii
e Histolojik yontemler

- Over biyopsisi

2.5.1. Yas

Bir kadinin sahip oldugu toplam oosit sayist genetik olarak belirlidir ve bu say1 yasam
boyu giderek azalir. Bu nedenle bir kadinin kronolojik yasi, over rezervi hakkinda bilgi
edinmenin basit bir yoludur. Genellikle over yas1 kronolojik yasla paralel olsa da fizyolojik

bir siireci temsil ettiginden, over rezervini degerlendirmede tek basina yeterli degildir.

2.5.2. Bazal kan testleri

Menstrual dongiiniin erken folikiiler evresinde (siklusun 3. giinii) kan tahlili ile belirlenen
serum FSH ve E2 diizeyleri, over rezervi hakkinda bilgi verir. FSH degerinin 10 IU/L’nin

tizerinde ve E2 degerinin de 80 pg/mlnin iizerinde olmasi, over rezervinin azaldigini
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gostetir. Serum FSH diizeyi normal olsa bile FSH/LH oranin artmis olmasi, kotii over

rezervini ifade eder [83,85].

Dimerik ve polipeptit yapida bir hormon olan inhibin’in A ve B olmak iizere iki farkl alt
formu bulunmaktadir. Preantral ve antral folikiillerin graniilosa hiicrelerinden salgilanan ve
negatif feedback etkisi ile FSH’1 baskilayic1 6zelligi olan inhibin-B serum diizeyinin
siklusun 3. giinii, 45pg/ml’den diisik olmasi over rezervinin kotli oldugunun bir

gostergesidir [86].

Over rezervinin belirlenmesinde kullanilan giivenilir belirte¢lerden biri de serum AMH
seviyesidir. Anti-Miillerian hormon (AMH) veya diger adi ile miillerian inhibitor faktor
(MIF), inhibin ve aktivin glikoproteinlerinin de dahil oldugu Transforming growth faktor-
B (TGF-P) ailesine iiye olan homodimerik bir glikoproteindir [87]. AMH, preantral ve
erken antral folikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanir. Bu salgilama folikiiller
FSH’a yanit verir hale gelinceye kadar (6-8 mm oluncaya kadar) devam eder. Ancak, 8
mm veya st folikiillerde, teka hiicreleri ve atretik folikiillerde ise salgilanmaz [88].
Primordiyal folikiil havuzunun korumasinda rol oynayan AMH, ayrica preantral ve antral
folikiillerin FSH duyarliligini azaltir boylece asiri foliikiil gelisimini inhibe ederek

folikiilogenezde dnemli rol oynar [89].

2.5.3. Dinamik testler

Klomifen sitrat yiikleme testi (CCCT), siklusun 3. giiniinde FSH diizeyinin 6l¢iimiinden
sonra 5-9. giinler aras1 100 mg klomifen sitrat verilmesidir. Klomifen hipotalamus
iizerindeki Ostrojen reseptorlerini bloke eder ve bdylece hipofiz daha fazla FSH ve LH
iretimi i¢in uyarilmis olur. Over rezervi normal olan kadinlarda FSH diizeyinin artist
folikiiller tarafindan salgilanan inhibin-B tarafindan baskilanirken, 3. giin veya 10. glinde

yiiksek FSH diizeyi kotii over rezervini ifade eder [90].

GnRH agonist stimulasyon testi (GAST), siklusun 3. giiniinde GnRH uygulandiktan sonra
pituiter FSH ve LH’mm artistna baglhh olarak estradiol seviyesindeki artisin
degerlendirilmesini esas alan bir testdir. Ancak, GAST testi pahali olusu ve tekrarlayan kan

testlerine ihtiya¢ duyulmasi nedeni ile pratikte kullanilan bir test degildir [90].
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Ekzojen FSH over rezervi testi (EFORT), siklusun 3. giiniinde 300 IU rekombinant FSH
uygulandiktan 24 saat sonra estradiol ve inhibin-B  diizeyindeki artigin

degerlendirilmesidir. Ancak, yine bu testin de pahali olmasi nedeni ile pratikte kullanilan

bir test degildir [90].

2.5.4. Ultrason testleri

Ultrason testleri, over rezervinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir tarama ve tani
yontemidir. Ultrason testleri igerisinde yer alan antral folikiil sayis1 (AFC) transvaginal
ultrasonografi ile her iki ovaryumdaki erken folikiiler fazdaki antral folikiil sayisinin
belirlenmesi yontemidir. Menstrual dongiiniin diizenli oldugu kadinlarda siklusun 2. - 4.
giinlerinde bakilan transvajinal ultrasonografide, antral folikiil sayisinin 4 - 10 olarak
saptanmasi over rezervinin iyi oldugunun bir gostergesidir [91]. Yasla birlikte folikiil
sayisinin azalmasina bagl olarak, ortalama ovaryum voliimii de azalir. Bu nedenle, over
hacmindeki azalmanin folikiillerin erken tiikenmesinin bir gostergesi olabilir. Over voliimii

3 diizlemde overlerinin ¢aplarinin dlgiilmesi ile hesaplanir [90].

2.5.5. Histolojik yontem

Over biyopsisi, invaziv bir test olmasi ve olasi zararlar1 nedeni ile giiniimiiz pratiginde yer

bulamamistir ve kullanilmamaktadir [92].

2.6. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon (KOH)

Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon, yardimla tireme teknikleri dahilinde ovaryumlardan
en ideal say1 ve kalitede oosit elde etmek amaci ile ayn1 dongiide ¢ok sayida folikiiliin
gelistirilmesi teknigidir. YUT uygulamalarinda hastaya birden fazla sayida embriyo
transfer edilmesi uygulamalardaki basar1 olasiligini arttirmaktadir. Fazla sayida embriyo

elde edebilmenin tek yolu da fazla sayida oosit elde etmekten gecmektedir.

KOH uygulamalarinda fazla sayida oosit elde edebilmek eregi ile GnRH-agonist protokol

ve GnRH-antagonist protokol olmak {izere iki temel stimiilasyon yontemi kullanilmaktadir.

Agonist protokolde, GnRH analoglari (GnRHa) denilen ve gonadotropin salinimini

tetikleyen ilaclar kullanilir. Bu ilaglar ilk 6nce yumurtaliklarda asir1 bir uyariya neden olur.
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Ancak, flare-up olarak bilinen bu asirt uyarilma daha sonra gonadotropin duyarsizligina
bagl olarak gii¢lii bir baskilanma yaratir. Bu asamadan sonra folikiil gelisimi disaridan
verilen gonadotropinler ile kontrol altina alinir. Gonadotropin anologlarinin uygulama
semasina bagl olarak, uzun protokol, oral kontraseptif ve uzun protokol, stop protokol,

mikrodoz flare-up ve kisa protokol gibi farkli agonist protokoller gelistirilmistir [93].

GnRH antagonistlerinin (GnRHant) kullanildig: tek doz GnRH-antagonist ve multiple doz
GnRH-antagonist protokollerde ise yumurtaliklarda flare-up etkisi olusturmadan,
gonadotropin saliniminin dogrudan baskilanmasi hedeflenir. Bu asamadan sonra folikiil

gelisimi yine disaridan verilen gonadotropinler ile kontrol edilir [94,95].

Gonadotropinler tek basina verildiginde kisinin kendi viicudundan salgilanan hormonlar
nedeniyle folikiiller kontrolsiiz ve zamansiz olarak oviile olabilir (¢atlayabilir). Luteinizan
Hormon (LH) artisina neden olan bu duruma erken luteinizasyon denir. Erken
luteinizasyon kaliteli, olgun oosit elde edilmesi sansint oldukc¢a azalmaktadir. Bu riski en
aza indirmek icin, muayeneler esnasinda kan Ostrojen diizeyi takibi ve ultrason
incelemeleri ile folikiil gesilimi takip edilir. Tiim protokollerde amag, miimkiin oldugunca
fazla sayida 14mm’den biiyiik folikiile ve folikiil basina 200 pg/ml Gstrojen diizeyine

ulasmaktir.

Hedef folikiiller yeterli biiyiikliige ulastifinda ise yumurtanin son olgunlagsmasini saglamak
amaciyla 5,000 — 10,000 iinite Human Chorionic Gonadotropin (hCG) (catlatma ignesi)
enjeksiyonu uygulanir. Catlatma ignesinden 32 - 36 saat sonra oosit toplama islemi (OPU)

yapilir [96].

Human menopausal gonadotrophin (hMG) ve follikiil stimiile edici hormon (FSH), YUT
uygulamalarinda  ovaryumlarin  uyarilmasinda siklikla  kullamilan  gonadotropin
anologlaridir. hMG manopozdaki kadinlarin idrarlarindan elde edilen ve esit miktarda FSH
ve LH hormonlar igeren bir maddedir. FSH ise ya bu idrarlarin ayristirilmasi ile ya da yeni
bir teknoloji olan rekombinant teknoji ile yapay olarak iiretilir. Son yillarda, KOH
protokollerinde aromataz inhibitorlerinin (Al) kullanimi oldukga popiiler hale gelmistir
[97,98]. Al, viicutta androjenlerin &strojenlere doniisiimiinii inhibe ederek 6Ostrojen
yapimini azaltmakta ve negatif geribildirim mekanizmasi ile endojen gonadotropinlerin

diizeylerini arttirmaktadir. Al’nin kullanimi 6zellikle, kotii over yanit1 olan hastalar, OHSS
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ve tromboz riski yiiksek olan hastalar ile meme ve endometrium gibi Ostrojen bagimli-

kanser vakalarinda tercih edilmektedir [99].

Calismamizda kullanacagimiz ajan olan gebe kisrak serum gonadotropin (PMSG) ise
kisraklarda endometriumdan gebeligin 40. ve 150. gilinleri arasinda salinan, serum
gonadotropini olarak da bilinen 68,000 dalton agirliginda bir hormondur. Prolaktin
hormonu yapisinda olan PMSG’nin yarilanma 6mrii yaklagik 25 saattir ve FSH benzeri
etkilerinin yanisira LH’1in da bazi etkilerini gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda PMSG
hormonu, 6zellikle ovarian hiperstimiilasyon uygulamalinda, yarilanma 6mriiniin ¢ok daha

uzun olmasi ve tek enjeksiyonun yeterli olmasi nedeniyle FSH’a oranla daha ¢ok tercih
edilmektedir [100].

PMSG’nin preovulator follikiillerin atrezi oranlarini azaltip antral follikiillerin gelismesini
stimule ederek follikiillerdeki Gstrojeniteyi artirdigi bu sayede Ostriis ve ovulasyonlarin
insidansin1 yiikselttigi, izleyen diOstriiste plazma progesteron konsantrasyonunda artig
sagladig1 bildirilmektedir [101]. Bu etkileri ve daha sik kullanimi nedeniyle bizim
calismamizda da PMSG tercih edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Yontem

Bu deneysel ¢alisma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun G.U.ET-
17.027 kod numarali onay1 ile gergeklestirilmistir. Calismamizda kullanilan geng
donemlerindeki (8 haftalik) 18 adet Wistar albino cinsi disi sican, Gazi Universitesi
Laboratuvar Hayvanlar: Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi’nden (GUDAM) temin

edilmistir.

Deney oncesinde, vajinal smear 6rnekleri alinarak 3-5 dongii siiresince izlenen ve ovaryan
sikluslar1 diizenli olan siganlar ¢alismaya dahil edilmistir. Tiim denekler, deney siiresince
12 saat gilindiiz ve 12 saat gece dongiisii uygulanan, 23+2°C’lik denetimli sicakliktaki
laboratuvarda tutulmustur. Ozel kafeslere yerlestirilen tiim deneklerin su ve besine serbest

erigimi saglanmistir.

Deney hayvanlari, her grupta 6 denek olacak sekilde rastgele segilerek ii¢ farkli gruba

ayrilmistir.

e Kontrol grubu (K): (n=6)
e Deney-1 (D1): 3 tekrar KOH uygulanan deney grubu (n=6)
e Deney-2 (D2): 5 tekrar KOH uygulanan deney grubu (n=6)

3.1.1. Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon (KOH) protokolii

Bu calismada disi sicanlarda folikiilogenezi stimiile etmek icin, FSH analogu olan
Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin (PMSG, Cat: HOR-272, Prospec) ve ovulasyonu
indiiklemek i¢in, LH analogu olan Human Chorionic Gonadotropin (hCG, Cat: C1063-
1VL, Sigma) kullanilmistir. Kontrol grubundaki deneklere ise, ayni stresi yasatmak
eregiyle, PMSG yerine 0,1ml 0,9% NaCl ¢o6zeltisi ve bu uygulamadan 48 saat sonra hCG

yerine yine 0,1ml 0,9% NaCl ¢ozeltisi verilmistir.
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Gonadotropinlerin hazirlanisi ve uygulanmasi

PMSG ve hCG her uygulama oOncesinde steril enjeksiyonluk su igerisinde 100 L.U./ml
olacak sekilde ¢Oziilmiistiir. Enjeksiyonun yapilacagi giin hazirlanan bu stok soliisyonlar

deney gruplarina asagida belirtilen sekilde uygulanmstir.

Kontrol grubu (K):

Protokoliin ilk giinii, deneklere 0,1ml 0,9% NaCl soliisyonu ve bu islemden 48 saat sonra
yine 0,Aml 0,9% NaCl soliisyonu verilmistir [102]. Bu islem toplamda 5 kez

tekrarlanmigtir. Her uygulama arasinda 1 hafta siire verilmistir [103].

Deney-1 (D1): 3 tekrar KOH uyqulanan deney grubu

Protokoliin ilk giinii, deneklere 10 IU/0,Iml PMSG ve bu islemden 48 saat sonra 10
[U/0,Iml hCG uygulanmistir [104]. Bu hiperstimiilasyon islemi, toplamda 3 kez

tekrarlanmig ve her uygulama arasinda 1 hafta siire verilmistir [103].

Deney-2 (D2): 5 tekrar KOH uyqulanan deney grubu

Protokoliin ilk giinii deneklere 10 IU/0,lml PMSG ve bu islemden 48 saat sonra 10
[U/0,Iml hCG uygulanmistir [104]. Bu hiperstimiilasyon islemi, toplamda 5 kez

tekrarlanmig ve her uygulama arasinda 1 hafta siire verilmistir [103].

Tiim uygulamalar her hafta ayni giin ve saatte, insiilin ignesi kullanilarak arka bacaga kas
ic1 enjeksiyon ile uygulanmistir. Deneklerde kas dokusu harabiyetini engellemek amaciyla
enjeksiyonlar her hafta farkli taraftan yapilmistir. Tiim gruplarda denekler, son uygulamay1

takip eden 7. giinde sakrifiye edilmistir.

Deney bitiminde, yiiksek doz anestezi altinda feda edilen deneklerin kan oOrnekleri ile
birlikte ovaryum dokular1 alindi. Deneklerden alinan kan drnekleri 3000 rpm’de +4°C’de
10dk santrifiij edilerek siipernatanlar1 ayrildi, elde edilen serum oOrnekleri kiiclik
porsiyonlar halinde polipropilen tiiplere konuldu ve analizler yapilana kadar -20°C’de
saklandi. Ovaryum dokular1 ise 151tk mikroskobik incelemeler i¢in, kuru agirliklarinin

tartilmasinin ardindan %10’luk nétral formaldehit soliisyonu igerisine konuldu.
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3.2. Isik Mikroskobik Yontemler

3.2.1. Doku takibi ve gomme

e %10’luk notral formaldehit soliisyonunda 72 saat tespit edilen doku ornekleri, 24 saat
akarsuda yikanarak tespit maddesinden arindirildu.

e Dokular fazla suyun uzaklastirilmasi igin sirasiyla %70’lik, %80’lik, %90’lik, %9611k
ve %100’k artan etil alkol serisinden gegirildi.

e Dechidratasyon isleminden sonra, dokular ksilolde seffaflandirilip, parafine gomiildii.
3.2.2. Kesit alma

e Isik mikroskobik incelemeler i¢in parafin bloklardan mikrotom ile (Leica SM 2000,
Germany) 4pm kalinliginda kesitler alindu.

e Kaesitlerin 37°C’lik su banyosunda acilmasi saglandi.

e Rodajli ve polilizinli lamlar iizerine alinan kesitler, havada kuruma isleminden sonra

histokimyasal ve immunohistokimyasal boyamalar igin hazir hale geldi.

3.2.3. Hematoksilen - Eozin (H&E) boyama

e Tim deney gruplarina ait ovaryum bloklarindan rodajli lamlar iizerine 4 pm
kalinhiginda alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in, 37°C’lik etlivde bir gece
tutulduktan sonra deparafinizasyonu hizlandirmak amaciyla etiiv 1sis1 57°C’ye
cikarilarak 1 saat daha bekletildi.

e Deparafinizasyon iglemini tamamlamak i¢in kesitler 3 kez 20°ser dk ksilolde birakildi.

e Dechidratasyon icin sirastyla %100, %90, %80, %70 ve %50’lik azalan etil alkol
serisinde 10’ar dk tutuldu.

o Kaesitler 10 dk akan musluk suyu ile yikanarak alkoliin uzaklastirilmasi saglandi.

e 10 dk Harris hematoksilen boya soliisyonu iginde tutulan kesitler, daha sonra akan
musluk suyu altinda 10 dk yikandi.

o Kesitler, 3 damla glasiyel asetik asit ile %70 alkol karisimi olan soliisyona 2-3 kez
batirilip ¢ikarildi ve akan musluk suyu altinda 10 dk yikandi.

e 10 dk Eosin boya soliisyonu iginde tutulan kesitler daha sonra yine akan musluk suyu

altinda 10 dk yikand.
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e Dehidratasyon iglemi i¢in sirasiyla %50, %70, %80, %90 ve %100’lik artan etil akol
serilerinden hizlica gegirilen ve 45 dk ksilolde bekletilen kesitler entellan ile kapatildi.

e Hazirlanan kesitlerden Leica DM 4000B (Germany) Leica DCM 4000 (Germany)
bilgisayar destekli 151tk mikroskobunda elde edilen goriintiiler, Leica Q Vin 3

programinda degerlendirildi.

Folikiil tanimlamas1 ve degerlendirmesi

Folikiillerin morfolojik siniflandirilmasi Ross’a gore yapildi [51]. Buna gore; primer oositi
cevreleyen tek tabaka yassi graniiloza hiicrelerinin gozlendigi folikiiller; primordiyal
folikiil, primer oositi c¢evreleyen tek tabaka kiibik graniiloza hiicrelerinin gozlendigi
folikiiller; tek tabakali primer folikiil, goriiniir bir antruma sahip olmayan ve birden fazla
graniiloza hiicre katmanina sahip olan folikiiller; ¢ok tabakali primer folikiil, bir veya iKi
kiigiik antrum igeren ya da tek bir biiylik antral bosluga sahip olan folikiiller ise; antral
folikiil olarak tanimlanirken, tek bir biiyiik antrum igeren ve oositi ¢evreleyen kiimiiliis
hiicrelerinin belirgin oldugu folikiiller ise; graaf folikiil olarak tanimlandi [105,106]. Buna
ek olarak, oositten yoksun olan, genis bir antral kaviteye sahip, goriiniiste saglikli
hiicrelerden olusan ince ve c¢ogunlukla tek tabakali bir graniiloza hiicre tabakasi igceren

yapilar ise kistik folikiiller olarak tanimlandi [107].

Ovaryum folikiil sayimi icin kullanilan stereoloji yontemi

Calismamizda, ovaryum folikiillerinin sayis1 fiziksel disektor yontemi kullanilarak
belirlendi. Bu amacla, her bir denege ait ovaryum blogundan 4pum kalinliginda alinan ve
H-E ile boyanan seri kesitler %2 6rnekleme orani ile disektor ciftlerine ayrildi. Bu kesit
ciftlerinden birisi "0rnek" digeri "gozlem" kesit olarak kabul edildi. Disektor ciftlerini
olusturan iki kesit arasindaki adim araligi ise 4um olarak belirlendi. Sistematik rasgele
ornekleme (SRO) yontemine gore secilen Kesitler fotograflanarak bilgisayara aktarilds.
Folikiillerin sayimi bilgisayar monit6riinde "Powerpoint” programi kullanilarak yapildi.
Esdeger sayim alanlar1 fotograf iizerinde yan yana goriintiilendikten sonra, iizerlerine yine

bu programda hazirlanan tarafsiz sayim gercevesi yerlestirildi.

Tarafsiz sayim c¢ergevelerinin yerlestirilmesi islemi x4 objektif biiylitmesinde, sayim

islemleri ise x40 objektif biiyiitmesinde gergeklestirildi.
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Resim 3.1. A.Tarafsiz sayim ¢ergevesinin yerlestirilmesi, B. Sayim islemi

Folikiillerin sayimi, tarafsiz sayim ¢ercevesinin sayim kurallarina gore yapildi. Buna gore;

e (ercevenin "kabul" ¢izgileri olarak ifade edilen "sag" ve "iist" kenarlarina temas eden
veya tamamen c¢ercgeve igerisinde kalan, oosit ¢ekirdeginin net olarak izlendigi folikiiller
sayima dahil edildi.

e (ercevenin "yasak" ¢izgileri olarak ifade edilen "sol" ve "alt" kenarlarina temas eden ve
bu kenarlarin diginda kalan folikiiller ise sayima dahil edilmedi.

e (Cergevenin "yasak" ¢izgilerinin uzantilari ile kesisen folikiiller de sayima dahil edilmedi

[108,109].
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A Kabul Kenar/i A Kabul Kenar
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Sekil 3.1. Tarafsiz sayim ¢ergevesinde sayim kurallarinin sematik gosterimi
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e Ornek kesitte gozlenip, gozlem kesitte goriinmeyen folikiil izdiisiimleri disektdr
partikiilii olarak degerlendirildi ve sayima dahil edildi. Bununla birlikte, ¢alismanin
etkinligini artirmak amaciyla disektor ciftlerindeki ornek ve gozlem kesitlerin rolleri
degistirildi. Buna gore; drnek kesit olarak kullanilan kesit gézlem, 6nceki gozlem kesiti

ise yeni ornek kesit olarak degerlendirilerek ¢ift yonlii bir sayim yapildi.

B /
F
'A
Ornek Kesit Gozlem Kesit
Gozlem Kesit Ornek Kesit

Sekil 3.2. Ornek kesit ve gézlem kesit uygulamalarinin sematik gdsterimi

Toplam Folikiil Sayisinin Hesaplanmasi

Tarafsiz sayim gergevesi kurallar1 dahilinde tamamlanan sayim islemleri sonrasinda, her
bir denege ait toplam folikiil sayisin1 hesaplamak amaciyla oncelikle Cavalieri prensibi
kullanilarak ovaryum hacim hesaplamasi yapildi. Daha sonra asagida belirtilen formiil

kullanilarak toplam folikiil sayis1 belirlendi. Buna gore;

ZV(ref) =tx Zan(p)

_xeQ

"~ hxYa(cer) Viref)
Bu formiilde; N, toplam folikiil sayisini; Q°, sayilan folikiil sayisini; h, her kesit cifti
arasindaki mesafeyi; a(ger), tarafsiz sayim cergevesinin alanini; V(ref), calisilan yapinin
toplam (veya referans) hacmini; P, nokta sayisini; a(p) ise tek bir noktanin kesit {izerinde

temsil ettigi alan1 ifade etmektedir.

3.2.4. Immunohistokimyal boyama

e Tim deney gruplarina ait ovaryum bloklarindan polilizinli lamlar iizerine 4 pum

kalinliginda alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in, 37°C’lik etlivde bir gece
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tutulduktan sonra deparafinizasyonu hizlandirmak amaciyla etiiv 1sis1 57°C’ye
cikarilarak 1 saat daha bekletildi.

Deparafinizasyon islemini tamamlamak i¢in kesitler 2 kez 20’ser dk ksilolde birakild.
Dehidratasyon i¢in sirastyla % 100, % 96, % 80 ve % 70’lik azalan etil alkol serisinde
10’ar dk tutuldu.

Kesitler 10 dk akan musluk suyu ile yikanarak alkoliin uzaklastirilmas1 saglandi.

Havada kurutularak dehidrate edilen kesitler alkolden uzaklastirilmak i¢in 2 kez 5’er dk
distile sudan gegcirildi.

Doku igerisinde formaldehitin kapattifi reseptor bolgelerinin aciga c¢ikarilmasini
saglamak amaciyla, kesitlere sitrat tamponu (pH 6,0) (Cat: AP-9003-500, Lot:
BBI1120127, Lab Vision, Fremont, USA) ile mikrodalga firinda retrival islemi
uygulandi.

Kesitler, retrival igsleminden sonra, sitrat tamponu igerisinde oda sicakliginda 20 dk
sogumaya birakildi.

Soguyan kesitler sitrattan arindirilmak i¢in 2 kez 5’er dk distile suda bekletildi.
Dokularin ¢evresi PAP-pen ile g¢evrilerek nemli ortam olmasina dikkat edilen
immiinohistokimya barina dizildi.

Dokular 3 kez 3’er dk Phosphate Buffer Saline (PBS, Cat: AP-9009-10, Lab Vision,
Thermo Scientific) (Ph:7,4) ile yikandi. Daha sonra, 15 dk %3’likk hidrojen peroksit
(Cat: TA-125-HP, Lot: HP41515, Lab Vision, Fremont, USA) ile etkin birakildi. Islem
sonrasinda PBS ile lamlar yikandi.

Yikanan lamlara 5 dk UltraV block (Cat: TA-125-UB, Lot: AUB161208Al, Lab Vision,
Thermo Scientific) uygulanarak, 6zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi.
Bu islemden sonra dokular yikanmadan primer antikor agamasina gegildi.

Bloklama asamasinin ardindan kesitler yitkanmadan, Ab diluent (Cat: TA-125-UD, Lot:
HD41390, Lab Vision, Thermo Scientific) ile 1/100 oraninda hazirlanan PTEN (Cat:
ab31392, Lot: GR62840-19, Abcam), FOXO3 (Cat: ab23683, Lot: GR314636-1,
Abcam), LH-R (Cat: bs-6431R, Lot:AD080753, Bioss) primer antikorlarina etkin
birakildi ve bu kesitler +4 derecede 1 gece inkiibe edildi.

Primer antikordan sonra lamlar 3 kez 3’er dk PBS ile yikandi.

Yikamanin ardindan 10 dk biotinli sekonder antikor (Cat: TP-125-BN,
Lot: PBN170512AB, Lab Vision, Thermo Scientific) uygulandi.



34

e Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular 10 dk streptavidin peroksidaz enzim (Cat: TS-
125-HR, Lot: SHR170413AC, Lab Vision, Thermo Scientific) kompleksine etkin
birakildi. Islem sonrasinda dokular yine 3 kez 3’er dk PBS ile yikandi.

e Yikanan dokulara, DAB kromojen (Cat: TA-125-HD, Lot: HD39609, Spring
Bioscience) uygulandi. Yaklasik 5-10 dk bekletildi ve gozle goriilebilir immiin
tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi.

e Zemin boyasi olarak Mayer’in hematoksilen’i kullanildi.

e Boyanan kesitler azalan etil akol serilerinden hizlica gecirildi. Daha sonra, 20 dk
ksilolde bekletildi ve entellan ile kapatildi.

e Hazirlanan kesitlerden Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli 11k

mikroskobunda elde edilen goriintiiler, Leica Q Vin 3 programinda degerlendirildi.

H-Score Analizi

Immunohistokimyasal boyamalar sonrasinda, ovaryum dokusuna ait kesitlerde PTEN,
FOXO3 ve LH-R proteinlerinin immiinreaktivitesinin yogunlugunu belirlemek i¢in H-
Score yontemi kullanildi. Buna gore; her bir denege ait ovaryum dokusundan Sum
kalinliginda alinan ve belirtilen primer antikorlar ile immunohistokimyasal olarak boyanan
kesitlerden 1 merkez ve 5 perifer olmak iizere rastgele 6 bolge secildi. Segilen bolgelerde
151k mikroskobu altinda, "40x" biiylitmede kesit diizleminde bulunan, folikiiler yapilardaki
immiinreaktivite yogunlugu asagida belirtilen semi-kantitatif puanlama sistemi ile
belirlendi [110];

[0 (0%, boyanma yok), +1 (<30%, zayif boyanma), +2 (30% - 60%, orta siddetli boyanma)

ve +3 (>60%, yogun boyanma)]

Hesaplama i¢in asagida belirtilen formiil kullanilds;

zPi(i+1)

Bu formiilde; i, boyanma yogunlugu skorunu; Pi ise, boyanan hiicrelerin yiizdesini ifade

etmektedir.
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3.3. ELISA Yontemi

3.3.1. Kan orneklerinde FSH, LH ve E2 tayini

FSH, LH serumlarinin hazirlanmasi

Deneklerden alinan kan ornekleri 3000 rpm’de +4°C’de 10 dk santrifiij edilerek
slipernatanlar1 ayrildi. Ayristirilan serum 6rnekleri kiigiik porsiyonlar halinde polipropilen

tiiplere konuldu ve analizler yapilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Serum FSH. LH diizevlerinin belirlenmesi

Elde edilen serum o6rneklerindeki protein diizeylerini belirlemek amaciyla, Serum FSH
(Cat: E-EL-R0391, Lot:AK0017SEP22050, Elabscience Biotechnology Inc/United States),
LH (Cat: E-EL-R0026, Lot:AK0017SEP18050, Elabscience Biotechnology Inc/United
States) rat ELISA kitleri kullanildi.

¢ 96 kuyucuklu mikroplakanin bir kuyucugu kor olarak kullanilmak iizere bos birakildu.

e 6 kuyucuga 100ul farkli konsantrasyonlardaki standart soliisyonlar eklendi. Standartlar
solisyonlar FSH i¢in; 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 0 ng/mL, LH i¢in; 100, 50, 25,
12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0 mIU/mL konsantrasyonlarda hazirlandi. Diger kuyucuklar ise
serum Ornekleri i¢in kullanildi.

e Her bir kuyucuga (kor harig) 100ul serum 6rnegi koyuldu ve 90 dk 37°C’de inkiibe
edildi.

e Kuyucuklardaki soliisyon tamamen aspire edildikten sonra 100pul biyotin isaretli antikor
tiim kuyucuklara eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

e Kuyucuklara 350ul yikama soliisyonu eklenerek 3 kez yikandi.

e 100ul Avidin - HRP konjugati konuldu. 30 dk 37°C’de inkiibe edildi.

e Kuyucuklardaki soliisyonlar aspire edildikten sonra 350ul yikama soliisyonu eklendi ve
5 kez yikandu.

e Tiim kuyucuklara 90ul substrat eklendi. 37 °C’de 15 dk karanlikta inkiibe edildi.

e 50ul durdurma soliisyonu eklendi ve mikroplaka okuyucuda 450nm’de absorbans
degerleri okunarak veriler analiz edildi.

* FSH i¢in analiz araligi: 3,13 -200 ng/mL, sensitivite: 1,88 ng/mL, CV <%10
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*

LH igin analiz araligt: 1,56 -100 mIU/mL, sensitivite: 0,94 mlU/mL, CV <%10

E2 serumlarmin hazirlanmasi

Deneklerden alinan kan ornekleri 3000 rpm’de +4°C’de 20 dk santrifiij edilerek

stipernatanlar1 ayrildi. Ayristirilan serum ornekleri kiigiik porsiyonlar halinde polipropilen

tiiplere konuldu ve analizler yapilana -80 °C’de muhafaza edildi.

Rat serum E2 diizeylerinin belirlenmesi

Elde edilen serum 6rneklerindeki protein diizeylerini belirlemek amaciyla, Serum E2 (Cat:
E-EL-R0065, Lot:AK0017SEP18051, Elabscience Biotechnology Inc/United States) rat
ELISA kiti kullanildu.

96 kuyucuklu mikroplakanin bir kuyucugu kor olarak kullanilmak iizere bos birakildu.

6 kuyucuga 100pl farkli konsantrasyonlardaki standart soliisyonlar eklendi. Standartlar
sollisyonlar E2 i¢in; 1500, 700, 300, 150, 40 ve 0 pg/mL konsantrasyonlarinda
hazirlandi. Diger kuyucuklar ise serum ornekleri i¢in kullanildi.

Her bir kuyucuga (kor hari¢) 100ul serum o6rnegi koyuldu ve 90 dk 37°C’de inkiibe
edildi.

Kuyucuklardaki soliisyon tamamen aspire edildikten sonra 100ul biyotin isaretli antikor
tiim kuyucuklara eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

Biotin ve streptavidin-HRP isaretli anti E2 antikor; kromojen reaktif A ve B eklendi.
50ul standart ve 50ul streptomisin-HRP eklendi (biotin antikorlar1 standart ile birlesik
halde oldugu i¢in biotin antikoru konulmadi).

40ul ornek, ardindan 10pul E2 antikoru, 50ul streptavidin-HRP eklendi. Sizdirmaz bir
film ile kaplanarak karismasi i¢in iyice ¢alkalanan 6rnek 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklara 350ul yikama soliisyonu eklenerek 3 kez yikandi.

Once her kuyucuga 50ul reaktif A, ardindan 50ul reaktif B eklendi ve 37 °C’de 10 dk
karanlikta inkiibe edildi.

50ul durdurma soliisyonu eklendi ve mikroplaka okuyucuda 450nm’de absorbans
degerleri okunarak veriler analiz edildi.

Analiz araligi: 40-1500 pg/mL, sensitivite: 25 pg/mL, CV <%15.
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3.4. istatistiksel Analizler

e Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu grafiksel olarak ve Shapiro-Wilk testi
ile incelendi.

e Degisiklikleri tamimlamak amaciyla, ortalama =+ standart sapma; minimum ve
maksimum degerler; ortanca (¢eyrekler arasi genislik) degerleri kullanildi.

e Parametrik test varsayimlarini saglayan degiskenler (tek katli primer folikiil, ¢ok katli
primer folikiil, graaf folikiil ve kistik yap1 sayilar1) tek yonlii varyans analizi (One Way
ANOVA) ile degerlendirildi. ANOVA sonucunda fark bulundugunda, bu farkin kaynagi
Bonferroni post-hoc testi arastirildi.

e Non-parametrik degiskenleri gruplar (pTEN, FOXO3 ve LH-R ekspresyonlari ile
primordiyal folikiil, antral folikiil sayilar1) arasinda karsilastirmak i¢in Kruskal-Wallis
testi uygulandi. Fark bulundugunda farkli grubu belirleyebilmek igin Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney testi ile post-hoc ikili karsilagtiriimalar yapildi.

e [statistiksel analiz ve hesaplamalar IBM SPSS Statistics 21 (IBM Corp, NA, USA) ile
yapild1. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli farklihgin gostergesi olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Hematoksilen - Eozin (H&E) boyama bulgular:

Kontrol grubu (K)

Kontrol grubu 'na ait ovaryum kesitlerinde, kii¢iik biiylitmede; kortekse yerlesik olan farkli
gelisim asamalarindaki folikiiller, korpus luteum ve medulla normal histolojik
goriiniimdeydi. Ovaryumu ¢evreleyen germinal epitel yer yer algak boylu kiibik yer yer ise
yass1 epitel hiicrelerini kapsamaktaydi. Germinal epitelin altinda bulunan ince bag dokusu,
kan damarlar1 ve bag dokuya ait diger hiicreler ile normal histolojik yap1 sergiliyordu.
Primordiyal folikiiller yalnizca germinal epitel altinda degil, cesitli gelisim asamalarindaki
diger folikiillerin aralarindaki bag dokuda da fazla sayida bulunmaktaydi. Daha biiyiik
biiyiitmede, sekonder folikiillerin; antrum, zona pellusida, primer oosit ve folikiilleri
cevreleyen teka interna ve teka eksterna yapilart ile normal histolojik yapilarinda oldugu
goriildli. Ayrica, ovaryum korteksinde farkli gelisim asamalarindaki saglikli folikiiller ile

birlikte az sayidaki atretik folikiiller de belirgin olarak izlendi (Resim 4.1-4.2-4.3-4.4).
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Resim 4.1. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis kontrol grubuna ait ovaryum dokusu

Tek tabakali primer folikiil (TPF), ¢ok tabakali primer folikiil (CPF), antral folikiil (AF),
antretik folikiil (¥), korpus Iuteum (KL), stromal bag doku (¥ ) (A,B; H&E, x 40)
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Resim 4.2. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis kontrol grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=), cok tabakali primer folikiil (CPF), antral folikiil (AF), oosit
sitoplazmas1 (<), zona pellusida (>), antrum (A), teka interna (TI), teka eksterna (T1),
atretik folikiil (¥¢), korpus luteum (KL), stromal bag doku (), germinal epitel (=)
(A,B,C,D: H&E, X 200)



42

Resim 4.3. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis kontrol grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=), ¢ok tabakali primer folikiil (CPF), antral folikiil (AF), oosit
sitoplazmasi (<J ), zona pellusida (>>), antrum (A), teka interna (T1), teka eksterna (TI),
atretik folikiil (¥%), korpus luteum (KL), stromal bag doku (%), germinal epitel (=),
(A,B,C,D; H&E, x 200)
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Resim 4.4. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis kontrol grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=), tek tabakali primer folikiil (TPF), ¢ok tabakali primer folikiil
(CPF), antral folikiil (AF), oosit sitoplazmas1 (), zona pellusida (>), antrum (A), atretik
folikiil (¥x), germinal epitel (=»), (A,B,C,D; H&E, x 400)

Deney-1 (3 tekrar) grubu

Kontrol’le karsilastirildiginda deney-1 gurubunda, korpus luteum yapilarinin oldukga
artmis oldugu ve korteksin neredeyse tamaminin yeni ve gerileyen korpus luteum yapilari
ile dolu oldugu goriildii. Medulla venlerinin dilate ve 6demli oldugu, bununla birlikte
medullada bulunan yag dokusunun 6zellikle vaskiiler yapilar ¢evresinde oldukga artmis
oldugu izlendi. Daha biiyiikk biiylitmelerde, germinal epitelin altinda yerlesik olan
primordiyal folikiillerin daha ¢ok normal yapilarinda, ancak tek tabakali primer folikiilden
itibaren neredeyse tiim folikiillerin atretik formda oldugu ve bunlardan bazilarinin i¢inde
hemosiderin birikimi oldugu goriildii. Bu grupta atretik folikiillerin yan1 sira normal yapida
tek tabakali primer folikiiller ve sekonder folikiiller de izlendi. Kistik olusumlarin teka
interna ve teka eksterna yapilarinda bozulmalar belirgindi ve nekrotik yapida olan teka

interna hiicrelerinde vakuoller seklinde, i¢inde ¢ekirdek yapilari bulunan iri dejeneratif
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olusumlar izlendi. Bu gruba ait ¢ogu denekte, germinal epitelin altinda ve tiim kortekste

goriilen yaygin lenfosit infiltrasyonu dikkat ¢ekiciydi (Resim 4.5-4.6-4.7).

Resim 4.5. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis D1 grubuna ait ovaryum dokusu

Cok tabakal1 primer folikiil (CPF), antral folikiil (AF), atretik folikiil (%), kist (K), korpus
luteum (KL), stromal bag doku (¥ ), germinal epitel () (H&E, x 40)
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Resim 4.6. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis D1 grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=» ), cok tabakali primer folikiil (CPF), antral folikiil (AF), graaf
folikiil (GF), oosit sitoplazmasi (), antrum (A), atretik folikiil (%), germinal epitel (=),
(A,B,C,D; H&E, x 100)



Resim 4.7. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis D1 grubuna ait ovaryum dokusu

Tek tabakal1 primer folikiil (TPF), ¢ok tabakali primer folikiil (CPF), antral folikiil (AF),
atretik folikiil (%), korpus luteum (KL) stromal bag doku (Y¢), bag dokuda hemosiderin
birikimi (B>), bag dokuda lenfosit infiltrasyonu (=) germinal epitel (=»), (A,B,C; H&E, x
100). (D; H&E, x 200)

Deney-2 (5 tekrar) grubu

Deney-2 gurubunda, germinal epitel sinirli bolgede kiibik olmakla birlikte genellikle yassi
goriiniimdeydi. Ayrica, bazi bolgelerde epitel hiicre tabakasindaki artis ve hiicre
kiimelenmeleri dikkat ¢ekiciydi. Medullaya ait kan damarlarinin dilate oldugu izlenirken,
kortekste oOzellikle de folikiillerin ¢evresinde damarlanmanin artmis oldugu gorildii.
Lenfosit infiltrasyonu tiim korteks ve medullada olduk¢a yaygindi. Atretik folikiillerde,
korpus luteumda ve bag dokuda hemosiderin birikiminin de arttigi gorildi. Kistik
olusumlarin bu grupta da devam ettigi saptandi. Primordiyal folikiiller genellikle normal
yapilarindaydi bununla birlikte biiyiiyen folikiillerin biyiik ¢ogunlugu atretik yapida olsa
da nadir olarak normal yapida sekonder folikiillerde goriildii. Cogu folikiilde teka interna

ve teka eksterna ayrimi ayirt edilemez durumdaydi (Resim 4.8-4.9-4.10-4.11).



Resim 4.8. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis D2 grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=»), tek tabakali primer folikiil (TPF), ¢ok tabakali primer folikiil
(CPF), antral folikiil (AF), atretik folikiil (3%), korpus luteum (KL), stromal bag doku (%),
bag dokuda lenfosit infiltrasyonu (Pp>), (H&E, x 40)
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Resim 4.9. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis D2 grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=), tek tabakali primer folikiil (TPF), ¢ok tabakali primer folikiil
(CPF), antral folikiil (AF), atretik folikiil (3% ), korpus luteum (KL) stromal bag doku (¥x),
bag dokuda hemosiderin birikimi &), bag dokuda lenfosit infiltrasyonu (B>), damar
dilatasyonu (> ), germinal epitel (=»), (A,B,C,D; H&E, x 100)
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Resim 4.10. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis D2 grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=»), antral folikiil (AF), antrum (A), teka interna (TI), teka eksterna
(TI), atretik folikiil (¥¥), kist (K), korpus luteum (KL), stromal bag doku (3), bag dokuda
hemosiderin birikimi (=), bag dokuda lenfosit infiltrasyonu (p>), damar dilatasyonu (),
germinal epitel (=»), (A,B,C,D; H&E, x 200)



50

Resim 4.11. Hematoksilen—Eozin ile boyanmis D2 grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=), antral folikiil (AF), oosit sitoplazmas1 (C>), zona pellusida (),
teka interna (TT), teka eksterna (TE), atretik folikiil (Y ), korpus luteum (KL), stromal bag
doku (¥¥), bag dokuda hemosiderin birikimi (=), bag dokuda lenfosit infiltrasyonu (p>),
germinal epitel (=»), (A,B,C,D; H&E, x 200)
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Folikiil sayimi bulgulari

Kontrol, deney-1 ve deney-2 gruplarinda, ovaryumdaki primordiyal, primer, antral ve graaf
folikiiller olmak tizere tiim folikiiller ve kistik yapilar sayildi. Bununla birlikte saglam ve

atretik folikiillerin oranlar1 da degerlendirildi.

Over rezervini temsil eden primordiyal folikiil sayisinin deney-1 grubunda kontrole kiyasla
azalmis oldugu, ancak bu farkin anlamli 6lgiide olmadig1 (p=0,136) goriildii. Buna karsin,
deney-2 grubunda primordiyal folikiil sayisindaki azalma, kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0,001). Deney-1 ve deney-2 gruplari arasinda ise anlami bir fark
goriilmedi (p=0,198).

KOH uygulamasi sonrasinda deney-1 ve deney-2 gruplarindaki toplam primer folikiil
sayilariin kontrole kiyasla artmis oldugu goriildi. Bu artis istatistiksel olarak da
anlamliydi (p<0,001). Benzer sekilde, deney-1 ve deney-2 gruplari arasinda primer folikiil
sayis1 agisindan anlami bir fark yoktu (p=0,135).

Ancak, deney-1 ve deney-2 gruplarinda, saglikli ¢ok katli primer folikiil sayisinin kontrole
kiyasla anlaml 6l¢iide azaldigi (p<<0,001), buna karsin atretik ¢ok katli primer folikiil

sayisinin ise anlamli 6l¢iide arttigi (p<0,001) izlendi.

Toplam sekonder folikiil sayisi degerlendirildiginde, gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmedi (p=0,077). Ancak, deney-1 ve deney-2 gruplarinda, saglikli sekonder folikiil
sayisinin kontrole kiyasla anlamli dl¢iide azaldigi (p<0,001) izlendi. Bununla birlikte
deney deney-2 grubundaki atretik antral folikiil sayisi1 deney-/ ‘e gore artmis bulundu ancak

fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=1,00).

Graaf folikiil sayilari agisindan degerlendirilme yapildiginda, deney-1 ve deney-2
gruplarinda, bu sayinin kontrole kiyasla azaldig: goriildii. Ancak bu fark yalnizca deney-2

ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001).

Buna ek olarak, kistik olusumlarin hem deney-1 hem de deney-2 grubunda kontrole kiyasla
anlamli Olctide arttigi dikkati ¢ekti (p<0,001). Deney-2 grubundaki kistik yapilar,
deney-1 ‘e kiyasla artmit1 ancak bu artig istatistiksel olarak anlaml degildi (p=0,001).
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e [statistiksel sonuglara ait tanimlayic1 veriler Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2. de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Folikiil sayimlarinin istatistiksel sonuglaraina ait tanimlayici veriler I

DEGISKENLER GRUPLAR Mean+SD ,(\/I'\’I'ﬁd,\'j;‘))( p degeri
_ (1963, 00)
Kontrol (n=6) 1967, 83+96, 28 1806, 00- 2090, 00
Primordiyal Folikiil D1 g:t(g)(rar) 1243, 33+79, 68 114£1 %%1_13221 00 0.001°
D2 (5 tekrar) (1034, 50)
(n=6) 1060, 16-67.07 | 405 00-1165, 00
_ (323, 50)
Kontrol (n=6) 348, 66+52, 38 304. 00-428, 00
. S D1 (83 tekrar) (534, 00) a
Primer Folikiil (n=6) 538, 83+50, 08 472, 00-610, 00 <0.001
D2 (5 tekrar) (600, 50)
(n=6) 606, 50+58,90 | 544, 00-679, 00
_ (53, 50)
Kontrol (n=6) 134, 33+£201, 20 480, 00- 545, 00
Sekonder Folikiil DL | 70164785 o e 00 0.077%
D2 (5 tekrar) (81, 50)
(n=6) 81,5045, 35 74, 00-88. 00
Kontrol (n=6) 3,16+0,75 2 (()%’_02)00
- D1 (3 tekrar) (1,50) a
Graaf Folikil (n=6) 1,50+0,54 1,00-2.00 <0.001
D2 (5 tekrar) (1,00)
(n=6) 0.83£0,75 0,00-2,00

a: One Way ANOVA test

b: Kruskal Wallis test

Cizelge 4.2. Folikiil sayimlarinin istatistiksel sonuglaraina ait tanimlayici veriler 11

(Median)

DEGISKENLER GRUPLAR Mean+SD Min-Max p degeri
Kontrol (n=6) 274,66+46,81 232('%%?’??2%’00
Prfr;;%zﬁul o g:tgl;rar) 453,33+47,86 39(3(,%?,5?208,00 <0.001°
CZOUE | sistoeson | slma
Kontrol (n=6) 71,66+5,81 66?88133?00
gt [ TOTER® | s | 00y, | o
o Eﬁi';rar) 75,66+3,31 47%3@?00
Kontrol (n=6) 2,33+0,52 2, (()%’_02,)00
oo [TOIORE | pyass | B0 | o
o ﬁﬁ:tfs')“ar) 15,66+1,03 14,(015-' 0107),00




53

Cizelge 4.3. (devam) Folikiil sayimlarinin istatistiksel sonug¢laraina ait tanimlayici veriler 11

Kontrol (n=6) 50,16+3,06 46,5)%9’050 3,00
Saglﬂ;l(l)lizl;ondef L Eﬁ:t%‘)“ar) 70,50+8,09 60%512%0 <0.001°
TR | rn | 50,
Kontrol (n=6) 2,33+5,51 21(%_02,)00
AtretiFlzﬁiuK?nder D1 Eﬁ :tgl)(rar) 9.6£2.33 N 0(8?2)00 0.001
o gﬁ:tzl)(rar) 14,00+1,78 11%3%?00
Kontrol (n=6) 2,16+0,75 182005)00
Kistik Yapilar SRl 7.83+1,16 5ok <0.001°
2 | |00,

a: One Way ANOVA test

4.1.2. immunohistokimyal (IHK) bulgular

b: Kruskal Wallis test

PTEN (Phosphatase and tensin homolog) bulgulari

Folikiiler gelisinin her basamaginda folikiillerin; oosit, graniiloza hiicreleri ve teka

hiicrelerinde sitoplazmik ve niiklear olarak ifade edildigi bilinen PTEN proteininin

immiinreaktivitesi tiim deney gruplarinda degerlendirildi.
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Kontrol grubunda; primordiyal folikiile ait oosit sitoplazmasinda kuvvetli, ancak follikiilii
cevreleyen graniiloza hiicre sitoplazmasinda zayif PTEN tutulumu izlendi. PTEN
ifadelenmesinin folikiiller biiylidilk¢e, graniilosa hiicrelerinde yogunlasirken, oosit
sitoplazmasinda zayifladigi dikkati ¢ekti. Buna gore; PTEN immiinreaktivitesinin,
biiyiimekte olan primer folikiilere ait graniiloza hiicre sitoplazmasinda orta dereceli iken
antral follikiillerin graniiloza hiicrelerinde ise daha kuvvetli oldugu goriildi (Resim 4.12,
A-B-C-D).

Resim 4.12. PTEN primer antikoru ile boyanmis kontrol grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=), tek tabakali primer folikiil (TPF), ¢ok tabakali primer folikiil
(CPF), antral folikiil (AF), antrum (A), oosit sitoplazmasi ([=>), zona pellusida ([>), teka
interna (T1), teka eksterna (TE), atretik folikiil (3% ), korpus luteum (KL), stromal bag doku
(¥x), germinal epitel (=), (immiinperoksidaz-Hematoksilen; Ax40, Bx100, C,Dx200).
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Deney-1 grubunda; primordiyal folikiile ait oositte sitoplazmik ifadelenmesinin kontrol
grubuna gore azaldigi, niiklear ifadelenmenin ise neredeyse kayboldugu goriildi. Benzer
sekilde, tek tabakali ve cok tabakali primer folikiiller ile antral folikiillerin de oosit
sitoplazmasindaki PTEN immiinreaktivitesinin kontrole kiyasla azaldigi, graniiloza

hiicrelerindeki tutulumun ise neredeyse ortadan kalktigi izlendi (Resim 4.13, A-B-C-D).

Resim 4.13. PTEN primer antikoru ile boyanmis D1 grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiilden tek tabakali primer folikiile gegis (=), tek tabakali primer folikiil
(TPF), cok tabakali primer folikiill (CPF), antral folikiil (AF), antrum (A), oosit
sitoplazmas1 ([>>), atretik folikiil ( 5% ), korpus luteum (KL), stromal bag doku ( ¥¢ ),
germinal epitel (=), (Immiinperoksidaz-Hematoksilen; Ax40, Bx100, C,Dx200).
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Deney-2 grubunda; deney-/’e benzer sekilde PTEN’in hem primordiyal folikiil
oositindeki ifadelenmesin hem de folikiili ¢evreleyen yass1i graniiloza hiicre
sitoplazmasindaki ifadelenmesin belirgin sekilde azaldigi goriildii. Cevredeki antral
follikiillerin graniiloza hiicre sitoplazmasinda zayif PTEN immiinreaktivitesi goriildii.

PTEN’in tiim yapilardaki niiklear ifadelenmesi ise neredeyse tamamen ortadan kalktigi

dikkati ¢ekti (Resim 4.14, A-B-C-D).

Resim 4.14. PTEN primer antikoru ile boyanmis D2 grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=), tek tabakali primer folikiil (TPF), antral folikiil (AF), oosit
sitoplazmas1 (C>), teka interna (T1), teka eksterna (TE), atretik folikiil (3%), korpus luteum
(KL), stromal bag doku (), germinal epitel (=), (immiinperoksidaz-Hematoksilen; Ax40,
Bx100, C,Dx200).
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Primordiyal folikiillerin PTEN immiinreaktivite seviyeleri tiim deney gruplarinda H-Score
yontemi kullanilarak degerlendirildi ve istatistiksel olarak karsilastirildi; deney-1 ile deney-
2 gruplann kiyaslandiginda oosit ve graniilloza hiicresi sitoplazmasindaki PTEN
ekspresyonunda anlamli bir fark goriilmedi (p=0,162). Ancak, PTEN ifadelenmesinin oosit
sitoplazmasinda, deney-1 ile deney-2 gruplarinda kontrole kiyasla 6nemli dlgiide azaldigi
ve bu bulgunun deney gruplarinda azalan primordiyal follikiil sayisi ile tutarli oldugu
izlendi (p<0,001).

e Istatistiksel sonuglara ait tanimlayici veriler Cizelge 4.3’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.4. PTEN immiinreaktivite seviyelerinin istatistiksel sonuclaria ait tanimlayici

veriler
PTEN

GRUPLAR MeantSD Min-Max (Medlan%Interquartlle 5 o

ange

Kontrol (n=6) 2.77+0,42 2,00-3,00 (g'gg)
_ (1,00) b
D1 (3 tekrar) (n=6) 1,36+0,68 0,00-2,00 1,00 <0,001

D2 (5 tekrar) (n=6) 0,94+0,58 0,00-2,00 %’88)

b: Kruskal Wallis test
=
KOI“ItI’O| IZ|)1 [;2

(p<0,05 * isaretiyle gosterilmistir)

Sekil 4.1. PTEN immiinreaktivite seviyelerinin tiim deney gruplarinda karsilastirilmasi
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FOXO3 (forkhead box O3) bulgulari

PTEN ile benzer sekilde, folikiiler gelisinin her basamaginda folikiillerin; 00sit, graniiloza
hiicreleri ve teka hiicrelerinde sitoplazmik ve niiklear olarak ifade edildigi bilinen FOXO3

proteininin de immiinreaktivitesi tiim deney gruplarinda degerlendirildi.

Kontrol grubunda; FOXO3 ifadelenmesinin primordiyal folikiile ait oosit niikleusunda ve
sitoplazmasinda kuvvetli oldugu ancak, folikiili c¢evreleyen graniiloza hiicrelerinde bu
tutulumun zayif oldugu izlendi. Bu tutulum siddetinin, biiyiiyen folikiillerin ve antral

folikiillerin oositinde azalirken, graniiloza hiicrelerinde giderek arttigi goriildi (Resim

4.15, A-B-C-D).

Resim 4.15. FOXO3 primer antikoru ile boyanmig kontrol grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=), tek tabakali primer folikiil (TPF), cok tabakali primer folikiil
(CPF), antral folikiil (AF), oosit sitoplazmas1 (>>), teka interna (T1), teka eksterna (TE),
atretik folikiil (5% ), korpus luteum (KL), stromal bag doku (5%), germinal epitel (=),
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen; Ax40, Bx100, C,Dx200).
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Deney-1 grubunda; hem primordiyal folikiile, hem de gelisinin diger asamalarindaki
folikiillere ait oosit ve graniiloza hiicre yapilarinda FOXO3’iin sitoplazmik ve niiklear
ifadelenmesinin kontrol grubuna ile karsilagtirildiginda belirgin olarak azaldigi, teka

tabakasinda ise neredeyse ortadan kalktigi izlendi (Resim 4.16, A-B-C-D).

Resim 4.16. FOXO3 primer antikoru ile boyanmis D1 grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=), tek tabakali primer folikiil (TPF), ¢cok tabakali primer folikiil
(CPF), antral folikiil (AF), oosit sitoplazmasi (), atretik folikiil (¥<), kist (K), korpus
luteum (KL), stromal bag doku ( Yy ), germinal epitel (=), (Immiinperoksidaz-
Hematoksilen; Ax40, Bx100, C,Dx200).
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Deney-2 grubunda ise FOXO3 immiinreaktivitesinin, tiim gelisim asamalarindaki
folikiillerde oosit, graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri gibi tiim folikiiler yapilarda

neredeyse tamamen ortadan kalktigi saptanmistir (Resim 4.17, A-B-C-D).

Resim 4.17. FOXO3 primer antikoru ile boyanmis D2 grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=»), tek tabakali primer folikiil (TPF), antral folikiil (AF), antrum (A),
oosit sitoplazmasi (>), teka interna (TT), teka eksterna (TE), atretik folikiil (Y), kist (K),
korpus luteum (KL), stromal bag doku (3% ), germinal epitel (=), (Iimmiinperoksidaz-
Hematoksilen; Ax40, Bx100, C,Dx200)
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Primordiyal folikiillerin FOXO3 immiinreaktivite seviyeleri tim deney gruplarinda
H-Score yontemi kullanilarak degerlendirildi ve istatistiksel olarak karsilastirildi; deney-1
ile deney-2 gruplar1 kiyaslandiginda oosit ve graniiloza hiicresi sitoplazmasindaki FOXO3
ekspresyonunun deney-2 grubunda azalmis oldugu goriildii (p<0,001). Bununla birlikte,
FOXO3 ifadelenmesinin oosit sitoplazmasinda, deney-1 ile deney-2 gruplarinda kontrole
kiyasla anlamli 6l¢lide azaldig: izlendi (p<0,001).

e Istatistiksel sonuglara ait tanimlayici veriler Cizelge 4.4 de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.5. FOXO3 immiinreaktivite seviyelerinin istatistiksel sonu¢laraina ait tamimlayici

veriler
FOXO3
GRUPLAR MeantSD Min-Max (Median) Interquartile e
Range
Kontrol (n=6) 2,77+0,43 2,00-3,00 (8’88)
_ (2,00) b
D1 (3 tekrar) (n=6) 1,61+0,68 0,00-2,00 100 <0,001
D2 (5 tekrar) (n=6) 0,94+0,58 0,00-2,00 G0
b: Kruskal Wallis test
i 2,001 32 o7
o
X o
o
L
Kontrol D1 D2

(p<0,05 * isaretiyle gosterilmistir)

Sekil 4.2. FOXO3 immiinreaktivite seviyelerinin tiim deney gruplarinda karsilastiriimasi
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LH-R (Luteinize edici hormon reseptori) bulgulari

Ovaryumda, antral ve graaf folikiillerin teka interna ve graniiloza hiicrelerinde ve korpus
luteum yapilarinda ifade edilen LH-R’nin immiinreaktivitesi tim deney gruplarinda
degerlendirildi. Kontrol grubunda; antral ve graaf folikiillerin teka interna ve graniiloza
hiicrelerinde kuvvetli niiklear ve sitoplazmik LH-R ifadelenmesi goriildii (Sekil 4.18,A-B)

Resim 4.18. LH-R primer antikoru ile boyanmis kontrol grubuna ait ovaryum dokusu

Primordiyal folikiil (=), tek tabakali primer folikiil (TPF), graaf folikiil (GF), antrum (A),
oosit sitoplazmasi ([=>), teka interna (T1), teka eksterna (TE), atretik folikiil (3% ), stromal
bag doku (5%), germinal epitel (=), (Immiinperoksidaz-Hematoksilen, Ax100, Bx200)
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Deney-1 grubunda; antral ve graaf folikiilllerin teka interna ve graniiloza hiicresi
sitoplazmasinda ve korpus luteum yapilarinda LH-R tutulumunun neredeyse ortadan
kalktig1 izlendi (Sekil 4.19, A-B).

200 pm

Resim 4.19. LH-R primer antikoru ile boyanmig D1 grubuna ait ovaryum dokusu

Tek tabakali primer folikiil (TPF), ¢ok tabakali primer folikiil (CPF), antral folikiil (AF),
graaf folikiil (GF), antrum (A), oosit sitoplazmas1 (), teka interna (TI), teka eksterna
(TE), atretik folikiil (¥x), korpus luteum (KL), stromal bag doku (%), germinal epitel (=),
(Immiinperoksidaz-Hematoksilen, Ax100, Bx200)
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Deney-2 grubunda ise deney-1 ile benzer sekilde, antral folikiillerin teka interna ve

graniiloza hiicresi sitoplazmasinda, korpus luteum yapilarinda ve kistik yapilarin teka

interna hiicrelerinde LH-R ifadelenmesinin neredeyse ortadan kalktig1 goriildii (Sekil 4.20,

A-B).

Resim 4.20. LH-R primer antikoru ile boyanmig D2 grubuna ait ovaryum dokusu
Antral folikiil (AF), atretik folikiil (5%), kist (K), korpus luteum (KL), stromal bag doku
(5% ), germinal epitel (=»), (immiinperoksidaz-Hematoksilen, Ax100, Bx200)
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Antral ve graaf folikiillerin LH-R immiinreaktivite Seviyeleri tiim deney gruplarinda
H-Score yontemi kullanilarak degerlendirildi ve istatistiksel olarak karsilagtirildi; deney-1
ile deney-2 gruplari kiyaslandiginda teka interna, graniiloza hiicreleri ve korpus luteum
yapilarindaki LH-R ifadelenmesinde anlamli bir fark goériilmedi (p=0,134) Ancak, teka
interna ve graniiloza hiicrelerindeki LH-R ifadelenme seviyesinin, deney-1 ile deney-2

gruplarinda, kontrole kiyasla anlamli1 6lgiide azaldig: izlendi (p<0,001).
e Istatistiksel sonuglara ait tanmimlayic1 veriler Cizelge 4.5 de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.6. LH-R immiinreaktivite seviyelerinin istatistiksel sonuglaraina ait tanimlayici

veriler
LH-R
GRUPLAR MeantSD Min-Max (Median) Interquartile Dl
Range
Kontrol (n=6) 2.75£0.43 2,00-3,00 (g’gg)
_ (1,00) b
D1 (3 tekrar) (n=6) 0,88+0,66 0,00-2,00 100 <0,001
D2 (5 tekrar) (n=6) 0,4140,50 0,00-1,00 (2’88)
b: Kruskal Wallis test
o
E‘ 1,501
Konlcrol 61 DIZ

(p<0,05 * igaretiyle gosterilmistir, *:grup 1-2 arasi, **:1-3 aras1 anlamli farkliliklar)

Sekil 4.3. LH-R immiinreaktivite seviyelerinin tiim deney gruplarinda karsilastiriimasi
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4.2. ELISA Bulgular

Deney gruplarinda, E2 diizeyi kontrol gruplarina gore artmis sekilde izlendi ancak gruplar
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmadi. Estradiol seviyeleri deney-2
grubunda deney-1 grubundan fazla sekilde tespit edildi ancak bu gruplarin arasindaki
farklilik anlamli degildi.

LH diizeyleri kontrol ve deney-2 gruplart arasinda anlamli goriilmezken, kontrol ve
deney-1 gruplari arasinda anlamli fark saptandi. LH agisindan en fazla artis goriilen grup
deney-1 grubu olarak izlendi. Deney gruplarindaki LH diizeyi, kontrol grubuna gore artmis

sekilde tespit edildi ve deney gruplari arasinda anlamli fark bulundu.

FSH diizeylerinde kontrol ve deney-1 gruplari arasinda istatistik agidan anlamli fark tespit
edildi ve en fazla FSH artis1 deney-1 grubunda gézlendi. FSH diizeyleri deney gruplarinda
artis gosterirken bu gruplar arasinda anlamli fark bulunamadi. Deney-2 gruplarinda FSH

kontrol gruplarindan fazla goriildiigii halde, iki grup arasinda anlamli fark saptanmadi.
e Istatistiksel sonuglara ait tanimlayici veriler Cizelge 4.6. de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.7. E2, LH ve FSH hormonlarin istatistiksel sonuglara ait tanimlayici veriler

DEGISKENLER GRUPLAR Mean+SD ﬁﬂ“’,'ﬁdh'j‘gi p degeri

Kontrol (n=6) 60.00+1,21 42(,?)%'_55?,)00

E2 o1 g:tzl;rar) 70,83+1,14 57?88123),00 0,085
S 7483+9,19 67005000
Kontrol (n=6) 64,00+1,61 38?83122?00

LH o Eﬁﬁ%')“ar) 97,86+1,05 68,00-110,00 0.003
S 67.66+1,73 48,00.9000
Kontrol (n=6) 18,50::5,99 9(%9 ’gg?oo

FSH > ﬁﬁi@')“ar) 42,50+1,50 1853(7)122?00 0,013
D2 gf‘:t‘é')“ar) 23,38+1,50 s,g)?ifzo,)oo
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Kontrol D1 D2

(Gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamustir.)

Sekil 4.4. E2 hormon seviyelerinin tiim deney gruplarinda karsilastirilmasi
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(p<0,05 * isaretiyle gosterilmistir, *:grup 1-2 arasi, **:2,3 arast anlamli farkliliklar)

Sekil 4.5. LH hormon seviyelerinin tiim deney gruplarinda karsilastirilmasi
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5,001
20,0071
20,001
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Kontrol D1 D2
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(p<0,05 * isaretiyle gosterilmistir, *:grup 1-2 arasi, anlamh farkliliklar)

Sekil 4.6. FSH’a hormon seviyelerinin tiim deney gruplarinda karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Ovaryumlar, lireme dongiisii siiresince onemli yapisal ve islevsel degisiklikler gosteren,
disi tireme hiicresi ovum’u iireten ve salgiladigi hormonlarla, disi genital sistem organlari
izerinde etkili olan bir organdir. Ovaryumlarin en 6nemli islevsel birimleri ise ovaryum
folikiilleridir. Over rezervini temsil eden primordiyal folikiillerin ¢ogunlugu iiretken
donem boyunca sessiz durumda beklerken, bir grup primordiyal folikiilde ergenlik
evresinden baslayarak, oosit, graniiloza hiicreleri ve folikiili ¢evreleyen stromal
hiicrelerdeki degisimleri kapsayan bir biiyiime siireci baglar. Bu siirecte otokrin - parakrin
sekilde hareket eden bazi ekstra-hiicresel matriks bilesenleri ve biiyiime faktorleri rol oynar
[111-113]. Bu faktorleri kapsayan hiicre igi sinyal yolaklari heniiz tam olarak ¢oziilememis
olsa da son zamanlarda transgenik hayvan modellerini kullanarak yapilan caligmalarla,
primordiyal folikiil havuzunun biyiimesini tetikleyen molekiiler mekanizmalar
aydinlatilmaya c¢alisilmaktadir. Primordiyal folikiil aktivasyonu ile ilgili en Onemli
mekanizmalardan biri PI3K sinyal yolagi’dir [114]. Bu sinyal yolaginin bilesenleri olan ve
folikiil popiilasyon dinamiklerinin diizenlenmesinde rol oynadigi diisliniilen molekiiller
temel olarak PI3K, PIP2, PIP3, PDK-1, Akt, p27, TSC, mTOR, S6K1, Foxo3 ve PTEN ‘dir
[115-116].

Hiicre proliferasyonu, canlilifi, gécili ve apoptoz gibi bir¢ok hiicresel siireglerde kritik rol
oynayan ve tiimdr baskilayici bir gen oldugu bilinen PTEN, PI3K sinyal yolaginin negatif
diizenleyicisidir. Mutant fareler {izerinde yapilan bir¢ok ¢alismalarda, PTEN’in bu sinyal
yolagindaki diger molekiiller ile sinerjik ve koordineli bir sekilde calisarak primordiyal

folikiillerin biiylimelerini baskiladig1 ve bu sekilde over rezervini korudugu gosterilmistir.

PTEN ekspresyonundaki artig, hiicre siklusu, apoptoz, biiylime ve farklanma gibi pek ¢ok
onemli yolakta gorevleri olan AKT ekspresyonunu baskilar. Akt memelilerde, hiicre
siklusunun G1 fazinda tutuklu kalmasindan sorumlu olan ve primordiyal folikiilden primer
folikiile gecisteki en Onemli baskilayicilardan birisi olan p27’yi inhibe eder [117].
Literatiirdeki mevcut calismalar, p27 geninin memeli ovaryum gelisiminde 6nemli bir
belirleyici oldugunu destekler niteliktedir. Deney hayvanlari iizerinde yapilan bir
calismada p27 geni silinmis farelerin tiim primordiyal folikiillerinde erken aktivasyon

goriilmiistiir [118]. Benzer bir ¢alismalarda ise, p27 geni silinmis farelerde, erken aktive
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olan folikiillerde oviilasyon ve liiteal hiicre farklanmasinin gergeklestiremedigi

gosterilmigtir [119-120].

Akt memelilerde, primordiyal folikiillerin sessizligi ve aktivasyonunun diizenlenmesinde
rol oynayan TSC’nin fosforilasyonunu diizenler. Literatiirde PTEN ve TSC ile ilgili birgok
caligma bildirilmistir. TSC molekiilii mTORCI1 yolag: {izerinden S6K1’in fosforilasyonunu
inhibe eder. Bu inhibisyon sayesinde primordial follikiillerin aktivasyonu engellenir. PTEN
molekiilii TSC’ye benzer sekilde ayni inhibisyonu PDK1 yolag: iizerinden saglar. PTEN,
PDK1 inhibisyonu ile S6K1’in fosforile olmasimi engeller. Daha agik bir ifadeyle,
primordiyal havuzun korunmasi i¢in PTEN molekiiliniin PDKI1’i baskilamasi
gerekmektedir. PTEN ve TSCI1 geni silinmis farelerle yapilan calismalarda, PTEN ve
TSC1 yoklugunun primordiyal folikiillerin asir1 aktivasyona neden oldugu ve buna baglh

olarak primordiyal folikiil rezervin tikkendigi gosterilmistir [121-122].

FOXO3 primordial folikiillerde oosit ¢ekirdeginde yiiksek diizeyde ekspres edilen ve over
rezervinin korunmasinda rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. Akt memelilerde,
FOXO03’ii fosforile ederek bu faktoriin apoptotik transkripsiyonel aktivitesini etkileyebilir.
Farelerde FOXO3’ilin azalan eksresyonunun, primordiyal folikiillerde apoptozu indiikledigi
ve boylece over rezervini azalttigi bilinmektedir [123]. Kemirgenler iizerinde yapilan
benzer bir ¢alismada, PTEN, Tscl ve Foxo3a genlerin oosit - spesifik delesyonunun

dormant primordiyal folikiillerin toplu aktivasyonuna sebep oldugu gosterilmistir [124].

KOH yillardir uygulanan bir teknik olmasmna ragmen, literatiirde tekrarlanan KOH
uygulamalarinin over rezervine olan etkisini PI3K sinyal yolag: lizerinden inceleyen bir

caligmaya rastlanmamastir.

Biz de ¢alismamizda, KOH uygulanan deney gruplarimizda primordiyal folikiil havuzun
azalmasi ile PTEN ve FOXO3 molekiillerinin ekspresyonlarindaki azalmasinin dogru
orantili oldugunu diisiinmekteyiz. KOH uygulamalarindan sonra PTEN ve FOXO3
ekspresyonlarinin azalmasi ile primordiyal folikiil havuzunu koruyan mekanizma veya
mekanizmalarin dengesi bozuluyor olabilir. Calismamizin verileri de bu durumu destekler

niteliktedir.
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Giliniimiizde KOH uygulamalari, infertilite olgularinin artmasi ile birlikte yardimla tireme
tekniklerinin vazgecilmez bir pargast haline gelmistir. Bu nedenle son zamanlarda,
hiperstimiilasyon uygulamalarinin insan viicudu iizerine olan etkisi bir¢ok arastirmacinin
ilgisini ¢ekmektedir. Literatiirde, tekralanan KOH uygulamalarinin ovaryumlarin yapi ve
fonksiyonu, over rezervi, folikiiler histoloji, embriyo kalitesi, genetik mekanizmalar ve
klinik gebelik orani iizerinde olan olumlu ve/veya olumsuz etkilerinin incelendigi birgok

calisma bulunmaktadir [5,6,7].

Memelilerde ovaryum folikiillerinin biiyiimesi ve gelismesi, ¢esitli genetik ve epigenetik
mekanizmalarin  kontrolii altindadir [125]. Hiperstimiilasyon uygulamalarinin bu
mekanizmalar {izerindeki etkilerini inceleyen cesitli ¢aligmalarda, siiperovulasyon ile
tiretilen embriyolarin normal yolla tiretilenlerle farkli bir gen ekspresyon profillerine sahip
olduklar1 gosterilmistir. Yine bu ¢alismalarda, siiperovulasyonun olumsuz etkileri arasinda
DNA metilasyon kaybi, DNA metilasyon artist ve DNA metilasyon gecikmesi gibi
olgulara dikkat ¢ekilmistir [126-128].

Kemirgenler iizerinde yapilan bir ¢calismada siiperovulasyon ile elde edilen blastosistlerde
DNA metilasyon diizeyinin kontrole gore 6zellikle i¢ hiicre kitlesinde azaldig: bildirilirken
[129]. Benzer bir ¢alismada ise oositlerde, embriyolarda, fetiislerde ve plasentalarda
degismis DNA metilasyonu hiperstimiilasyon uygulamalari ile iliskilendirilmistir [130].
Literatiirdeki bu caligmalar, DNA metilasyonun fare gelisimi ve germ hiicre farklilasmasi
icin gerekliligini ve yardimei lireme tekniklerinin, embriyo gelisimi sirasinda bu epigenetik

diizenlemeyi aksatabilecegini vurgulamislardir.

Oosit olgunlagmasi niikleer ve sitoplazmik olgunlasma olarak ikiye ayrilir. Niikleer
olgunlagsma oositin germinal vezikiil (GV) evresinden, metafaz 11 (MII) asamasina kadar
gecirdigi siire¢ olarak tanimlanirken, sitoplazmik olgunlasma ise bu sirada meydana gelen
yapisal degisiklikleri kapsayan siiregtir. Sitoplazmik olgunlasma, oositin fertilizasyon,
boliinme ve blastosist gelisimi asamalarini diizgiin bir sekilde gerceklestirebilmesini saglar
[131,132]. Yapilan c¢alismalarda, sitoplazmik olgunluga ulasamamis oositlerin yeterli
kalitede olmadiklar1 ve normal gelisimsel siiregleri tamamlayamadiklar1 gozlemlenmistir
[133]. Oositlerin kaliteleri ve gelisim kapasiteleri, ovule olmadan 6nce iginde bulunduklari

folikiiliin ¢apindan ve folikiiliin kalitesinden de etkilenir. Mevcut literatiirde, biiyiik
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folikiillerden elde edilen oositlerin gelisimsel kapasitelerinin kiigiik folikiillerden elde

edilen oositlere oranla daha fazla oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur [134-136].

Biz de ¢alismamizda, tekrarlanan KOH uygulanan deney gruplarindan elde ettigimiz olgun
oosit ¢aplariin kontrol grubundan elde edilen olgun oosit caplarina goére anlamli derecede
az oldugunu gozlemledik. Bu bilgiler 1s1ginda klasik IVF uygulamasinda da siklikla
kullanilan hiperstimiilasyon modelinin, elde edilen oosit ve olgun oosit sayisina, ovulasyon

oranina ve olgun oositlerin ¢aplarina etkisi oldugunu diisiiniiyoruz.

Oosit capr ile ilerleyen donemdeki embriyonel gelisim siireci arasinda da dogrudan bir
iliski vardir. Yeterli ¢apa ulasamayan oositler mayotik yetenek kazansalar bile sitoplazmik

olgunlagsma meydana gelmediginden, ileri embriyonik gelisimi destekleyemezler.

Literatiirde azalmis oosit kalitesi, gecikmis embriyonik ve fetal gelisimi hiperstimiilasyon
uygulamasi ile iliskilendiren calismalar bulunmaktadir. Hansen M. ve arkadaslar;, YUT ile
saglanan gebeliklerde artmis gebelik komplikasyonlar1 ve konjenital anomaliler rapor
etmislerdir [137-138]. Van der Auwera ve arkadaslari ise bu oositlerden elde edilen
embriyolarda, gecikmis embriyonik gelisim, artmis anormal blastosist olusumu ve belirgin

fetal bliyiime geriligi gibi anomalilerin goriildiigiini belirtmislerdir [139].

Normal ovulasyona sahip kadinlarda her menstiial donglide bir grup antral folikiil
gonadotropinlerin etkisiyle biiyilir. Ancak bunlardan yalnizca bir tanesi tam olarak
olgunlasir. KOH protokollerinde ise ayni siklusta ¢ok sayida olgun oosit elde edebilmek
amaciyla, insan menopozal gonadotropin (hMG) ve FSH gibi gonadotropinler ile klomifen
sitrat (CC) gibi baz1 medikal ajanlar kullanilmaktadir [140-144].

Ekzojen hormonlarin yiiksek dozda kullaniminin, over dokusu ve oosit maturasyonu
iizerine olan etkisi bir¢ok tartigmaya neden olmustur. Literatiirde genellikle, KOH
ajanlarinin over histolojisi ve oosit maturasyonu iizerine olumsuz etkilerinin oldugu
gosterilse de, az olmakla birlikte olumsuz etkilerinin olmadigin1 gosteren ¢aligsmalar da
mevcuttur. Ornegin, normal IVF uygulamasiyla, hiperstimiilasyon protokolii kullanilarak
yapilan IVF uygulamalarinin karsilastirildigi bir calismada, her iki gruptaki embriyolarin

kalitesi ve yariklanma kapasiteleri arasinda bir fark olmadig1 gosterilmistir [145]. Benzer
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bir calismada, yliksek seviyede gonadotropin uygulamasinin oosit ve embriyo gelisimi

tizerine dogrudan bir etkisinin olamadigi ifade edilmistir [146].

Dinamik bir siire¢ olan folikiiler gelisimin erken asamalari, gonadotropinlerden bagimsiz
olarak gergeklesse de aktive olmus folikiil grubu iginden tek bir baskin folikiil segiliminde
FSH ve LH’mn ¢ok onemli etkileri vardir. Bu nedenle, gonadotropinler ve reseptorleri
arasindaki etkilesim disi ireme sistemi fonksiyonu iizerinde hayati rol oynar [147,148].
Insanda, FSH-R ekspresyonu ¢ok tabakali primer folikiil asamasinda, teka hiicrelerinin
gorliiniimii ile birlikte graniiloza hiicrelerinin yiizeyinde baslar ve preantral folikiilden

antral folikiile gidildikge artar [147-152].

FSH, FSH-R ile etkileserek graniiloza hiicrelerini uyarmak amaciyla PI3K’in de i¢inde
bulundugu birgok hiicre i¢i sinyal yolagmi kullanir [153]. Literatiirde, FSH’1n folikiiler
matiirasyon siirecinde PI3K sinyal yolagini aktive ettigi [154-155] ve bu sinyal yolaginda
olusan bir diizensizligin folikiiler atrezide artis [156]. ve steroid hormon sentezinde

bozulma [157] ile sonu¢landigini gosteren ¢alismalar mevcuttur.

FSH ile uyarilan mural graniiloza hiicrelerinden yanit olarak, graniilosa hiicrelerinin
cogalmasi, biiylimesi ve farklilagmasinda rol oynayan yiizden fazla hedef genin
aktivasyonu saglanir. Bu genlerden birisi de LH-R’ diir. Folikiillerin saglikli sekilde
ovulasyona dogru ilerlemesi i¢in yeterli sayida LH-R’ne sahip olmasi gerekmektedir [158-
162].

Literatiirdeki mevcut caligmalarda, LH-R ekspresyonunun oosit matiirasyonu, ovulasyon
ve luteinizasyon igin gerekli oldugu vurgulanmaktadir. Zhang ve arkadaglari, LH-R
knockout farelerle yaptiklar1 bir ¢alismada, bu farelerde kontrole kiyasla kiigiik ovaryum,
ince uterus ve vajinal agiklik olusumunda gecikme oldugu bildirilmislerdir [163]. Bir diger
calismada ise LH-R knockout farelerin ovaryumunda antral folikiil olusumu gozlendigi
ancak, preovulatuar folikiil ve KL olusumunun goriilmedi bildirilmistir. Bu g¢alismada,
follikiiller yiiksek dozda FSH ile uyarilsalar bile folikiiler gelisimlerinin antral folikiilden
oteye gitmedigi goriilmiis ve LH-R folikiiler maturasyon ig¢in vazgec¢ilmez oldugu

vurgulanmistir [164].
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Ovaryumda LH-R ekpresyonunun gergeklesmesi igin FSH indiiksiyonu gereklidir. Sigan
graniiloza hiicrelerinde, bir FSH antogonisti olan FRBI (FSH-receptor binding inhibitdr)
araciligi ile FSH - FSH-R etkilesiminin bloke edildigi bir in vivo deney modelinde, LH-R
ekpresyonunun anlamli 6l¢iide azaldigi [165]. benzer baska bir ¢alismada ise azalmis
LH-R ekpresyonu ile birlikte, bozulmus graniilosa hiicre proliferasyonu ve artmis folikiiler
atrezi rapor edilmistir [7]. Benzer bulgular FSH-R knockout farelerle yapilan galigmalarda
da bildirilmistir [166].

Bununla birlikte, ILGF-1, IL-6 ve dstrojen gibi yerel faktorlerin de LH-R ifadelenmesine
iizerine 6nemli etkisi vardir. Bu etkileri inceleyen cesitli calismalarda, folikiiler gelisimin
desteklenmesi i¢in gerekli olan LH-R ifadelenmesinin ancak, bu faktorlerin koordineli
caligmast ile saglanacagi vurgulanmgtir. Ornegin, graniiloza hiicrelerinde eksprese olan
ERp geni igermeyen farelerle yapilan bir ¢alismada, bu deneklerde LH-R ekspresyonu
yetersiz oldugu ve FSH uyarimi ile indiiklenen graniiloza hiicre farklilasmasinin
duraksadig1 goriilmiistiir [167]. Baska bir ¢alismada ise, sican graniiloza hiicre kiiltiir
sistemine eklenen, IGF-1’in FSH-R [168] ve LH-R ekspresyonlarinda artisa neden oldugu,
bununla birlikte IGF-1 inhibitor uygulanan deneklerde ise LH-R ekspresyonunun azaldigi
bildirilmistir [169].

Biz de c¢aligmamizda, tekrarlanan KOH uygulanan gruplarda LH-R ekspresyonunun
kontrole kiyasla anlamli oOlgiide azaldigini gozlemledik. LH-R ekspresyondaki bu
azalmanimn, KOH uygulamalarmin PIK3 sinyal yolaginda yarattig1 diizensizlikten
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizda elde ettigimiz, PIK3 sinyal yolagin
temel bilesenlerinden olan PTEN ve FOXO3 molekiil ekspresyonlarindaki azalma
bulgulari da bu durumu destekler niteliktedir.

Bir kadmin sahip oldugu toplam oosit sayis1 genetik olarak belirlidir ve bu say1r yasam
boyu giderek azalir. Yardimla tireme tekniklerindeki ilerlemelere ragmen gebelik saglamak
amaciyla hastalarin ¢ogunda birden fazla KOH uygulamas1 yapilmasi gerekmektedir. Bu
durum tekrarlanan KOH uygulamalarin, hastanin yumurtalik rezervini etkileyip
etkilemeyecegi sorusunu giindeme getirmistir. Literatiirde yer alan bir¢ok c¢alismada,
menstruel dongiliniin 3. giliniinde artmis E2 ve FSH seviyeleri, kotii over rezervinin

gostergesi olarak kabul edilmektedir [76].
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Biz de ¢alismamizda, over rezervini belirlemek amaciyla KOH uygulanan gruplarda FSH,
LH ve E2 seviyelerini kontrole kiyasla artmig olarak bulduk. Elde ettigimiz bu veriler s6z
konusu gruplarda azalmis primordiyal folikiil sayis1 ve azalmis PTEN, FOXO3

ekspresyonlarindaki azalma bulgulari ile de uyumluydu.
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6. SONUC VE ONERILER

Infertilite olgularmmn artmasi ile birlikte KOH, yardimla iireme tekniklerinin vazgegilmez
bir parcas1 haline gelmistir. YUT ¢ercevesinde uygulanan KOH teknigi her ne kadar
normal kosullarda ¢ocuk sahibi olamayan c¢iftlere biiylik dl¢iide umut 15181 olsa da uzun
vadedeki etkileri incelenmelidir. Bu uygulamalarin disi iireme sistemi iizerine olan etkisini

inceyen caligmalar ise giin gectik¢e hiz kazanmaktadir.

Bu calismada, tekrarlanan kontrollii ovaryan hiperstimiilasyon’un, PIK3 hiicre i¢i sinyal
yolaginin temel bilesenlerinden olan ve over rezervini korudugu bilinen PTEN ve FOXO3
proteinleri ile LH-R ekspresyon diizeylerini azalttigi, over rezerv belirteglerinden olan
FSH, E2 ve LH gibi hormonlarin seviyelerini etkiledigi, ovaryumun histolojik yapisi, oosit

morfolojisi ve sayisi tizerinde olumsuz etkilere sebep oldugu izlenmistir.

Elde ettigimiz tiim bu veriler 1s18inda, fazla sayida ve st {iste uygulanan KOH
protokollerinin over rezervinin gostergesi olan primordiyal folikiil havuzunu azaltarak

menopoz yasini one ¢ekebilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamiz sonucunda elde edilen verilerin, KOH protokolleri sonrasinda, over dokusunda
onemli Olclide azalan ya da tamamen yok olan proteinlerin korunmasina yonelik yeni
tedavi ajanlarinin/ilaglarinin gelistirilmesine katki saglayacagini ve bdylece hastalarin
bircok yan etkisi olan ekzojen hormonlara etken kalmadan, alternatif yeni tedavi

yontemleri ile iiretken donemlerini saglikli olarak uzatabileceklerini diisiinmekteyiz.
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