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TURKCE OZET

Prematiire over yetmezligi (POI), hipodstrojenik ve hipergonadotropik
amenore ile karakterize, 40 yasmndan Once bireylerin normal yumurtalik
fonksiyonlarin1 kaybettigi, subfertilite/infertilite ile sonuglanan patolojik bir
durumdur. Gilinlimiizde kullanilan hormon replasman tedavisinin, ovaryum
fonksiyonlarinit normale dondiirmede yetersiz kalmasi ve kanser riski gibi yan etkileri
nedeniyle alternative tedavi arayislart stirmektedir. Beyaz yag dokusunda eksprese
edilen adipokinlerin disi ve/veya erkek bireylerde fertilite iizerinde etkilerinin oldugu
bilinmektedir.

Asprosin, glukojenik ve oreksijenik etkili bir adipokindir. “Asprosin, disi
fertilitesini olumsuz etkileyen POI’de azalmis ovaryan rezervini, ovaryum
foliikiilllerinin gelisimi uyararak arttirir” hipotezinin test edilebilmesi i¢in planlanan
bu ¢alismada, asprosinin POI’de azalan ovaryum rezervini ve bozulan ovaryan foliikiil
gelisimini  etkileyip etkilemediginin  gosterilmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda 4-vinilsikloheksen diepoksit (VCD) ile olusturulan POI sican
modelinde asprosinin etkisi, histolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal
yontemlerle degerlendirildi. 60 giinlilk deneklere, 8 hafta boyunca intraperitoneal
yolla asprosin (500 ng/kg/giin) ya da serum fizyolojik verildi. 1. ,15. ve 71. giinlerde
alman kan oOrneklerinde serum AMH ve Ostrojen konsantrasyonlari Ol¢iildii.
Deneklerin ovaryumlarindan hazirlanan ve hematoksilen-eosin ile PCNA ile boyanan
kesitlerde ovaryan folikiiller sayildi, graniilosa hiicre proliferasyonu degerlendirildi.
Biyokimyasal bulgular, POI olusturulan deneklere gére AMH ve Ostrojen
konsantrasyonlarinin asprosin uygulanmasi ile anlamli olarak yiikseldigini; histolojik
ve immiinohistokimyasal bulgular ise asprosinin, primordial folikiillerin yan1 sira
gelismekte olan folikiil sayilarinda ve graniilosa hiicrelerinin proliferasyonunda
anlamli artisa neden oldugunu gdsterdi.

Sonug olarak ¢alismamiz, asprosinin, primordial folikiillerin aktivasyonuna
neden olarak over rezervini ve folikiil gelisimini olumlu yonde etkiledigini gdsterdi.
Bu baglamda calismamizin asprosinin, primordial folikiillerin aktivasyonunu ve
folikiil gelismini etkileyen ¢esitli faktorlerin ve mekanizmalar {izerindeki arastirilacagi
yeni ¢aligmalara onciiliik edecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: asprosin, adipokin, POI, infertilite, ovaryan folikiil gelisimi
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INGILIZCE OZET

Investigation of the Effect of Asprosin on Follicle Development in a Model of
Premature Ovarian Insufficiency

Premature ovarian insufficiency (POI) is a pathological condition
characterized by hypoestrogenic and hypergonadotropic amenorrhea, where
individuals lose normal ovarian functions before the age of 40, resulting in subfertility
or infertility. The search for alternative treatments continues due to the inability of
currently used hormone replacement therapy to normalize ovarian functions and side
effects such as cancer risk. Adipokines expressed in white adipose tissue are known to
have effects on fertility in female and/or male individuals. Adipokines expressed in
white adipose tissue are known to have effects on fertility in female and/or male
individuals.

This study, planned to test the hypothesis that "Asprosin increases the
decreased ovarian reserve in POIL, which negatively affects female fertility, by
stimulating the development of ovarian follicles", was aimed to show whether asprosin
affects the decreased ovarian reserve and impaired ovarian follicle development in
POI. For this purpose, the effect of asprosin on the 4-vinylcyclohexene diepoxide
(VCD)-induced POI rat model was evaluated by histological, immunohistochemical
and biochemical methods. Sixty-day-old rats were intraperitoneally given asprosin
(500 ng/kg/day) or physiological saline for 8 weeks. Serum AMH and estrogen
concentrations were measured in blood samples taken on the Ist, 15th and 71st day.
Ovarian follicles were counted and granulosa cell proliferation was evaluated on the
sections which were prepared from the ovaries of the rats and stained with
hematoxylin-eosin or PCNA,. Biochemical findings showed that AMH and estrogen
levels were increased significantly with asprosin administration compared to POI
group; histological and immunohistochemical findings showed that asprosin caused a
significant increase in the number of developing follicles as well as primordial follicles
and the proliferation of granulosa cells.

In conclusion, our study showed that asprosin positively affects ovarian reserve
and follicle development by causing activation of primordial follicles. In this context,
we think that our study will lead to new studies in which asprosin will be investigated
on various factors and mechanisms affecting the activation of primordial follicles and
follicle development.

Keywords: asprosin, adipokine, POL, infertility, ovarian follicle development
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1. GIRIS

Prematiire over yetmezligi (POI), 40 yasin altindaki kadinlarin yaklasik %1'ini
etkileyen subfertilite veya infertilite ile sonuglanan patolojik bir durumdur.
Biyokimyasal olarak hipodstrojenik ve hipergonadotropik kosullara sahip amenore ile
karakterize olan bu tabloda bireyler 40 yasindan Once normal yumurtalik
fonksiyonlarini kaybederler (Webber ve ark., 2016).

Giiniimiizde POI'li kadinlar i¢in en etkili tedavi hormon replasmanidir.
Hormon replasman tedavisi, hastalarin yagsam kalitesini iyilestirse de, ovaryum
fonksiyonlarii tam olarak normale dondiiremede yetersiz kalmakla birlikte, yliksek
kanser riski gibi yan etkilerinden dolay1 bir¢ok kadin icin yarardan ¢ok zarar
verebilmektedir (Madalinska, Beurden, Bleiker, & Valdimarsdottir, 2006). Bu nedenle
birgok bilim insani, kok hiicre temelli stratejilerin kullanimi gibi alternatif terapotik
yaklagimlar gelistirmeye c¢aligmaktadir. Kemik iligi, adipoz doku, plasenta,
endometriyum ve umblikal kord gibi ¢esitli doku ve organlardan izole edilen
mezenkimal kok hiicreler, folikiil biiylimesini uyarmak ve oosit kalitesini, oviilasyonu
ve fertiliteyi iyi hale getirmek icin POI tedavisi olarak kullanilmistir (Byers ve ark.,
2012; Cakiroglu,ve ark., 2020; Wang, Wang, Yang, Li, & Yang, 2017).

Adipoz doku, eksprese ettikleri adipokinler araciligla endokrin, parakrin ve
noroendokrin sinyaller iireterek ¢ok sayida fizyolojik ve patolojik siirecin
diizenlenmesinde rol oynar (Mohamed-Ali, Pinkney, & Coppack, 1998). Yakin
zamanda yapilan arastirmalar adipokinlerin disi ve/veya erkek bireylerde fertilite
tizerinde olumlu veya olumsuz etkilerinin oldugunu gostermektedir. Yeni tanimlanan
bir adipokin olan asprosinin reseptdrlerinin devre dis1 birakilmasinin sperm canlili§in
ve morfolojisini etkilemezken, erkeklerde fertilitenin azalmasiyla sonuglanan spermde
onemli Olglide progressif motilite kaybina neden oldugu ve asprosin tedavisi ile
progressif sperm motilitesinin 6nemli Olclide iyilestigi gdsterilmistir. Ek olarak,
asprosin uygulamasinin yasa bagli sperm motilitesindeki azalmay1 iyilestirdigi ve
dogurganliktaki yasa bagh diisiisii tersine cevirdigi ve testosteron seviyelelerini
yiikselterek testikiiler fonksiyonlar: iyilestirdigi bildirilmistir (Wei, Long, & Wang,
2019).



Ovaryumlar ve adipoz doku arasinda, adipokinlerin aracilik ettigi yakin bir
iligki vardir. Literatiirde vaspin, omentin, apelin, leptin, kemerin, irisin, adiponektin
gibi bazi adipokinlerin ovaryan steroidogenezi regiile ettiklerine iliskin veriler
bulunmaktadir. Asprosinin, disi sigirlarda, teka hiicrelerinin fonksiyonlarini ve folikiil
biiylimesini etkiledigi ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda graniiloza hiicre fonksiyonlarini
doz bagimli olarak diizenledigi gosterilmistir (Maylem, Spicer, Batalha, & Schutz,
2021). Ayrica, menstrual siklus evrelerine gore asprosin seviyesinin degismesi,
folikiiler sivida asprosin ve mRNA diizeyinde reseptor ekspresyonuna ek olarak hem
saglikli hem de neoplastik over dokusunda asprosin ve reseptdr proteinlerinin
ekspresyonu, asprosinin ovaryan folikiilerin gelisiminde etkisinin oldugunu
gostermektedir.

Bu tez projesinde hipotez “Asprosin peptiti, disi fertilitesini etkileyen
patolojilerden biri olan prematiir ovaryan yetmezliginde azalmis ovaryan rezervini,
ovaryum foliikiilllerinin gelisimi uyararak arttirir” seklinde kurulmustur.

Hipotezin test edilebilmesi i¢in 6nerilen projede, asprosinin POI’de azalan ovaryum
rezervini ve bozulan ovaryan foliikiil gelisimini etkileyip etkilemediginin gosterilmesi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda iki hedef belirlenmistir:

Hedef 1: Prematiir ovaryan yetmezIligi (POI) sigan modelinin olusturulmas: ve
histolojik ve biyokimyasal olarak kontrol grubu ile kiyaslanarak dogrulanmas.
Hedef 2: POI sigcan modelleri olusturulmus deneklerde asprosinin ovaryan rezerve
etkisinin histolojik ve biyokimyasal olarak belirlenmesi.

Sunulan calisma agagida belirtilen nedenlerle 6zgiin deger tasimaktadir:

1. Asprosinin POI modelinde etkinligini gosteren literatiirdeki ilk ¢alisma olmasi.

2. Asprosin peptitinin, POI’de bozulan hiicresel ve molekiiler mekanizmalarda
inhibitor ya da aktivator olarak kullanilabilme potansiyelinin belirlenmesi,

3. Asprosinin, disi genital sistem patolojilerinde tek basina veya kombin tedavilerde
uygulanabilirligini aragtiran yeni ¢alismalarin 6niinii agabilecek 6n veriler sunmast,
4. Klinikte bu peptitin kullanilabilecegi efektif yeni tedavi protokollerinin

olusturulabilmesi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Disi Ureme Sistemi

2.1.1. Ovaryum anatomisi

Ovaryumlar, uterusun her iki yaninda yer alan, bord ligamentlere bagli, pelvik
duvara yakin konumlanmis, fossa adi verilen ¢okiintiilerde yer alan disi gonadlardir.
Fossa, dis iliak damarlar ve iireter tarafindan sinirlandirilmiglardir. Ovaryum genis bir
korteks, medulla ve hilum olarak tanimlanmis olan bdolgelere sahiptir (Blaustein,
1982).

Her bir ovaryum, arka yiizeyine kisa bir periton kivrimi (mezovarium),
ovaryum bagi (utero-ovaryan) yoluyla ipsilateral uterin kornuya ve fundibulopelvik
(asic1) bag yoluyla yan pelvik duvara baglanir. Erigkinlerde, ovaryumun maksimum
boyutu yaklasik 3 ila 5 cm ve agirligi 5 ila 8 g’dir. Bu 6lgtimler yas, gebelik ve fertilite
durumuna bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir (Blaustein, 1982; O'Neill, ve ark.,
2023).

Ovaryum, reprodiiktif yasaminin erken dénemlerinde piiriizsiiz pembe-beyaz
bir yiizeye sahiptir ve yas ilerledik¢e kivrimli ve giriform hale gelir. Ovaryumlarin 6n
kenar1 ince, diizdiir ve bord ligamentin arka yiizeyine mezovaryum olarak adlandirilan
bir periton kivrimi ile tutturulmustur (Baggish, & Karram, 2016). Bord ligamentlere
baglanmasinin yani sira ovaryumlar birbirleri ile de baglantilidir; uterusun yan
kosesine baglanan uteroovaryan bag ve ovaryumlarun iist yuvarlak kutbundan duvara
uzanan bir bag vardir (Baggish, & Karram, 2016). Bu bag fallop tiipii fimbrialarinin
hemen bitisiginde yer alir. Uterus ile ovaryum arasindaki bagda ¢izgisiz kas lifleri
bulunmaktadir. Asimetrik morfoloji yaygindir, sag ovaryum genellikle soldan
biiyiiktiir (Blaustein, 1982; O'Neill ve ark., 2023).

Ovaryum, intraperitoneal olan tek pelvik yapidir ve yiizey germinal epitelini
cevreleyen visseral periton mezotelyumu ile kaphdir. Germinal epitel, tunika
albuginea tabakasinin iizerinde bulunur. Tunika albuginea, kortikal ovaryum stromasi
ve gelisimin c¢esitli asamalarinda yerlesik folikiilleri barindiran siki bag dokusu

yapisindadir. Kortikal stroma; diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve kapiller aglar olmak



tizere cesitli hiicre tiplerini igermekte olan matrikstir. Medullar stroma, vaskiiler ve
lenfatik yapinin yam sira sinirleri i¢eren diizensiz bag dokusundan olugmaktadir

(Blaustein, 1982; O'Neill ve ark., 2023).
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Rektum
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Sekil 1. Ovaryum anatomisi (Lecturio, Lisans: CC BY-NC-SA 4.0)

2.1.2. Ovaryum embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlenmesine karsin gonadlarin
erkek veya disi morfolojik 6zellikleri 7. haftada ortaya ¢ikmaktadir (Coucouvanis,
Sherwood, Carswell-Crumpton, Spack, & Jones, 1993). Disi gonadlar ii¢ farkl
kaynaktan koken alir: Posterior abdominal duvarin s6lomik epiteli (mezotel), s6lomik
epitelin altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu) ve primordial germ hiicreleri
(Sadler, & Langman, 2012).

Gestasyonel gelisimin 5. haftasinin ortasinda sélomik epitelin altindaki
mezensime dogru biiylimesi ile primer seks kordonlar1 (gonadal kordonlar) olusur
(Sadler, & Langman, 2012). Gestasyonel gelisimin 4. haftasinda allantoisin vitelliis
kesesine komsu duvarinda beliren ve epiblast kaynakli ekstraembriyonik mezoderm
kokenli kiiresel hiicreler olan primordial germ hiicreleri, 5. haftada posterior viicut
duvarinda gelisen mezonefrozun medialindeki gonadal kabartiya goc ederler (Sekil 2)
ve 6. haftada gonadal kabartiy istila ederek primer seks kordonlarina dahil olurlar.
Yaklagik 1000 ila 2000 primordiyal germ hiicresi genital kabartiy istila ederler. Eger
primordiyal germ hiicreleri go¢ etmezse, gonadlar olusmaz (Sadler, & Langman,

2012).



Goglin  tamamlanmast ve yeni genlerin aktive olmasi ile gonadlarin
farklilagmasi siirecine girilir. Ovaryum gelisimi, testisten farkli olarak gestasyonel
gelisimin 8. haftasinda baslar; ancak 10. haftaya kadar histolojik olarak ayirtedilemez.
Erken diferansiyasyon doneminde seks kordonlari belirgin olmamakla beraber
medullanin i¢lerine sokulurlar. Ardindan bu kordonlar kaybolur ve yerini vaskiiler
stroma alir (erken diferansiyasyonun 49. giinii). Prolifere olmaya devam eden yiizey
epiteli, 7. haftada ikinci farklilasma ile kortikal kordonlar1 olusturur. Gestasyonel
gelisimin 16. haftasinda kortikal kordonlarin, germ hiicresi igeren hiicre gruplarini
ayrilmasi ile primordiyal folikiiller meydana gelir. Germ hiicreleri oogonyumlari,
yiizey epitelinden kdken alan oogonyum ¢evresindeki hiicreler ise folikiiler hiicreleri

olusturur (Baker, & O, 1963).
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Sekil 2. Primordiyal germ hiicrelerinin gocii. Gorsel BioRender aracilig ile olusturulmustur.
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2.1.3. Ovaryum histolojisi

Disi gametler olan oositler ile dstrojen ve progesteron gibi steroid hormonlari
iireten ovaryum, distan ice dogru germinatif epitel, tunika albuginea, korteks ve
medulladan meydana gelir. Germinatif epitel, ovaryumun dis yiizeyinde
bulunmaktadir ve tek katl, kiibik epitel yapisindadir. Germinatif epitelin hemen
altinda yer alan tunika albuginea ise kollojen liflerden zengin bir bag dokusu yapisidir.
Tunika albuginea pembe-beyaz renklidir. Korteks tabakasi, bag dokusu stroma

igerisine gomiilii folikiller ile karakterizedir.



Ovaryumda disi gametler olan matiir oositlerin gelistigi folikiilogenez siireci
olaylanir. Folikiiller, ovaryumun korteks tabakasinda fetal yasamin dordiincii ayinda
gelismeye baslar. Intrauterin yasamin besinci ayinda yaklasik 7 milyon germ hiicresi
iceren bir folikiil havuzu mevcuttur (Baker, & O, 1963). Havuzdaki folikiil sayis1
giderek azalir ve dogumda ovaryumda 266.000 - 472.000 folikiil icerir (Forabasco ve
ark., 1991). Dogumdan o6nce baslayan bu azalma ¢ocukluk boyunca devam eder;
menarsda yaklasik 500.000 primordiyal folikiil kalir. Her folikiil, birinci mayoz
boliinmenin profazinda bekleyen bir oosit icerir (Sekil 3). Matiir oosit liretimi i¢in
primordiyal folikiil havuzundaki folikiiller aktive olur ve primer ve sekonder folikiiller
olusur. Antral asamaya erisen folikiillerin cogu dejenerasyona ugrarken birkag1
bliylimeye devam ederek oviilasyon Oncesi asamaya kadar ulagir. Ovaryumdaki
folikiiller gelisim siirecinde sirast ile primordiyal folikiiller, primer folikiiller
(unilaminar, multilaminar), sekonder folikiiller, matiir folikiiller ve atretik folikiiller

olusur.
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Sekil 3. Artan yasla birlikte insan yumurtaliklarindaki toplam germ hiicresi popiilasyonunda meydana
gelen degisiklikler (Baker, & O, 1963).



Primordial folikiillerde, mayoz I’in profaz asamasinda boliinmesi duraklamis
capt yaklagik 25 pum olan primer oosit bulunmaktadir. Ovulasyondan hemen once
mayoz | tamamlanir ve sonugta sitoplazmanin ¢ogunlugunu alan sekonder oosit ile
birinci kutup cismi ismini alan hiicre olusur. Mayoz II, fertilizasyon gerceklestiginde
DNA replikasyonu baslamadan meydana gelir. Sonucunda ovum ile ikinci kutup

cisimcigi olusur.( Bourdais, A., Dehapiot, B.,& Halet, G., 2018)

2.1.4. Gelisimin farkli basamaklarindaki folikiiller

2.1.4.1. Primordiyal folikiiller

Primordiyal folikiiller, folikiiler gelisimin ilk basamagidir. Her primordiyal
folikiilin dort olast kaderi vardir: (1) primordiyal folikiil olarak kalmak, (2)
dejenerasyona ugramak, (3), gelismeye baglamak daha sonra atrezi ugramak veya (4)
gelismeye baglamak ve sonunda bir oosit salivermek ardindan da bir korpus luteum
olusturmak (Zeleznik ve ark., 2015).

Insan primordiyal folikiiliiniin ¢apt yaklasgtk 40 mm'dir (Townson, &
Combelles, 2012). Tek kath yasst folikiiler hiicrelerin ¢evreledigi primer oositten
olusur (Sekil 4). Stromadan bazal lamina ile ayrilmaktadirlar. Primordiyal folikiiller,
ovaryumun tipik olarak periferik korteksinde yerlesiktir (Sforza, Vizzotto, Ferrario, &
Forabosco, 2003). Primordiyal folikiiller, germ hiicrelerinin niikleusu ile iliskili
mitokondri ve golgi cisimcikleri dahil olmak {izere sitoplazmik organellerin birlesimi
olan Balbiani cisimcigi igerir (Pepling, Wilhelm, O'Hara, Geghardt, & Spradling,
2007).

Dogum sirasinda ovaryumdaki primordiyal folikiillerin toplam sayisi, lireme
sisteminin bir dmiir boyunca yararlanacagi sinirli bir havuz olarak kabul edilir. Bazi
aragtirmalar yetiskin insan yumurtalifinda neoogenez adi verilen bir siire¢ yoluyla
yeni germ hiicreleri olusturabilen hiicrelerin bulundugunu 6ne siirtilmiistiir (Virant-
Klun, 2015). Yetigskin ovaryum rezervini olusturan primordiyal folikiillerdeki oosit,
mayotik profaz I'de duraklar ve yillar sonra gergeklesecek olan oviilasyon ile
etkinlesene kadar profaz I'de bekler (Pelosi, Simonsick, Forabosco, Garcia-Ortiz, &

Schlessinger, 2015). Puberte ile yeniden uyanan folikiillerin ¢ogu, oositlerin ve olgun



graniiloza hiicrelerinin 6zel bir apoptoz sekli olan atreziye maruz kalir (Gleicher,
Weghofer, & Barad, 2011).

Ovaryum hacmi ile primordiyal folikiil sayis1 arasinda pozitif bir korelasyon
vardir; yaklastk 1000 primordiyal folikiil, 3,01 c¢cm® ovaryum hacmine karsilik
gelmektedir (Kelsey, & Wallace, 2012). Ovaryum rezervi, primordiyal folikiil
havuzundaki graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan serum AMH diizeyleri
araciligiyla 6lciilebilmektedir (Rooij ve ark., 2002). Primirdiyal folikiillerin duraklama

fazini terketmeleri primer folikiillerin olugmasi ile sonuglanir.

Sekil 4. Primordial folikiiller. Ok: primordial folikiilde oositi gevreleyen yassi folikiil hiicreleri. (Brelje,
& Sorenson, 2024)

2.1.4.2. Primer folikiiller

Folikiil i¢indeki oositin boyutunun artmasi ve cevrede graniiloza hiicre
katmanlarinin olusumu ile primer folikiiller meydana gelir. Primer folikiiller,
graniiloza hiicre katmanlarinin sayisina gore unilaminar ve multilaminar olmak tizere
ikiye ayrilir.

Primer folikiillerde, folikiiler biiyiime FSH (folikiil stimiile edici hormon)
tarafindan stimiile edilmektedir. Unilaminar primer folikiillerde, folikiiler hiicre
tabakas1 tek katli kiibik hiicrelerden, multilaminar primer folikiillerde ise ¢ok katl

kiibik folikiil hiicrelerinden yani graniiloza hiicrelerinden olusmaktadir (Sekil 5).



Primer folikdiller tipk1 primordiyal folikiiller gibi stromadan bazal lamina ile ayrilirlar.
Folikiil hiicreleri ¢ok katli asamaya gecip multilaminer primer folikiil meydana
geldiginde bazal lamina disinda stroma hiicrelerinden teka folikiilii sekillenmeye
baslar.

Unilaminar primer folikiillerde oositten salinan glikopreteinler olan ZP1, ZP2,
ZP3 igeren zona pellusida olusumu baglar (Sekil 5). Multilaminar primer folikiil
asamasina gelindiginde zona pellusida kalinlasir. Primer folikiil asamasinda folikiiler
hiicrelerin filopodlar1 ve oosit mikrovilluslari, zona pellusida igerisinde gap junctionlar
araciligi ile baglant1 kurmaktadir. Oosit ¢ap1 multilaminer primer folikiil asamasinda
artik 100-150 pm biiyiikliigline ulasmistir. Multilaminer primer folikiiliin gelisimine

devam etmesi ile birlikte sekonder yani antral folikiil meydana gelmektedir.

Sekil 5. Primer folikiiller. (A) Unilaminar primer folikil, (B) Multilaminar primer folikiil. O: Primer
oosit, G: Graniilosa hiicreleri, Ok: Tek katli folikiil hiicreleri, Ok basi: Zona .(Brelje, & Sorenson,
2024)

2.1.4.3. Sekonder (antral) folikiiller

Graniiloza hiicreleri arasinda antrumlarin gelismesi ile karakterize folikiillerdir
(Sekil 6). Antrumlar, icerigini plazma eksiidasi, steroid baglayici proteinler, hormonlar
ve glikoaminoglikanlarin olusturdugu folikiil sivist ile doludur. Graniiloza hiicreleri
arasinda yapisinda hyoluronan ve proteoglikanlar bulunan Call-Exner olarak
adlandirilan cisimcikler goriilebilmektedirler. Call-Exner cisimcikleri graniiloza
hiicrelerince salgilanir (Mcgee, & Hsueh, 2000; Myers, Britt, Wreford, Ebling, & Kerr,
2004).



Teka folikiilii teka-interna ve teka eksterna olmak iizere iki farkli tabakaya
farklilanir. Teka interna, steroid iiretimi yapan hiicrelerin bulundugu ileri derecede
vaskiilarize bir tabakadir. Teka eksterna ise stromal hiicrelerden olusur ve teka
internay1 ¢evreler (Sekil 6B). Sekonder folikiil asamasinda teka interna ile graniiloza
hiicrelerini ayiran yapi bazal laminadir. Oosit ile iliskili bolgede graniiloza hiicreleri
kumulus ooforus adini almaktadirlar. Oosit ile temasta olan kumulus ooforus hiicreleri
ise korona radiata olarak adlandirilir (Sekil 6B). Korona radiata hiicrelerinde zona
pellusidaya penetre olan mikrovilluslar mevcuttur. Sekonder folikiil asamasinda bu

mikrovilluslar antral ylizeydeki serbest LH reseptorleri ile dogru orantili olarak

artmaktadir (Valdimarsson ve ark., 1993).

Sekil 6. Antral folikiiller. (A) Erken antral folikiil. Ok: Graniilosa hiicreleri arasinda olusmaya baslayan
antrumlar. (B) Belirfgin bir antrumu olan sekonder folikiil. CO: kumulus ooforus, CR: korona radiara,
ST: membrana granulosum (Myers ve ark., 2004).
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2.1.4.4. Matiir (Graaf) folikiiller

Matiir (sekonder) oositi iceren bu folikiil, oosit ile graniiloza hiicrelerinin
arasinin gevsemesi ile oviilasyona dogru yol almaktadir. Matiir folikiiliin boyutu ~10
mm veya daha fazladir. Folikiilogenezin bu asamasinda teka tabakalari
belirginlesmistir. Teka interna tabakasindaki hiicrelerin sitoplasmasinda lipit
damlaciklar birikir (Gong ve ark., 1996).

Icten disa incelendiginde, oositi ¢evreleyen korona radiata, oosit ile folikiil
duvari arasinda yer alan kumulus ooforus ve son olarak folikiil duvarinda yer alan

membrana graniiloza tabakasi belirginlesmistir (Epic, 2001; Gougeon, 2010).

2.1.4.5. Atretik folikiller

Primordiyal folikiillerin olgunlasma siireci ya matiir folikiil olusumu ya da
atrezi ile sonuglanir. Olgunlasmaya baslayan bir folikiil, gelisimin farklh
basamaklarinda graniiloza hiicrelerinin apoptozunun aracilik ettigi atrezi ile atretik
folikiil haline gelir. Atrezi siirecinde oositte otoliz ve dejenerasyona bagl yapisal
degisikler meydana gelirken, dayanikli bir yapisi olan zona pellusida bu degisiklere
direnir ve katlanip kollobe olur (Sekil 7). Bag dokudaki makrofajlar zona pellusida ve
dejenere olan hiicrelerin fagositasyonunu gergeklestirir (Mcgee, & Hsueh, 2000;
Myers ve ark., 2004). Teka interna ile graniiloza hiicreleri arasindaki bazal membran
bagimsiz hale gelip kalinlasir, boylelikle hyalin bir yapt meydana gelir. Meydana gelen
bu hyalin yapiya camsi membran da denilmektedir. Atretik folikiiliin teka interna
tabakasindan kaynaklanan intertisyal bezler sayesinde teka hiicrelerinden az miktarda

androjen salinimi devam eder.
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(ok bast) zona pellusida kalintilarinin 1g1k mikroskopik goriiniimii. (B) Kan damarlarindan (ok)
kolaylikla ayirt edilebilen zona pellusida kalintilart (ok basi) (Myers ve ark., 2004).

2.2. Sican Disi Ureme Sistemi

2.2.1. Sigan ovaryum anatomisi

Sicanlarda sag ovaryum, sag bobregin kaudalinde ve omurganin L4-L5
hizasinda iken sol ovaryum sol bobregin kaudalinde L5-L6 hizasinda yerlesiktir
(Elvis-Offiah, Success-Isuman, Johnson, Ikeh, & Agbontaen, 2022). Insan ovarumlari
periton bosluguna acik iken sican ovaryumlar1 bursadadir. insan ovaryumu ile sigan
ovaryumu arasindaki bir diger farklilik ise sekil ve boyuttur. insan ovaryumlar1 oval
(badem benzeri) yapida iken sigan ovaryumlari kiireseldir (Elvis-Offiah,ve ark., 2022).
Wistar Hannover ve Sprague Dawley cinsi sicanlarda yapilan bir ¢aligmaya gore
ortalama ovaryum boyutu ~15 mm olup estrus siklusuna gore degismektedir (Elvis-

Offiah ve ark., 2022; Sato, Hashimoto, Doi, Yamada, & Tsuchitani, 2014) (Sekil 8).
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Sekil 8. Insan ve disi sicanda genital sistemlerin anatomik 6zellikleri (Elvis-Offiah ve ark., 2022).

2.2.2. Sigan ovaryum embriyolojisi ve folikiiler gelisim

Insanlarda oldugu gibi sicanlarda da primordiyal germ hiicrelerinin allantoisin
vitelliis kesesine komsu duvarinda belirmesi ile ovaryum gelisimi baglar ve devam
eder. Sican ovaryumlar1 dogum esnasinda somatik hiicreler ile ¢evrilmis ve kordonlar
halinde dizilmis oositlerden olugsmaktadirlar. Siganlarda dogum sonrasi1 0-7 giinlerde
[PND 0-7] (yenidogan donemi), folikiil gelisimi hipofizyal gonadotropinlerinden
bagimsizdir ve folikiiller preantral kalir (Sekil 9A). Dogumdan 3 giin sonra oositlerin
graniiloza hiicreleri ile kaplanmalarinin sonucu primordiyal folikiiller olusur.
Primordiyal folikiillere dahil olmayan oositler 3 ila 4. giinde kaybolur. Folikiillerde
antrum gelisimi, overin hipofiz gonadotropinlerine duyarli hale geldigi erken infantil
donemde (PND 8-14) meydana gelir (Sekil 9B). Geg infantil donemde (PND 15-20)
zona pellusida ortaya ¢ikar, hilus olusur ve antral folikiiller olgunlagir (Sekil 9D, Sekil
10). Juvenil evre (PND 21-32), FSH diizeylerinde en diisiik seviyeye karsilik gelen
mediiller folikiil atrezisinin meydana geldigi asamadir. Peripubertal donemde (PND
33-37), FSH seviyeleri ylikseldikce atrezi azalir (Sekil 11) ve LH, ovulasyona yol agan
iki modlu dalgalanma paternine baslar (McGee ve ark., 1997). Insan postnatal
gelisimin ~13. yilinda puberteye erisirken, sican i¢in bu siire postnatal gelisimin ~35.

giinline denk gelmektedir (McGee ve ark., 1997).
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Sekil 9. Sicanlarda postnatal folikiil gelisimi. (A) PND6 sican ovaryumu. Ince ok: primordiyal, kalin
ok: unilaminar primer ve ok basi: multilaminar primer folikiiller (B) PND 10 (erken infantil dénem).
Graniiloza hiicreleri (ok bas) ile tekal hiicreler (ok) arasinda net bir sinir bulunmayan multilaaminar
primer folikiillerde zona pellusidanin yoklugu izlenmekte. (C) PND 13 (erken infantil donem)). Erken
antral folikiiller, dolgun tekal hiicreler (ok) ve graniiloza hiicreleri (ok bast). (D) PND 15 (geg infantil
donem). Zona pellusida olusumu (ok) ve graniiloza hiicreleri (G) ile tekal hiicreler (T) arasindaki
belirgin ayirim (Picut ve ark., 2015).
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Sekill 11. PND35 sicanda peripubertal ovaryum atretik folikiil ve antral folikiillerin varligi (Picut ve
ark., 2015).

2.2.3. Sigan Ostrus donglisii

Ostrus disi siganlarda reprodiiktif dongiiye verilen isimdir. Disi siganlar strus
dongiisti dort evreden olusur: Prodstrus, dstrus, metdstrus ve didstrus (Cora, Kooistra,

& Travlos, 2015). Disi siganlar proostrus, dstrus donemlerinde gebe kalabilirler. Eger
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Ostrus evresinde fertilizasyon gerceklesmez ise endometriyumda gerileme (resorbtion)
gerceklesir. Insanlarda ise fertilizasyonun gerceklesmedigi durumda endometriyumun
dokildiigli menstiirasyon dénemi baslar. Menstiirial siklus ile Ostrus siklusunun
siireleri oldukca farklidir; Menstriirial siklus 28 giin siirer ve 14. giin ovulasyon
gerceklesirken Ostrus siklusu 4 -6 giindiir (Nelson, 2009).

Menstriiel ve oOstrus sikluslar1 arasindaki en goze carpan ortak nokta
hipotalamus tarafindan gonadotropin salgilayan hormonun (GnRH) pulsatil
salinimidir. Salgilanan GnRH adenohipofizdeki gonadotrop hiicrelerden FSH ve LH
hormonlarinin tiretimini ve salimimini tetikler. Bu hormonlar sistemik dolasim ile
ovaryumlara iletilir ve folikiillerin gelisimine ve sonucunda E2 (6strodiol) tiretimine
neden olur.

Ostrus déngiisiiniin evreleri vajinal smear teknigi ile alinan vajinal siiriintii
orneklerinin 151k mikroskopik degerlendirilmesi ile belirlenir (Tablo 1, Sekil 12). Bu

teknik ilk olarak Stockard ve Papanicolaou tarafindan kullanilmistir.

Tablo 1. Ostrus siklusu esnasinda smear dzellikleri.

Ostrus Evreleri Mikroskopik Ozellikleri

Prodstrus Cekirdekli ve ¢ekirdeksiz epitel hiicreler preperata hakimdir.

Ostrus % 75 kornifiye hiicreler mevcut iken, %25 oraninda g¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz epitel hiicreler
bulunmaktadir.

Meteostrus Cekirdekli ve kronifiye hiicrelerin yanisira ¢ok sayida 16kosit bulunur.

Diostrus Lokositlerin preprata hakim oldugu fazdir ve %85-100 oraninda bulunurlar.

2.3. Prematiir Ovaryan Yetmezlik (POI)

Prematiir ovaryan yetmezlik (POI) ilk olarak 1942°de Fuler Albright tarafindan
tanimlanmis ve primer ovaryan yetmezlik olarak adlandirilmistir. Daha sonrasinda
POI’yi yanimlamak i¢in tablo 2’de gdsterildigi gibi farkl terim kullanilmistir (Webber
ve ark., 2016) (Sekil 12).
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PUBMED yaym PUBMED son beg yila

sayIs1 ait yaym sayist

Primary Ovarian Insufficiency 1581 663
Premature Ovarian Failure 1601 573
Gonadal dysgenesis 3057 408
Premature menopause 1011 228
Early menopause 620 170
Hypergonadotropic hypogonadism 346 86
Premature Ovarian Insufficiency 79 70
Ovarian dysgenesis 204 26
Primary ovarian failure 145 20
Hypergonadotropic amenorrhea 52 9

Climacterium praecox 5 0

Menopause praecox 1 0

Sekil 12. PUBMED’de POI icin farkli terimlerin kullanildig1 toplam ve son 5 yila ait makale sayis1.
Eshre Gudline 2015°ten tiirkgelestirilmistir (Cooper ve ark., 2011; Webber ve ark., 2016).

Alan uzmanlari, yetersizlik (insufficiency) ifadesinin, durumun degisken
dogasin1 daha dogru bir sekilde tanimladigi ve eksiklik, kusur, bozukluk anlamina
gelen “failure” kadar olumsuz bir cagrisima neden olmadig gerekgesiyle
“insufficiency” yani yetmezlik kavraminin kullanimimi daha dogru bulmuslardir.
Benzer sekilde bu klinik tablo i¢in kullanilan “primer” ya da “prematiir” kavramlarinin
dogrulugu da tartisilmigtir. Primer terimi, Albright tarafindan 1942’de 6ne siiriilmiis
ve o donemde bir¢ok kisi tarafindan kullanilmistir. Primer terimi, sendromun ana
kusurunun, hipofiz tarafindan gonadotropin salgilanmasindaki merkezi bir bozukluk
sonucu olusan sekonder ovaryum yetmezliginden farkli olarak ovaryumdan
kaynaklandigin1 vurgulanmaktadir. Bu yaklasim Cooper ve meslektaslar tarafindan
tartisilmistir ve bu terminoloji bir Amerikan konsensiis toplantisinda benimsenmistir
(Cooper ve ark. 2011; Nelson, 2009) ve kadinlarda oviilasyonun gerceklesememesi ve
Ostrojen hormonunun yeterince iiretilememesi durumunu aktarabilmek icin “primer
ovaryan yetmezligi terimi kabul edilmistir. Bununla birlikte, dogal menopozdaki
kadinlar1 hasta popiilasyonundan hari¢ tutabilmek i¢in bir yas sinir1 belirlenmesi
gerekliligi nedeniyle tablonun “prematiire primer yumurtalik yetmezligi” veya PPOI
olarak adlandirilmasi diisiiniilmiistiir. (Cooper ve ark., 2011; Nelson, 2009). ESHRE
(Ureme Endokrinolojisi icin Ozel Ilgi Grubu, Utrecht, Aralik 2013) tarafindan

diizenlenen bir c¢alistayda menarsla iligkili olarak amenoreyi siniflandirmak igin
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yaygin olarak kullanilan "primer" ve "sekonder" terimlerinin karigikliga yol acacagi
kararina varilmistir. Katilimcilariin  net bir ¢ogunlugu “prematiire ovaryan
yetmezligi” terminolojisinin dogru oldugu sonucuna varmislardir. Sonug olarak:
* POI, 40 yasindan 6nce ovaryum fonksiyonunun kaybina bagli amenore olarak
tanimlanir.
* Kadinlardaki hipergonadotropik hipogonadizm durumudur ve primer amenore
ya da sekonder amenore seklinde kendini gosterebilir.

POI kadmn infertilitesinin baglica nedenleri arasindadir. Luborsky ve
arkadaslari, 40-55 yas aras1 kadinlarda yapilan bir aragtirmada POI prevalansinin %1,1
oldugunu bildirmislerdir (Luborsky, Meyer, Sowers, Gold, & Santoro, 2003). POI’nin
etiyolojisi genis kapsamlidir. Kromozomal kusurlar, frajil-X sendromu ve otozomal
gen kusurlari gibi sebepler basta olmak iizere kromozomal ve genetik kusurlar POI’ye
neden olabilir. POI ayrica otoimmiin bozukluklar, enfeksiyonlar, ameliyat, radyoterapi
veya kemoterapi dahil iatrojenik bir nedene sahip olabilir. POI’nin baslica iki sebebi
vardir (Tablo 2) (Woad, Watkins, Prendergast, & Shelling, 2006). POI genellikle

idiopatik veya spontan olarak siniflandirilmaktadir.

Tablo 2. POI sebepleri.

Az Folikiil Disfonksiyonel Folikiiller
Bireyin az folikiil sayist ile diinyaya gelmesi Gonadotropinlerin {iretilmemesi
Folikiillerin hizl1 dejenere olmasi Gonadotropik hormonlara cevap vermemesi

POl'nin pek ¢ok semptomu bulunmaktadir; bunlardan ilki oviilasyonun
ger¢eklesememesinden kaynakli, menstriial siklusta diizensizlik ve infertilitedir. POI
yalnizca fertiliteyi etkileyen bir durum degildir, aym1 zamanda kemik sagligim
(osteoporosis), kardiyovaskiiler saglig1 ve norolojik fonksiyonlari da etkiler. Bu etkiler
uzun vadeli sonuglara yol agabilir, POI ve erken menopozun daha yiiksek 6lim
oranlartyla iligkili olabilecegi diisiinlilmektedir. Erken Oliimiin ana nedeninin
kardiyovaskiiler hastaliklar oldugu bildirilmistir. POI sonucu olusabilecek bir diger
hastaliklar osteoporosis, biligsel bozukluk, demans, parkinsonizm ve cinsel islevde

azalmadir (Shuster, Rhodes, Gostout, Grossardt, & Rocca, 2010).
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2.4. 4-Vinilsikloheksen Diepoksit (VCD)

POI'de yer alan genetik ve molekiiler mekanizmalari tanimlamak ve yeni
terapotiklerin gelisimi i¢in deneysel ¢caligmalarda fare ve sican modelleri kullanilir. Bu
modeller, ovaryum gelisimsel siirecleri ve islevleri agisindan insanlarla yiliksek
derecede benzerlige sahiptirler. Ovulasyon siiresi ve monoovulasyona karsi
polioviilasyon dahil olmak iizere baz1 varyasyonlar ve fiziksel farkliliklar diginda,
POI'den sorumlu benzer bir genetik yol diizenlemesi sergiler (Na, & Kim, 2020).

Bu modeller, intraperitoneal (i.p.) veya kuyruk veni (intravendz) yoluyla
uygulanabilen siklofosfamid (Nguyen ve ark., 2019), busulfan (Yang ve ark., 2016),
sisplatin (Nguyen ve ark., 2019) ile kimyasal indiiksiyonla ve bunlarin yani sira murin
ZP3 330-342 peptidleri (Li ve ark., 2020) yardimi ile otoimmiin olarak
olusturulabilmektedir (Sekil 13).

Normal POI
| PoIHayvan Modeli >
*  Kemoterapi ilact *  Mental strese bagl —~
(O ~ aracils POI modeli POI modeli )
Ry <o
____________ A 8 )= «  Otoimmiin POI «  Galaktoz(GAL) f ‘
= modeli aractli POI modeli )
Normal ovaryum @
/ Prematir ovaryan yetmezlik (POT)
Primordiyal folikl \
e — Oosit
~
U Primer folikdl C)‘ }7 Pregraniiloza hiiereleri
(514
~ ©)
) \
Sekonder O O
foliiat Primordiyal folikiil

§ 3 f b
%) —§ 9 sayisinda azalma

Matiir folikil

Sekil 13. POI hayvan modelleri.

Kimyasal indiiksiyon ile olusturulan modellerde kullanilan ajanlardan bir
digeri 4-vinilsikloheksen diepoksit (VCD)’dir (Hoyer, Devine, Hu, Thompson, &
Sipes, 2001; Hoyer, & Sipes, 2007). Alev geciktiriciler, bocek ilaclari, yapistiricilar,
kokular ve sentetik kauguk tiretiminde kullanilan 4-vinilsikloheksenin kataboliti olan
VCD’nin ovotoksik etkisi vardir (Hoyer ve ark. 2001). VCD'nin kemirgenlerde ve
primatlarda primordial ve primer folikiillerin atretik dejenerasyonunu indiikledigini

gostermistir (Mayer ve ark. 2002). VCD’nin, apoptoz siirecini baslatarak selektif
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olarak si¢an ve fare primordiyal ve primer folikiillerinin sayisini1 azaltmasi (Fernandez,
ve ark., 2008; Hoyer, & Sipes, 2007), uygun perimenapozal hormonal degisikliklere
sebep olmas1 (Mayer, Devine, Dyer, & Hoyer, 2004), non-invaziv bir yontem olmasi
(Kempen, Milner, & Waters, 2011), cevresel dokular1 etkilememesi (Muhammad ve
ark., 2009), hem in vivo hem de in vitro test edilmis olmas1 (Mayer ve ark., 2002) ve
ayrica hayvanlarda genetik degisiklere sebep olmamasi1 (Kempen, Milner, & Waters,

2011) gibi avantajlar1 vardir.

2.5. Primordiyal Folikiil Aktivasyonunun Molekiiler Mekanizmalar:

Primordiyal folikiiller disi iiremesinin temel birimidir. Primordiyal folikiillerin
aktivasyonu, primordiyal folikiillerin folikiiler gelisim basamaklarina ge¢mis oldugu
durumdur. Primordiyal folikiillerin aktivasyonu gerceklestiginde bu durum geri
dondiiriilemez (Shah ve ark., 2018). Aktivasyonun ger¢eklesmesi ve bunun diizenli bir
sekilde gergeklesiyor olmasi folikiil rezervini dogrudan etkiler ve dolayisiyla disi
tireme Omriinii belirler. Primordiyal folikiil aktivasyonu, primordiyal folikiillerin
hareketsiz veya aktif durumlarinin korunmasinin altinda yatan molekiiler mekanizma
tam olarak anlagilamamustir.

Primordial folikiiller, oosit ve pre-graniiloza hiicreleri olmak tizere yalnizca iki
tip hiicreden olusur. Primordiyal folikiillerin aktivasyonu bu iki tip hiicrenin de
katilimini gerektirmekte ve her ikitip hiicre ile ilisliki yolaklarin devreye girmesi ile
gerceklesmektedir (Zhang ve ark., 2014). Oosit ile iligkili sinyal yollar1 PTEN-PI3K-
AKT sinyali ve TSC1/TSC2-mTOR sinyalidir. Bu sinyal yollarina ek olarak LHXS,
CDC42 transkripsiyon faktorleri ve E-kaderin molekiilii oosit ile iligkili primordiyal
folikiil aktivasyon araclaridir. Pre-graniiloza hiicrelerinde sinyal yollar1 ise
TSC1/TSC2-mTOR sinyali, FOXL2, SMAD3, AMH, ESR2 ve Wnt ligand salgi
aracisidir. Diger 6nemli sinyal yollar1 ve molekiiller ise HIPPO, HDAC6, SIRTI,
TGF-B1, NGF, EGF ve s.27 hiicre siklusu baskilayicisidir (Sekil 14) (Shah ve ark.,
2018).
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Sekil 14. Primordiyal folikiil aktivasyonunun molekiiler mekanizmalarinin bozulmasi ile POI modeli
olusturulmasi.

Primordiyal folikiil aktivasyonu sirasinda temel iki degisiklik meydana gelir:
yass1 graniiloza hiicrelerinin kiibik sekle doniismesi ve folikiil i¢erisindeki oosit ¢ap1

artmast. (Sekil 15).

Primordiyal folikil Primordiyal folikulun gelisim agamast Primer folikul

Oositin uyamist

Oosit B _——

< °°a‘oa

Sekil 15. Primordiyal folikiil aktivasyonunda folikiilde g6zlenen degisiklikler. Bir folikiil, ortasinda tek
bir oosit ve onu ¢evreleyen birkag¢ somatik hiicreden olusur. Primordiyal folikiil aktivasyonundan sonra,
folikiil hiicreleri yasst sekilden, kiibik sekle doniisiir ve oosit ¢api artar ( Zhang ve ark., 2023).
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2.6. ASPROSIN

Gegmiste sadece enerji depolama alani olarak kabul edilen adipoz doku,
eksprese ettigi adipokinler aracilifla endokrin, parakrin ve néroendokrin sinyaller
tireterek ¢ok sayida fizyolojik ve patolojik siirecin diizenlenmesinde rol oynar
(Fasshauer, & Bliiher, 2015). Adipoz doku tarafindan eksprese edilen ¢ok sayidaki
adipokin, cok islevlidir ve pleiotropik etki gosterir (Fasshauer, & Bliiher, 2015).
Asprosin, 2016 yilinda yag dokusunda eksprese edilen yeni bir glukojenik ve
oreksijenik protein hormon olarak bildirilmistir (Romere ve ark. 2016). Asprosin,
profibrillin-1'in, kalsiyum bagimli bir endoproteaz olan furin tarafindan kesilen, C-
terminaline karsilik gelen bir peptitdir (Romere ve ark. 2016). Sistemik dolagima
salinan asprosin, karacigerde cAMP-PKA sinyal yolagin1i aktive ederek
hepatositlerden dolagima hizli glukoz salinim1 saglar (Li ve ark., 2019, Romere ve ark.,
2016). Asprosin bu etkisini OLFR734 reseptorii araciligiyla gosterir (Li ve ark. 2019).
Asprosinin kan beyin bariyerini gectigi ve hipotalamusta arkuat ¢ekirdekte lokalize
oreksijenik AgRP (Agouti ile iligkili peptit) noronlarini direkt olarak aktive ederken,
anoreksijenik POMC noéronlarini indirekt olarak inhibe ettigi, sonug olarak farelerde
istah1 uyardig1 gosterilmistir (Duerrschmid ve ark. 2017; Romere ve ark. 2016).

Yakin zamanda yapilan aragtirmalar adipokinlerin disi ve/veya erkek
bireylerde fertilite iizerinde olumlu veya olumsuz etkilerinin oldugunu géstermektedir
(Kurowska ve ark. 2021; Maurya, & Singh, 2022). Obez bireylerde yapilan bir
caligmada asprosin ve OLFR etkilesiminin erkek fertilitesini etkiledigi bildirilmistir
(Wei, Long, & Wang, 2019). OLFR734 geninin devre dis1 birakilmasinin sperm
canliligimi ve morfolojisini etkilemedigi, ancak spermin, kadin genital sistemde
ilerlemisi i¢in 6nemli olan progressif motilitesinin dnemli 6l¢iide azalttig1 ve ek olarak
OLFR734-/- erkeklerde fertilitenin azaldigi ve asprosin tedavisi ile progressif
motilitesi dnemli 6l¢iide iyilestigi gosterilmistir (Wei, Long, & Wang, 2019). Asprosin
uygulamasinin ATP seviyesini arttirarak, yasa bagli sperm motilitesindeki azalmay1
tyilestirdigi ve dogurganliktaki yasa bagli diisiisii tersine c¢evirdigi (Wei, Long, &
Wang, 2019) ve testosteron seviyelelerini yiikselterek testikiiler fonksiyonlari

tyilestirdigi (Maurya, & Singh, 2022) bildirilmistir.
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Asprosin ve reseptorii olan OLFR734'ln ovaryum fonksiyonu ve kadin
dogurganlig lizerindeki rolil ile ilgili literatiirde az sayida klinik ve deneysel ¢aligma
vardir. Bu c¢alismalar ovaryan folikiillerin islevinin diizenlenmesinde asprosinin
Oonemli bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (Maylem ve ark., 2021). Maylem ve
ark. (2021), biiyiik (6-13 mm) ve kiiclik (<6 mm) folikiillerden kiiltiire edilen
graniilosa ve teka hiicrelerinde asprosin Onciisiit FBN1 ve reseptorii olarak varsiyalan
OR4M1’in (koku reseptorii ailesi 4 alt ailesi M liyesi 1) ekspresyonlarinda farkliliklar
oldugunu ve asprosin’in progesteron iiretimini etkilemeden LH kaynakh
androstenedion iiretimini arttirdigin1  gdstermistir. Bufalolarda intrafolikiiler
uygulanan asprosinin, folikiil ¢apin1 enjeksiyondan sonraki ikinci gilinde kontrol
grubuna gore anlamli olarak arttirdigi ve ek olarak folikiil sivisinda FBN1 mRNA
miktarinin kiiciik caplh folikiillerde, biiyiik folikiillere gore 1.9 kat fazla oldugu ve bu
farkin anlamli oldugu bildirilmistir (Maylem ve ark. 2022). Asprosinin disi genital
sistemle iliskisinin arastirildig: bir diger ¢alismada, menstriial sikliis sirasinda asprosin
seviyelerinin degistigi ve kontrasepsiyon kullaniminin asprosin seviyesinde bir
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Leonard ve ark. 2021). Asprosinin folikiil
biliylimesini indiiklemesi (Maylem ve ark. 2021), menstrual siklus evrelerine gore
asprosin seviyesinin degismesi (Leonard, Shill, Thackray, Stensel, Bishop, ve ark.
2021), folikiiler sivida FBN1 ve OR4M1 mRNA ekspresyonun varligr (Maylem, ve
ark. 2021) ve hem saglikli hem de neoplastik over dokusunda asprosin ve OR4M1
protein ekspresyonunun olmasi (Kerslake ve ark. 2021) ovaryan folikiilerin gelisimine
etkisinin oldugunu gostermektedir.

Gilintimiizde POI'li kadinlar i¢in en etkili tedavi hormon tedavisidir. Bununla
birlikte, hormon replasman tedavisi, yan etkilerinden (6rnegin, yiiksek kanser riski)
dolay1 bir¢ok kadin icin yarardan ¢ok zarar verebilmektedir (Li ve ark. 2018). Bu
nedenle bir¢ok bilim insani, kok hiicre temelli stratejiler kullanarak alternatif
terapotikler gelistirmeye calismaktadir (Byers ve ark., 2012; Cakiroglu ve ark., 2020;
Wang, Wang, Yang, Li, & Yang, 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamiza Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu 05.04.2022 tarih ve 22-05/08 karar no ile etik kurul onayi sonrasinda
baslandi. Calismada Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Uygulama ve Arastirma Merkezi (DEHYUAM)’ nden 35 adet Spraque-Dawley sigan
kullanildi. Hayvan modellemelerinde yaygin olarak kullaniliyor olmasi ve
puberteden menapoza kadar devam eden siklik dstrus dongiilerinin olmasi nedeniyle
denek olarak sicanlar tercih edildi. Siganlarin 6-7. haftada puberteye girdikleri ve
seksiiel maturasyonlarin1 tamamladiklar1 bilindiginden yaklasik 60 giinliik,
170-200 g agirhiginda disi sicanlar kullanildi.

Denekler su ve besin kisitlamasi olmaksizin, 12 saatlik aydinlik/karanlik
dongiisinde DEHYUAM de standart kafeslerde her kafeste en fazla 5 denek olacak
sekilde barindirildi. Denekler {izerinde yapilan tiim islemler DEHYUAM cerrahi
girisim alan1 ve Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Deney gruplari olusturulmadan dnce, deneklerin normal over rezervine sahip
olup olmadiklar1 belirlendi. Bu amagla deneyde kullanilacak siganlarin serum AMH
diizeyleri 6l¢iildli ve homojen bir normal ovaryan rezerv grubu olusturmak amaciyla
AMH degerleri %25-%75’lik dilimler arasinda tespit edilen denekler ¢caligmaya dahil
edildi.

3.2. Deney Gruplan

Hedef 1: Prematiir ovaryan yetmezligi (POI) sigan modelinin olusturulmasi ve
kontrol grubu ile kiyaslanarak dogrulanmasi: Bu hedef dogrultusunda iki grup
olusturuldu.

Grup 1: Normal over rezervi (NOR) grubu (n=5): Deneyin 1. giinii kan

Orneginin alinmasinin ardindan sakrifiye edilen deneklerden olusan gruptur. Alinan
kan ornekleri santrifiij edildi ve serumlari, ELISA yontemi ile anti miillerian hormon

(AMH) ve estradiol (E2) diizeylerinin 6l¢iimii i¢in -80 °C’da saklandi.
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Grup 2: POI grubu (n=5): Giinde tek doz 4-vinilkloroheksen diepoksit (VCD)

enjeksiyonu yapilarak POI sican modeli olusturuldu. Calismada deneysel POI modeli
olusturmak i¢in DMSO’da ¢oziilen VCD kullanildi. VCD enjeksiyonlar1 baslamadan
once Ostrus takibi yapildi. Ostrusta olan deneklerden ELISA icin kan aliip serumlari
sakland1. Ostrusta oldugunun tespit edilen deneklerde VCD enjeksiyonlarina baslandi.
VCD, tek doz/giin ve her giin ayn1 saatte subkiitan yolla 15 giin siireyle deneklere
enjekte edildi (Frye, J. B. ve ark. 2012) . Enjeksiyonlarin tamamlanmasinin ardindan
sevofluran inhalasyon anestezisi altindaki deneklerden retro-orbital kan alinip
serumlari saklandi.

Hedef 2: POI sigan modeli olusturulmus deneklerde asprosinin ovaryan rezerve
etkisinin belirlenmesi:

Bu hedef dogrultusunda iki farkli grup olusturulmustur.

Grup 3: Serum Fizyolojik (SF) (kontrol grubu) (n=5): Bu gruptaki deneklere
asprosinin ¢oziiclisii olan serum fizyolojik intraperitoneal (ip) yolla verildi.

Grup 4 (Asp grubu) (n=10): Bu gruptaki deneklere 15 giinlik VCD

uygulamasinin ardindan 8 hafta boyunca giinde tek doz asprosin 500 ng/kg dozda i.p.
yolla ( Oz, ve ark., 2023) verildi.

Tiim gruplar icin VCD enjeksiyonuna, denegin Ostrusta oldugunun tespiti ile
baslandi. Ostrus takibi siganlardan alinan smear orneklerinin Shorr ydntemi ile
boyanmasi ve degerlendirilmesi ile yapildi. Grup 2, grup 3 ve grup 4’deki deneklerden
VCD oncesi, VCD sonrast ve dekapitasyon Oncesi kan alindi ve serumlar1 model
dogrulanmas1 amaciyla hormon seviyelerinin ELISA yontemi ile tespiti ig¢in
-80 °C’de saklandi.

Tiim gruplarda enjeksiyonlarin tamamlanmasinin ardindan, sevofluran
anestezisi verilen denekler, kan ornekleri alinmasini takiben dekapite edildi. Sag
overleri histolojik degerlendirme icin %10’luk formol ile fikse edilip, parafine
gomiildii. Sol overleri ise western-blotting yontemi icin homejenat haline getirilip
-80 °C’de muhafaza edildi.

Muhafaza edilen serumlarda ELISA teknigi ile AMH ve E2 diizeyleri
belirlenirken, ovaryum dokular1 hematoksilen-eosin (H&E) ve immiinohistokimyasal
yontem (PCNA igin) ile boyanarak primordiyal, primer ve antral folikiil sayilari

karsilastirilastirildi.
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Deney akisi sekil 16’da verilmistir.

1. Giin Grup 2 (n=5) (POI) 15. Giin Grup 3 (n=5) (POI + SF) 71. Giin
) Grup 3 (n=5) (SF) H Grup 4 (n=5) (POI + ASPROSIN) H
Grup 4 (n=5) (ASPROSIN)
VCD Enjeksiyonu | Asprosin + SF Enjeksiyonu
1. Giin 15. Giin 71. Giin
Kan alimi: Kan alimi: Kan alimi:
AMH ve E2 6l¢timii AMH ve E2 6lgtimii AMH ve E2 §l¢iimii
Grup 1 (n=5) (NOR) Grup 2 (n=5) (POI) Grup 3 (n=5) (SF) .
Grup 2 (n=5) (POI) Grup 3 (n=5) (SF) ) Grup 4 (n=5) (ASPROSIN)
Grup 3 (n=5) (SF) Grup 4 (n=5) (ASPROSIN)
Grup 4 (n=5) (ASPROSIN)
) ) Dekapasitasyon
Dekapasitasyon Dekapasitasyon Grup 3 (1=5) (SF)

Grup 1 (n=5) (NOR) Grup 2 (n=5) (POI) Grup 4 (n=5) (ASPROSIN)

Sekil 16. Calisma gruplar1 ve deney akisi.

3.3. Kimyasal Maddeler ve Uygulama Yontemi

Kullanilan biyolojik aktif maddeler, dozlari, verilis yollar1 ve siireleri tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3. Calisma gruplarinda uygulanan kimyasal maddeler, uygulama sekilleri ve uygulama siireleri.

Etken madde Doz Siire Uygulama yontemi
4-Vinilsikloheksen Diepoksit
160mg/kg/giin ( Frye ve ark., 2012) 15 giin Subkiitan
(VCD) / DMSO (1ml/kg) ¢6ziilmiis
Asprosin 500 ng/kg/giin (Oz ve ark., 2023) 8 hafta Intraperitoneal
Serum fizyolojik 200 pl 8 hafta Intraperitoneal

3.4. Kan Orneklerinin Alinmasi

Retro-orbital kan 6rnegi alimi, retro-orbital siniise niifuz edilerek hem farelerde
hem de siganlarda kullanilabilir (Sekil 17). Yonteme orbital vendz, posterior-orbital
ve pleksus periorbital kanamasi da denir (Parasuraman, Raveendran, & Kesavan,
2010).

Kan alimi sevofluran inhalasyon anestezisi altinda gerceklestirildi. Denek
baskin olmayan el yardimu ile tutuldu, goz kapagi gerdirildi ve hematokrit kilcal tiip

araciligi ile retroorbital kan alindi. Hematokrit kilcal tiip medial kantusa 45°lik ac1 ile
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yerlestirildi. Dokuyu delip pleksus/sinlise gecmek icin hafif bir baski uygulandi.
Pleksus/siniis delindiginde kilcal tiipten kan geldigi goézlemlendi ve kan santrifiij
tiiplerine alindi. Pleksustan gerekli miktarda kan alininca kilcal tiip yavasca ¢ikarildi.
ve kanama alani steril pamukla temizlendi. Hafif basing uygulanarak kanama
durduruldu. Kan alindiktan yarim saat sonra denek postoperatif ve periorbital

lezyonlar agisindan kontrol edildi (Sekil 18).

Retro-orbital sinus

Q Mikro- hemotokrit
kapiller tlip

Basing alani

Vena jugularis
eksterna

Sekil 17. Retroorbital kan aliminin sematik gdsterimi. (Bourdais, A., Dehapiot, B.,& Halet,G.,2018)

Sekil 18. Calisma esnasinda Sprague Dawley disi sigandan serum elde etmek amagli retroorbital kan
alimmasi.
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3.5. Vajinal Smear ile Ostrus Déngiisiiniin Evrelerinin Tayini

Sicanlar polidstriktirler, yasa ve tiire gore degisen ardisik Ostrus dongiileri
gecirirler. Bu dongiiler 151k, mevsim ve yasam kosullarina gore de degisiklik
gosterebilmektedir. Bu calismada 0Ostrus dongiisliniin  evreleri Paccola ve
arkadaslarinin teknigi kullanilarak tayin edilmistir (Paccola, Resende, Stumpp,
Miraglia, & Cipriano, 2013). Beklenen agirliga (~200 g) ulasan deneklerden serum
fizyolojik ile 1slatilmis pamuk uglu ¢ubuk yardimi ile asir1 servikal uyarim sonucu
meydana gelebilecek sahte gebeligi onlemek amaci ile ~1 cm derinlikte vajinal smear
alindi. (Goldman, Murr, & Cooper, 2007).Vajinal smearler 8 saat araliklar ile alindi.
Vajinal smear Ornekleri cam lamlara yayildiktan sonra oda sicaklifinda (~24 °C)
kurutuldu ve ardindan Shorr teknigi ile boyand1 (Shorr, 1941).

Vajinal smear testinde kiigiik veya biiyiik bazofilik hiicreler, ¢ekirdekli veya
cekirdeksiz asidofilik, preasidofilik hiicreler ve lokositler belirlenir. Bu hiicreler,
Ostrus siklusunun farkli asamalarinda farkli yogunluklarda gozlenirler (Sekil 19)

(Paccola ve ark., 2013).
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Sekil 19. Ostrus siklusunun her bir asamasinda alinan yaymalarm Shorr metodu ile boyanmasi (Paccola
ve ark., 2013). A. Ostrus evresi: Asidofilik ¢ekirdeksiz hiicreler gdzlenmektedir. B. Ostrustan
metadstrusa gegis esnasinda kiimelesmis c¢ekirdeksiz asidofilik hiicreler ve yer yer ldkositlere
rastlanmaktadir. C. Mavi ile boyanmis olan mukus ve erken didstrus agamasindaki artis gstermis olan
l6kositler yer almaktadir. D. Prodstrus agsamasinda yer alan asidofilik hiicreler yer almaktadir.

3.6. Deneysel Prematiir Ovaryan Yetmezligi (POI) Modeli Olusturulmasi

POI'yi anlamak ve tadavi gelistirmek amaci ile sigan ve fare modelleri
kullanilmaktadir. Her iki denekte ovaryum gelisimleri ve islevleri agisindan insanla
benzer Ozellikler tagimaktadir. Oviilasyon siiresi ve poliye karst mono oviilasyon
disinda POI’de benzer genetik yol regiilasyonlar: sergilerler (Na, & Kim, 2020).

Calismada kimyasal indiiksiyon yani VCD aracilig1 ile POl modeli olusturuldu.
Deneklerin Ostrus dongiileri smear ile takip edilmistir. Dongiiniin Ostrus evresinde
oldugu tespit edilen deneklerden retroorbital olarak kan alinarak serumlar1 -80 °C’da
muhafaza edildi. Ardindan deneklere 14 giin siiresince 160 mg/kg/giin (Frye ve ark.,
2012) dozda VCD subkiitan olarak hergilin ayni saatte enjekte edildi. 14 giinliik
enjeksiyon sonrasinda 15. giin deneklerden tekrar kan alinmis ve VCD 06ncesi alinan

ornek ile kiyaslamak amaciyla serumlar1 -80 °C’da muhafaza edilmistir.
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3.7. Asprosin Enjeksiyonu

Asprosin uygulanacak sicanlar ¢alismaya 60 giinliik olduklarinda dahil edildi.
Agirliklar1 ve strus sikluslar1 ayni arastirmaci tarafindan takip edildi. Ostrus fazinda
sicanlardan kan alimini takiben 14 giin boyunca 160 mg/kg/giin VCD ( Frye ve ark.,
2012) enjeksiyonu yardimi ile POI modeli olusturuldu ve ardindan (15. giinde) tekrar
retroorbital kan alindi. 16. giin itibariyle 500 ng/kg/giin (Oz ve ark., 2023) asprosin
enjeksiyonu uygulanmaya baslandi. Asprosin enjeksiyonu 56 gilin boyunca ayni
aragtirmaci tarafindan ayni saatte intraperotoneal olarak gerceklestirildi. Asprosin
dozu i¢in siganlar tartildi ve doz hesaplamasi Oz ve arkadaglarimin 2023 yilinda
yayinlanan ¢alismasinda belirtmis olduklar1 doza gore gerceklestirilmistir (Oz ve ark.,
2023). Arastirmada Biolegend (katolog no: 762004), Rekombinant Fare Asprosini
kullanildi. Asprosinin etkisinin kontrolii amaci ile SF grubuna asprosin solventi olan

serum fizyolojik enjeksiyonu gergeklestirildi.

3.8. Deneklerin Sakrifikasyonu

Neonatal kemirgenlerin anestezisine yonelik mevcut bilimsel protokollerde
izofluran, sevofluran, hipotermi, ketamin, pentobarbital, fentanil-droperidol ve
metoksifluran yontemleri ve anestezik maddeleri yer almaktadir. Sevofluran yaygin
olarak kullanilan inhalan anesteziklerdir. Diisiik kan gazi ¢oziliniirliigii, anestezinin
hizl1 indiiksiyonu ve anestezi derinliginin hassas kontrolii sebebi ile sevofloran
anestezide tercih edilmistir. Denekler sevofloran anestezisi altinda dekapitedildi.

Deneklerin dorsalinden agilan 2cm’lik kesi ile ooforektomi uygulandi (Sekil
20). Sag ovaryum histolojik incelemeler icin %10 formalin ile fikse edilirken, sol
ovaryum ileride yapilacak g¢aligmalar i¢cin PBS icinde homojenat haline getirilip

-80 °C’da saklandh.
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Sekil 20. Deneklerin dorsalinden agilan 2 cm’lik kesi ile ooforektominin uygulanmasi.

3.9. Doku Takibi

Tim deneklerde sakrafikasyon esnasinda ooforektomi ile alinan sag
ovaryumlar %10 formalin icerisinde fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasi tablo 4’de yer
alan ¢ozeltilerde verilen siirelerce doku takibi islemi gergeklestirildi. Takip sonrasi
tim dokular parafine gomiildii. Parafine gomiilen dokulardan alinan kesitlerde

histomorfolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler yapildi.
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Tablo 4. Caligsmada kullanilan doku takip protokolii.

DOKU TAKiP PROTOKOLU
1 %350°’lik alkol 2 saat
2 %70’lik alkol 2 saat
3 %90’lik alkol 2 saat
4 %96°lik alkol-1 2 saat
5 %96’lik alkol-I1 Tim gece
6 Ksilen-1 1.5 saat
7 Ksilen-IT 1.5 saat
8 Parafin-I 1.5 saat
9 Parafin-11 1.5 saat
10 Parafin-III 1 saat
3.10. Kesit Alma

Parafin bloklara gémiilmiis olan dokulardan mikrotom (Leica RM2245) ile 5
um’lik sirali kesitler alindi ve hematoksilen-eozin (H&E) boyamasi gerceklestirildi.
Immiinohistokimyasal degerlendirmeler icin primordiyal folikiiliin tespit edildigi kesit

baslangi¢ kesiti olarak belirlendi alinan kesitlerde boyama gerceklestirildi.

3.11. Hematoksilen — Eozin (H&E) Boyama

Mikrotom aracilig1 ile parafin bloklardan alinan 5 pm’lik kesitler sarjli lamlara
(Leica RM2245) aktarildi. Kesitler tiim gece inkiibatdrde bekletilen kesitler sonrasinda
20’ser dakikalik iki ksilen soliisyonunda deparafinize edildi. Deparafinizasyon
isleminin ardindan sirasi ile tablo 5’deki protokol uygulandi. Hematoksilen- eozin

boyama protokoliiniin (Merck, Darmstadt, Almanya) ardindan kesitler DPX (CellPath,

Newtown, Ingiltere) ile kapatildi (Fischer ve ark., 2008).
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Tablo 5. Calismada kullanilan H&E protokolii.

Hematoksilen & Eozin Boyama Protokolii
1 %90’lik alkol 3dk
2 %70lik alkol 3dk
3 %350°lik alkol 3dk
4 Akan musluk suyu 3 dk
5 Harris’in Hematoksileni 6 dk
6 Akan musluk suyu Kesit mavilesinceye kadar
7 Asit-Alkol 1 dips
8 Akan musluk suyu Kesit mavilesinceye kadar
9 Amonyakli su 8 dips
10 Akan musluk suyu 3 dk
11 Akan musluk suyu 5dk
12 Asit-Alkol Su berraklasincaya kadar
13 Akan musluk suyu 3 dk
14 Amonyakli su 3dk
15 Akan musluk suyu 3 dk

3.12. immiinohistokimyasal Boyama (IHC)

Sarj1 lamlaara alinmig 5 um kalinligindaki kesitler tiim gece etiivde bekletildi.
Ertesi giin kesitler, her birinde 20 dk olacak sekilde iki farkli ksilen soliisyonunda
deparafinizasyon gerceklestirildi. Deparafinizasyon isleminin ardindan sirasi ile tablo
6 verilen protokol uygulandi. PCNA boyama protokoliinii (Proteintech, kat. no:
10205-2-AP, Machester, Ingiltere) takibi sonrasi kesitlerin kurumasi beklendi
ardindan siras1 ile Ksilen-1 ve Ksilen-2’de 20°ser dk seffaflanma gerceklestirildi ve
DPX entellan (CellPath, Newtown, Ingiltere) ile kapatildi. Immiinhistokimyasal
boyama iiretici firmanin Onerdigi prosediire gore tavsan anti-PCNA poliklonal
antikoru (Proteintech, Katolog no: 10205-2-AP) ile 1;200 diliisyonda gerceklestirildi.
Sekonder olarak biyotin konjuge esek anti-tavsan antikoru (JacksonlmmunoResearch,
Katolog no: 162263) 1:300 diliisyonda kullanildi. Kromejen diaminobenzidin (DAB)

yardimut ile antikor ile isaretlenen graniiloza hiicreleri renklendirildi.
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Tablo 6. Calismada kullanilan immiinohistokimya protokolii.

PCNA IHC PROTOKOL
1 %90’lik alkol 3dk
2 %70’lik alkol 3dk
3 %350’lik alkol 3dk
4 Akan musluk suyu 3 dk
5 Distile su 5dk x2
6 AR (Na Sitrat) 98°C 10 dk
7 Sogut 30 dk
8 Distile su 5dk
9 TBST 5 dkx2
10 Akan musluk suyu 3 dk
11 H20: 10 dk
12 Distile su 5 dkx2
13 Blocking (rt) 1 saat
14 Primer Antikor (PCNA) ON
15 TBST 5 dkx2
16 Sekonder Antikor (0.s) 2 saat
17 TBST 5 dkx2
18 ABC (Vertastain Elite ABC kit) 1 saat
19 TBST 5 dkx3
20 DAB 10 dk
21 Distile su 5 dkx3

o0.s.: Oda sicaklif

3.13. Ovaryan Folikiil Sayimm

Ovaryan folikiil sayimi1 1s1k mikroskobu (Olympus BX50, Tokyo, Japonya)
yardimiyla gergeklestirildi. H&E boyama degerlendirmeleri igin primordial folikiiliin
tespit edildigi ilk kesit baslangi¢ kesiti olarak kabul edildi. Folikiil sayim1 her denek
icin elde edilen Sum kalinligindaki seri kesitlerden 10 pum atlanarak toplam 9 kesit
tizerinde gergeklestirildi.

Kesitler proliferasyon belirteci olan PCNA immiinohistokimyasal boyamasi
icin ilk primordiyal folikiiliin tespit edildigi kesit baslangi¢ kesiti olarak belirlendi ve
5 farkli seviyeden kesitte boyama gergeklestirildi. Her kesitte ovaryan folikiiller
preantral (primordiyal folikiiller, unilaminar ve multilaminar primer) ve antral

(sekonder ve graaf) folikiiller olmak iizere iki gruba ayrildi. Her denek i¢in 5 farkh
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seviyeden elde edilen 5 pum’lik kesitlerde PCNA ile isartlenen folikiillerin sayimi

gerceklestirildi. Folikiil sayimi i¢in folikiil siniflandirmasi tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Folikiil siniflandirmasi.

Ovaryum Folikiiller Yapisal Ozellikleri

Primordiyal Tek katli yass1 pre-graniiloza hiicreleri ile ¢evrili tek primer oosit yapisindadir.

Unilaminar primer Tek katli kiibik graniiloza hiicreleri ile ¢evrili tek primer oosit yapisindadir.

Multilaminar primer Birden fazla kath graniiloza hiicrelerinin ¢evreledigi tek primer oosit yapisindadir.
Sekonder Birden fazla kath graniiloza hiicrelerinin gevreledigi tek primer oosit ve olusmaya baslayan

antrum ile karakterizedir. Teka tabakasi belirgindir.

Graaf Genislemekte olan tek antrum ve kumulus-oosit kompleksi ile karakterizedir.
Atretik Cams1 membran ile karakterize. Par¢alanmis oosit ve incelmis granuloza tabakasi ile
karakterizedir.
3.14. ELISA

Serum AMH (katalog no: NE06C491003, NEPHENTHE ARASTIRMA
TEKNOLOIJILERI, Kocaeli, TURKIYE) ve E2 (katalog no: 201-11-0175 SunRed
Biotechnology Company, Cin) seviyeleri “enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA)” teknigi ile ticari kit kullanilarak tespit edildi. Standartlar, blank ve serumlar
antikor ile kapli olan ELISA plak kuyularina uygun voliimlerde mikropipet ile
yiiklendi. Iki kit iginde iiretici tarafindan Onerilen prosediir takip edildi. AMH
absorbans 6l¢limii i¢in 450 ve 570 nm, E2 absorbans dl¢liimii 450 nm dalga boyunda
gergeklestirildi. Degerlendirme i¢in GraphPad Prism 10 programi kullanilda.

3.15. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz SPSS v.26 (IBM) aracilig1 ile gerceklestirildi. Parametrik
dagilim gosteren verilerde 2 grup arasindaki karsilastirmada t test, 2’den fazla grup
arasinda karsilastirmada ise One-Way ANOVA testi kullanildi. Non-parametrik
dagilim gosteren verilerde; 2 grup arasindaki karsilagtirda Mann Whitney U testi,
2’den fazla grup arasindaki karsilagtirmada ise Kruskal Wallis Testi kullanildi.
Parametrik dagilim gosteren 2 bagimli grup arasindaki karsilastirmada Paired t testi
kullanildi. 2’den fazla bagimli grup karsilagtirilmasinda MANOVA testi kullanildi.

p degerinin 0,05’ten kii¢iik oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Denek Viicut ve Ovaryum Agirhklari Olciimii

4.1.1. Viicut agirliklar 6l¢timii

Deney baslangicinda denek agirliklarinin -~ optimizasyonu  saglandi.
Optimizasyonu saglanan deneklerin agirliklar1 deney baslangicinda olgiildii ve
istatistiksel olarak degerlendirildi. Deneklerin enjeksiyonlar dncesi ortalama viicut
agirliklar1 NOR, POI, SF ve ASP gruplart i¢in sirastyla 184,60£8,08 g, 188,40+10,31
g, 189,40+9,28 g, 186+8,97 g olarak tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark olmadigi belirlendi (p= 0,836) (Tablo 8) (Sekil 21).

Enjeksiyonlar sonlandiginda deneklerin agirliklar: tekrar 6lgiildii. Deneklerin
enjeksiyonlar sonrast ortalama viicut agirliklar1 POL, SF ve ASP gruplari i¢in sirastyla
209,80+0,86 g, 207,80+3,32 g, 208+2,42 g olarak tespit edildi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi belirlendi. (p= 0,817) (Tablo 8) (Sekil 21).

Tablo 8. Deney gruplarinda denek agirliklari.

NOR Grubu POI Grubu SF Grubu ASP Grubu p E
Enjeksiyonlar
184,60 = 8,08 188,40 = 10,31 189,40 9,28 186 +8,97 p~0836
oncesi agirhik (g)
Enjeksiyonlar
209,80 + 0,86 207,80 + 3,32 208 £2,42 p =0,817
sonrasi agirlik (g)

Degerler grup ortalama agirlik+ SD olarak verildi.

**QGruplar arasi kargilagtirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0,05 istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.

*#*]kili grup karsilastirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullanildi, p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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Sekil 21. Enjeksiyonlarin dncesinde ve sonrasinda tiim deneklerin viicut agirliklarinin karsilagtirilmasi.

4.1.2. Ovaryum agirlik dl¢timleri

Sevofluran inhalasyon anestezi altindaki deneklere, dorsallerinde agilan 2
cm’lik kesiden ooforektomi uygulandi ve ¢ikarilan ovaryumlarin agirliklar 6l¢iildii.
NOR, POI, SF ve ASP gruplarinin agirliklar sirasiyla 0,134+0,002 g, 0,133+0,003 g,
0,133+0,004 g, 0,133+0,002 g olarak tespit edildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark olmadigr belirlendi. (p= 0,960) (Tablo 9). VCD enjeksiyonlarinin
ovaryum agirligina etkisini degerlendirmek i¢in NOR grubu ve POI grubu ovaryum
agirliklan karsilastirildi ve istatistiksel olarak farklilik olmadigi sonucuna ulagildi
(p=0,783). Asprosin enjeksiyonunun POI sican modelinde ovaryum agirligina etkisini
degerlendirmek i¢in SF grubu ve ASP grubu ovaryum agirliklar1 karsilastirildi ve
istatistiksel olarak farklilik olmadig1 goriildi (p=0,751).
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Tablo 9. Deney gruplarinda denek ovaryum agirliklari.

NOR Grubu POI Grubu SF Grubu ASP Grubu [ RS

Ovaryum Agirhk (g) 0,134 £ 0,002 0,133 £ 0,003 0,133 £ 0,004 0,133 £ 0,002 p =0,960

Degerler grup ortalama agirlik+ SD olarak verildi.

** Gruplar arasi karsilastirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

##x [kili grup karsilastirmalarinda Post Hoc Tukey testi kullamld1, p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Tablo 10. Deney gruplarinda denek ovaryum agirliklar.

NOR Grubu POI Grubu p*

Ovaryum Agirlik (g) 0,134+ 0,002 0,133 £ 0,003 p =0,783
SF Grubu ASP Grubu p*

Ovaryum Agirlik (g) 0,133+ 0,004 0,133 £ 0,002 p =0,960

Degerler grup ortalama agirlik+ SD olarak verildi.

* Gruplar aras1 karsilagtirmalarda student t-testi kullanildi, p<0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul
edildi.

4.2. Isik Mikroskobik Bulgular

4.2.1. Histomorfolojik bulgular

Sevofluran inhalasyon anestezi verilen deneklerin dorsalinde acilan 2 cm’lik
kesiden ooforektomi uygulandi. Ooforektomi sonucu deneklerden elde edilen
ovaryumlar fikse edilip parafine gdmiildii. Dokulardan 5 um kalinliginda siral1 kesitler
alindi. Doku kesitlerine H&E boyamasi yapildi ve histomorfolojik olarak
degerlendirildi.

NOR grubu deneklerinden elde edilen ovaryum kesitleri 151k mikroskobik
olarak degerlendirildi. Tunika albuginea tabakasina yakin seviyede normal
morfolojiye sahip primordiyal folikiiller goriildii (Sekil 22A). Korteks tabakasinda
gelisimin farkli basamaklarinda normal morfolojiye sahip folikiillerin bulundugu,
medulla tabakasinda sinir liflerinin, lenf ve kan damarlar1 yogun bir sekilde yer aldigi
gozlemlendi (Sekil 22B). Korteks stromasinda normal morfolojide unilaminar primer

folikiiller ve multilaminar primer folikiiller gézlemlendi. Kortekten medullaya dogru
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normal morfolojili antrum yapist gelismekte olan sekonder folikiiller tespit edildi.
Graaf (matiir) folikiillerin normal morfolojiye sahip olduklar1 gdzlemlendi. Normal
morfolojili folikiillerin yan1 sira camsi membran goriiniimlii, graniiloza tabakasi
incelmis atretik folikiillere ve korteks stromasinda birden fazla sayida korpus luteum
yapisina rastlandi.

POI grubu deneklerinin ovaryum kesitleri 151k mikroskobik degerlendirmesi
sonucunda, NOR grubuna kiyasla kortekste gelisimin farkli basamaklarinda
folikiillerde sayica azalma gozlenirken, atretik folikiil sayisinda artis belirlendi (Sekil
23). POI grubundan elde edilen kesitlerdeki primordiyal, unilaminar ve multilaminar
primer folikiil sayisinda azalis meydana geldigi goriildii. POI ovaryum kesitlerinde
atretik folikiillerin oosit ve graniiloza hiicre baglantilarinin biitiinliigiiniin bozuldugu,
oositlerin asidofilik ozelliklerinin arttigr gozlemlendi. POI grubuna ait ovaryum
kesitlerinde bulunan folikiillerin morfolojilerinin NOR grubuna kiyasla anormallestigi

gbzlemlendi.
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Sekil 22. H&E ile boyanmis NOR grubuna ait deneklerde gozlenen normal ovaryum morfolojisi. (A)
tek katli yasst folikiil hiicreleri ile ¢evrili primordiyal folikiiller (ok ucunda) (B) NOR grubu ovaryum
kesitinde yer alan geligsimin farkli basamaklarindaki folikiiller, sinir lifleri, lenf ve kan damarlarini
iceren H&E ile boyanmis si¢can ovaryum kesiti.
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Sekil 23. A panelinde NOR grubuna ait ovaryum kesitinin H&E boyanmasi sonucu karakterize edilen
geligimin farkli basamaklarindaki folikiiller. B panelinde POI grubuna ait ovaryum kesitinde NOR
grubuna kiyasla sayisinda artis goriilen atretik folikiiller yer almaktadir.
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SF grubu deneklerden elde edilen kesitler incelendiginde, ovaryum dokularinin
151k mikroskopik goriiniimiiniin POI grubundaki ile benzer oldugu ve bir iyilesmenin
olmadig tespit edildi (Sekil 24). SF grubundaki ovaryumlarda NOR grubuna kiyasla
primordiyal ve unilaminar primer folikiillerin azalmis oldugu atretik folikiil sayisinin
arttig1 bulgularma rastlandi. SF grubundaki deneklerin ovaryumundaki folikiillerin

morfolojileri, POI grubundaki deneklerin ovaryumuna benzer sekilde anormal

morfolojiye sahip oldugu bulgusuna rastlandi.

Sekil 24. A panelinde POI grubuna ait artmis atretik folikiil sayist ve bozulmus folikiil morfolojisi ile
karakterize ovaryum kesiti, B panelinde SF grubuna ait POI grubuna benzer sayisinda artig goriilen
atretik folikiillerin ve bozulmus folikiil morfolojileri ile karakterize ovaryum kesiti yer almaktadir.

42



ASP grubu deneklerden elde edilen kesitler 151k mikroskobu altinda
incelendiginde; VCD ve SF grubuna kiyasla primordiyal ve unilaminar primer
folikiillerin artmis, atretik folikiil sayisinin ise azalmis oldugu gozlendi. ASP
grubundaki deneklerin ovaryumundaki bazi folikiillerin morfolojilerinin, SF
grubundaki deneklerin ovaryumuna benzer oldugu bulgusuna rastlandi (Sekil 25, Sekil
26).

e : AR

Sekil 25. A panelinde SF grubuna ait ovaryum kesitinin H&E boyanmasi sonucu folikiillerin bozulmus
olan morfolojileri goriilmektedir. B panelinde ASP grubuna ait ovaryum kesitinde SF grubu ile benzer
6zellikte anormal morfolojideki folikiiller yer almaktadir.
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Sekil 26. A panelinde ASP grubuna ait ovaryum kesitinin H&E boyanmasi sonucu gelisimin farkli
basamaklarindaki folikiillerin arttig1, B panelinde SF grubuna ait ovaryum kesitinde ASP grubu
ovaryum kesitine kiyasla gelismekte olan folikiillerin daha az sayida oldugu bulgusu yer almaktadir.
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Sekil 27. A panelinde ASP grubuna ait ovaryum kesitinin H&E boyanmasi sonucu primordiyal

B panelinde SF grubuna ait ovaryum kesitinde ASP grubu ovaryum kesitine kiyasla

primordiyal folikiillerin az sayida oldugu bulgusu yer almaktadir.
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folikiillerin artt1
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Histomorfolojik bulgularin incelenmesi sonucunda elde edilen sonuglara gore
ASP grubundaki deneklerde, POI ve SF gruplarina gore atretik folikiillerin sayisinda
azalma gozlenirken NOR grubuna kiyasla atretik folikiil sayisinin daha fazla oldugu
belirlendi. ASP grubu ovaryumlarina ait kesitlerde, gelisimin farkli basamaklarindaki
folikiil sayilart POI ve SF gruplarina kiyasla artmist1 (Sekil 24, 25, 26). POI grubuna
ait kesitlerde; germinal epitel ile tunika albugineanin NOR grubuna benzer 6zellikte
morfolojiye sahip oldugu goriildii. POI grubuna ait ovaryum doku kesitinde piknotik
nukleusa sahip graniiloza hiicreleri belirlenirken graniiloza hiicreleri arasindaki

baglantilarin da zayifladig1 gozlemlendi (Sekil 28).
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Sekil 28. POI grubuna ait kesitte piknotik nukleusa sahip graniiloza hiicreleri ve graniiloza hiicreleri
arasindaki zayiflayan baglant1 yer almaktadir.
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4.2.2. Morfometrik Bulgular

NOR, POI, SF ve ASP gruplar1 arasinda H&E ile boyanan ovaryum
kesitlerinde gergeklestirilen sayimlardan elde edilen folikiil sayilarin ortalamalar
tablo 10’da verilmistir. NOR ile POI ve SF ile ASP gruplar1 arasinda primordiyal
folikiil sayilar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. (p<0,001).

NOR ve POI gruplan gelismekte olan folikiiller a¢isindan da karsilastirildi.
Hormon parametrelerine ek olarak, spesifik olarak primordiyal folikiillerin yani sira
gelisimin farkli basamaklaridaki diger tiim folikiillerin sayilarindaki azaliglarm
istatistiksel anlamlilik tasidigi belirlendi (p<<0,001). Boylece POI modelinin basart ile
olusturuldugu da ispatlanmis oldu. NOR ve POI gruplarinda gelisimin farkh
evrelerindeki folikiillerin sayilar ve istatistiksel olarak karsilastirmalar tablo 11 ve
sekil 28°de verilmistir. SF ve ASP gruplar da tiim folikiiller agisindan karsilagtirilds;
POI sigan modelinde ASP uygulamasinin ovaryumda folikiil sayilarmni arttirdigi ve bu

artisin istatistiksel anlamlilik tasidigi belirlendi (p<0,05) (Tablo 11) (Sekil 28).

Tablo 11. Deney gruplarinda H&E folikiil sayimi.

= = = = g
o Eg 5 2 iz 5 - E = g
= T Z ER E 2 - 5 & 3
5 e = 5 = S o s = — > -
= E £ = 2 £ 2 < £ = g =
s £ = Z E : E é = g g &
= = & = £ © = >
\OR 19,11 + 8,21 % 8,62 % 3,68+ 3,06+ 0,84 + 6,88
0,28 1,28 0,82: 0,29% 0,12: 0,142 0,412
rol 3,51+ 3,51+ 3,99 1,60 + 137+ 579+ 548+
0,17° 0,240 0,47° 0,490 0,17° 0,500 0,26
p* p*<0,001 | p*=0,001 | p*<0,001 | p*<0,001 | p*<0,001 = p*<0,001 | p*<0,001
SF 3,90 + 3,78+ 3,79+ 1,55+ 1,44 + 475+ 542+
0,112 0,240 0,25° 0,510 0,08 0,70° 0,59
\Sp 7,97 + 5,46 = 5,77 + 2,79 + 2,13+ 3,93 + 5,51+
0,25% 0,66% 0,500 0,26% 0,16% 0,54t 0,40¢
p* p*<0,001 p*=0,03 p*<0,001 p*=0,003 | p*<0,001 p*=0,074 | p*=0,798
prEe | pEec0 001 | p***<0,001 | p*¥<0,001 | p**<0,001 | p**<0,001 & p**<0,001 | p**<0,001

Veriler ortama agirlik+ SD olarak verildi.
* [kili grup karsilastirmalarinda Student t testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
** Gruplar arasi karsilagtirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul

edildi.

*** Gruplar arasi karsilastirmalarda Kruskal Wallis testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul

edildi.
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Sekil 28. NOR, POI, SF ve ASP gruplart icin folikiil sayilari.

4.2.3. immiinohistokimyasal bulgular

Calismaya dahil edilen NOR, POI, SF ve ASP gruplar1 PCNA ile isaretlenmis
preantral ve antral folikiiller bakimindan kiyaslandiginda NOR grubuna kiyasla POI
ve SF gruplarinda isaretlenen folikiil sayisinda azalma oldugu belirlendi (Sekil 29,
Sekil 30, Sekil 31). SF grubunda, VCD sonrast enjekte edilen serum fizyolojigin
ovaryum folikiilleri iizerine bir etkisi olmadig1r sonucuna ulasildi. ASP grubundaki
deneklerin preperatlar1 diger gruplarla kiyaslandiginda antral folikiil sayisinda artis
oldugu gozlemlenmekle birlikte (Sekil 32), bu artis NOR grubu deneklerde (Sekil 29)

sayilan isaretlenmis folikiil sayis1 kadar fazla sayida degildi.
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Sekil 29. A panelinde NOR grubu deneklere sahip ovaryum preperatindan elde edilmig PCNA ile
isaretlenmis preantral ve antral folikiiller yer almaktadir. B panelinde PCNA tarafindan graniiloza

hiicreleri isaretlenmis olan folikiillerin sirali kesitlerinde yakinlastirilmis hali yer almaktadir.

200 ym

100 pm

Sekil 30. A panelinde POI grubu deneklere sahip ovaryum preperatindan elde edilmis PCNA ile
isaretlenmis preantral ve antral folikiiller yer almaktadir. B panelinde PCNA tarafindan graniiloza

hiicreleri isaretlenmis olan folikiillerin yakinlagtirilmig hali yer almaktadir.

200 pm

Sekil 31. A panelinde SF grubu deneklere sahip ovaryum preperatindan elde edilmis PCNA ile
isaretlenmis preantral ve antral folikiiller yer almaktadir. B panelinde PCNA tarafindan graniiloza

hiicreleri isaretlenmis olan folikiillerin yakinlagtirilmig hali yer almaktadir.
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Sekil 32. A panelinde ASP grubu deneklere sahip ovaryum preperatindan elde edilmis PCNA ile
isaretlenmis preantral ve antral folikiiller yer almaktadir. B panelinde PCNA tarafindan graniiloza
hiicreleri isaretlenmis olan folikiillerin yakinlastirilmis hali yer almaktadir. C panelinde graniiloza
hiicreleri PCNA tarafinda tarafindan isaretlenen ASP grubuna ait bir sekonder folikiil yer almaktadir.
D panelinde ASP grubuna ait denekten elde edilen kesitte yer alan gelisimin farkli basamaklarindaki
PCNA ile isaretli folikiiller yer almaktadir.

PCNA ile isaretlenen NOR ve POI gruplarina ait kesitler karsilastirildiginda
preantral ve antral folikiil bakimindan anlamli farklilik oldugu tespit edildi (p<0,001)
(Tablo 12) (Sekil 33). SF ve ASP gruplan karsilagtirildiginda ASP grubu deneklerin
ovaryumlarinda gdzlenen preantral ve antral folikiillerin SF grubuna gore sayica arttig1
ve bu artisin istatistiksel anlamlilik tasidigi belirlendi (sirasiyla p=0,001 ve p<0,05)
(Tablo 12) (Sekil 33). Ek olarak tiim gruplar preantral ve antral folikiil sayilari
acisindan birbiri ile karsilastirildi ve anlamli farklilik bulundu. Folikiil sayilari ve p**

degerleri tablo 12’de verilmistir (Sekil 33)
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Tablo 12. Preantral ve antral folikiil sayilar1.

Preantral Folikiil Antral Folikiil

NOR 14,60 + 1,10 6,84 £ 0,60
POI 3,12+0,52 2,56 +0,26

p* p<0,001 p<0,001

SF 2,92 +0,30 2,64 +0,38
ASP 5,84 +£0,93 5,44 +0,55

p* p=0,001 P=0,001
pE* p<0,001 p<0,001

Veriler ortama agirlik+SD olarak verildi.

* kili grup karsilastirmalarinda Student t testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

** Gruplar arasi karsilagtirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul
edildi.
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Sekil 33. NOR, POI, SF ve ASP gruplarinin preantral ve antral folikiiller i¢in karsilagtiriimasi.
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

NOR, POI, SF ve ASP gruplarina ait deneklerin serumlarinda anti-Miillerian
hormon konsantrasyonu ve Ostradiol konsantrasyonu “enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA)” yontemi ile 6l¢iildii.

Normal ovaryan rezerve sahip NOR grubu deneklerden ¢alismanin 1. giind,
prematiir ovaryan yetmezligi (POI grubu) grubuna ait deneklerden ¢aligmanin 1. ve
15. giinti, ve 15 giinliik VCD enjeksiyonundan sonra SF ya da ASP verilen deneklerden
ise ¢alismanin 1, 15 ve 71. giini elde edilen serum Orneklerinde ovaryan rezerv
belirteci olan AMH konsantrasyonlarinin dl¢iimii gergeklestirildi. Ardindan gruplar
arasi ve grup i¢i sirali 6rneklemler karsilastirildi.

Calismanin birinci gilinii, deneklerden alinan kandan elde edilen serum
orneklerde AMH seviyeleri bakimindan gruplar arasinda anlamli fark olmadig:
sonucuna ulasildi (p=0,69) (Tablo 13). POI modeli olusturulan deneklerin 1. giin
(VCD enjeksiyonu oOncesi) ve 15. giinde (VCD enjeksiyonu sonrasi) toplanan
serumlarinda  Olgiilen AMH  konsantrasyonlar1  karsilastirildiginda ~AMH
seviyelerindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. Ortalama

Olgtimler ve p**,*** degerleri tablo 13’te verilmistir.

POI, SF ve ASP gruplarinda VCD enjeksiyonlarinin tamamlanmasi sonrasi
(15. giin) olciilen serum AMH diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark
saptanmadi(p=0,54) (Tablo 13). VCD enjeksiyonu sonrast SF ve ASP verilen
deneklerden 71. giin alinan kan 6rnekleri karsilastirildiginda ASP’nin serum AMH
seviyesi artt1g1 ve bu artisin SF grubuna gore istatistiksel anlamlilik tasidig belirlendi
(p=0,01) (Tablo 13).

POI, SF ve ASP gruplarinin AMH seviyeleri kendi aralarinda karsilagtirilda.
SF ve ASP gruplarinda grup i¢i AMH konsantrasyonlarinin karsilastirmasi 1., 15., ve
71. glinler icin yapildi ve anlamli fark bulundu ve degerler tablo 13’te p** ***

degerleri ile verilmistir.
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Tablo 13. NOR, POI ve SF gruplart arasinda 1. Giin, 15. Giin ve 71. Gin serum AMH
konsantrasyonunun istatistiksel degerlendirmesi.

AMH (ng/mL) NOR Grubu POI Grubu SF Grubu ASP Grubu p¥, #degeri
1. GUN 0,759+0,008 0,756+0,007 0,762+0,009 0,763+0,011 p*=0,696
15. GUN - 0,698+0,003 0,698+0,005 0,704+0,004 p*=0,054
71. GUN - - 0,693+0,008 0,709+0,006 p#=0,013
p**,*** degeri - p **<0,001 p*** <0,001 p *%%<0,001

Veriler ortama agirlik=SD olarak verildi.

* Gruplar aras1 karsilagtirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul
edildi.

# Bagimsiz ikili grup karsilastirilmalarinda t-testi kullanildi, p<0,05 anlaml olarak kabul edildi.

*#* fkili grup karsilastirmalarinda Paired Sample t testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
*** Gruplar arasi karsilagtirmalarda MANOV A testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

Calismanin birinci glinli deneklerden alinan kandan elde edilen serum
ornekleri incelendiginde gruplar arasinda E2 serum seviyeleri bakimindan anlamli fark
olmadig1 sonucuna ulasildi (p=0,98) (Tablo 14). POI, SF ve ASP gruplarinda VCD
enjeksiyonu sonrasinda toplanan (15. giin) serum Orneklerinde Olciilen E2 seviyesi
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi. (p=0,41) (Tablo 14).
71. giin SF ve ASP gruplarinda toplanan serum orneklerinde yapilan E2 6l¢timleri,
asprosinin serum E2 diizeyini arttirdigini gosterdi. Istatistiksel karsilastirmada bu
artisin SF grubuna gore anlamli oldugu belirlendi (p #= 0,030) (Tablo 14).

POI, SF ve ASP gruplar1 kendi aralarinda karsilagtirildi. POI (1 ve 15. Giin)
denekleri VCD enjeksiyonu dncesi ve sonrasinda elde edilen serum 6rneklerindeki E2
konsantrasyonlar1 bakimindan karsilastirildiginda anlamli fark bulundu, degerler tablo
13’te p**,*** degerleri ile verildi. SF ve ASP gruplarinda E2 konsantrasyonlar1 kendi
iclerinde karsilagtirma 1. 15. ve 71. glinler i¢in yapildi ve anlamli fark bulundu ve

degerler tablo 13°te p**,*** degerleri ile verildi.
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Tablo 14. NOR, POI ve SF gruplari arasinda 1. giin, 15. giin ve 71. glin serum E2 konsantrasyonlar1 ve

istatistiksel degerlendirmesi.

E2 (ng/mL) NOR Grubu POI Grubu SF Grubu ASP Grubu p*degeri
1. GUN 162,80+6,97 163,28+7,93 162,12 £9,81 160,96+17,05 p*=0,989
15. GUN 180,60+ 15,93 170,3 £15,59 169,41+ 10,41 p*=0,41
71. GUN 177,5+ 6,48 211,30+ 25,39 p#=0,030
p**,***degeri p**<0,001 p***<0,001 p***<0,001

Veriler ortama agirlik+ SD olarak verildi.

* Gruplar arast karsilagtirmalarda One-Way ANOVA testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul

edildi.

# Bagimsiz ikili grup karsilastirilmalarinda t-testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
** kili grup karsilastirmalarinda Paired Sample testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
**% Gruplar aras1 karsilastirmalarda MANOVA testi kullanildi, p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
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5. TARTISMA ve SONUC

“Asprosin peptiti, disi fertilitesini etkileyen patolojilerden biri olan prematiir
ovaryan yetmezliginde azalmis ovaryan rezervini, ovaryum foliikiilllerinin gelisimi
uyararak arttirir” hipotezinin test edilebilmesi i¢in Onerilen bu tez ¢aligmasinda,
asprosinin POI’de azalan ovaryum rezervini ve bozulan ovaryan foliikiil gelisimini
etkileyip etkilemediginin gosterilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
prematiir ovaryan yetmezligi (POI) sigan modeli olusturulmus ve bu deneklerde
asprosinin ovaryan rezervine etkisi, histolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal
yontemlerle degerlendirilmistir. Calismamiz bir adipokin olan asprosinin, deneysel
olarak olusturulan prematiir ovaryan yetmezligi (POI) modelinde, azalmis ovaryum
folikiil rezervinde iyilestirici etkilerini gosteren ilk ¢alismadir. Asprosin uygulamasi
ovaryumda basta primordial folikiiller olmak {izere gelismekte olan folikiillerin

sayisinda olumlu bir etki gostermistir.

5.1. VCD Yardimu ile POI Modelinin Olusturulmasi

1994°te yapilan bir ¢alismada VCD'nin erigkin siganlarin ovaryumundaki
oositlerin yok olmasina neden olabilecegini bildirmistir; iki yil sonra ise preantral
folikiillerin VCD ovotoksisitesine karsi daha duyarli oldugunu ve graniiloza
hiicrelerinin sagkalimimi etkileyerek folikiil canliligini azaltabilecegini gosterilmistir
(Flaws, Doerr, Sipes, & Hoyer, 1994; Springer ve ark., 1996). Cao ve arkadaslari
VCD'nin graniiloza hiicrelerinin apoptozunu etkileyerek folikiiler atreziye neden
oldugunu bulmustur (Cao ve ark., 2020). Bu ¢alismalar, VCD'nin POI modellerini
olusturmak icin ideal kemoterdpatik ajan oldugunu gostermektedir.

POI patolojisinde, primordial folikiillerden antral folikiillere kadar olan
gelisimsel siirecte bozulma séz konusudur. Folikiiliin gelisimi esas olarak graniiloza
hiicrelerinin ve oositlerin normal fonksiyonuna baglidir. Bu nedenle, folikiillerin asir1
tilkkenmesinin nasil 6nlenecegi, normal gelisimlerinin nasil tesvik edilecegi kadin
infertilitesi acgisindan biiylik bir 6neme sahiptir. Graniiloza hiicreleri folikiillerin
gelisimi i¢in gereklidir ve anormal fonksiyonlari folikiil atrezisine yol agmaktadir (Liu

ve ark., 2024).

55



Yukarida Ozetlenen literatiir bilgisi dikkate alinarak ¢alismada POI sigcan
modeli olusturmak icin primordiyal ve primer folikiillerde apoptotik siireci baslatan
ve sayilarmi azaltan VCD (subkiitan, 160 mg/kg/giin, 15 giin) tercih edilmistir.
VCD’nin tercih edilmesindeki diger sebepler ise cerrahi miidahale gerektirmemesi,
genetik degisiklige ihtiya¢ duyulmamasi ve etkinliginin in vivo ve in vitro ¢aligmalarla

kanitlanmis olmasidir.

5.2. POI Modeli ve Asprosin Uygulamasi

POl tedavisine yonelik pek ¢ok ilaca karsin, mevcut ana yontem HRT (Hormon
Replasman Tedavisi)’dir. Ancak bu yontem, uzun siireli uygulamayla iligkili birgok
yan etkiye de sahiptir. Meme kanseri, endometriyal kanser ve diger hastaliklarin riski
kontrol edilemez, bu da POI tedavisinin zorlugunu bir dereceye kadar artirir (Ishizuka,
2021). HRT, POI'nin sistemik semptomlarini belirli bir dereceye kadar iyilestirebilir
ancak folikiillerin normal gelisimini destekleyemez; bu ayn1 zamanda HRT'nin POI
tedavisi i¢in temel tedavi olamamasinin da nedenidir (Ishizuka, 2021).

Asprosin, fibrillin-1 (FBNI) geni tarafindan kodlanan FBN1'in, furin enzimi
tarafindan boliinmesiyle iiretilen ve insanlarda insiilin direnci ile polikistik over
sendromu ile iligkili olan ve aglikla indiiklenen yeni bir proteindir (Fasshauer ve
Bliiher, 2015).

Yakin zamanda yapilan arastirmalar asprosinin disi lireme sistemi lizerinde
olumlu veya olumsuz etkilerinin oldugunu gostermektedir (Kurowska ve ark. 2021;
Maylem ve ark., 2021; Batalha ve ark., 2023). Maylem ve arkadaglarinin 2021°de
yayinlanan calismasinda teka hiicreleri ve progestoron iiretimi ile asprosin iligkisi
arastirllmis ve asprosinin, luteinizan hormonla indiiklenen teka hiicrelerinde
androstenedion tiretimini arttirken, IGF1 ile indiiklenen teka hiicre proliferasyonunu
azalttig1, ayrica progesteron liretimi {izerinde higbir etkisinin olmadig gdsterilmistir.
(Maylem ve ark., 2021). FBNI’in gelisimsel diizenlenmesi ve asprosinin teka
hiicrelerinin ~ iizerindeki dogrudan etkileri, asprosinin ovaryum folikiiler
fonksiyonunun yeni bir diizenleyicisi olabilecegini diistindiirmektedir. Asprosinin
ovaryumlarda yer alan diger bir hiicre grubu olan graniiloza hiicrelerine etkisi de

arastirllmistir (Batalha ve ark., 2023). Sigir graniiloza hiicrerinin kullanildigr bu
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caligmada, asprosinin hiicre ¢ogalmasi ve Ostradiol ile progesteron salinimi ile olan
iligkisi degerlendirilmis ve asprosinin graniiloza hiicre fonksiyonlarinit doza bagli bir
sekilde etkiledigi gosterilmistir. Asprosinin FSH varliginda hem 6stradiol {iretimini
artirdigi hem de doza bagli bir sekilde FSHR (FSH reseptorii) ve CYP19A1'in mRNA
ekspresyonunda bir artig1 uyardigi, buna karsin IGF1 varliginda, estradiol iiretimini
azaltirken progesteron {liretimini artirdig1 gosterilmistir. Ek olarak, asprosin IGF1 ile
birlikte doz bagimli olarak PKA protein ekspresyonu ile p-ERK1/2/total ERK1/2
protein ekspresyon oranini artirma egiliminde oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma,
asprosinin, in vitro kosullarda sigir graniiloza hiicrelerinde steroidojenik enzimlerin
mRNA diizeyleri ile hiicre dongiisii ve apoptoz diizenleyicilerini kodlayan genlerin
mRNA miktarin1 degistirerek ve dstradiol, progesteron liretimi ile steroid sentezini
diizenleyen molekiillerin protein ekspresyonlarmi etkileyerek graniiloza hiicre
fonksiyonlarmin diizenleyicisi oldugunu ve etkilerinin doza ve hiicre kiiltiirii
kosullarina bagli oldugunu gostermektedir (Batalha ve ark., 2023).

Asprosinin disi genital sistem ve diger organlar tizerindeki etkinligini arastiran
arastirmalarin ¢ogu in vitro kosullarda yapilmistir (Batalha ve ark., 2023; Jung ve ark.,
2019). Asprosinin sistemik kullanimu ile ilgili literatiirde az sayida deneysel ¢alisma
bulunmaktadir (Oz ve ark., 2023; Ozcan ve ark., 2022). Farkli yéntemlerle olusturulan
deneysel ndropatik agri modellerinde i.p. uygulanan 10 pg /kg asprosinin agr1 esigini
arttirdig1 ve analjezik bir etki sergiledigini gosterilmistir (Ozcan ve ark., 2022). Kronik
asprosin uygulamasinin koku duyusu ve cinsel davranis lizerine etkilerinin aragtirildigi
diger bir calismada, 21 giinliik disi sicanlara 8 hafta boyunca intraperitoneal uygulanan
500 ng/kg/giin asprosinin serum oksitosin ve estradiol seviyelerini artirdig1 sonucuna
varilmistir (Oz ve ark., 2023). Kronik asprosin uygulamasi ile serum E2 seviyesinin
artmasi, asprosinin  graniiloza  hiicrelerinin  aktivitesini  arttirabilecegini
diisiindiirmiistiir. Dolayisiyla bu literatiir bilgisi dogrultusunda ¢alismamizda,
olusturulan POI modelinde primordial folikiillerin uyarilmas: ve graniiloza
hiicrelerinin aktivasyonu ile proliferasyonunun artirilmasi i¢in 8 hafta siireyle

intraperitoneal yolla 500 ng/kg/giin asprosin uygulamasi yaptik.
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5.3. POI Modelinin ve Asprosin Uygulamasimin Viicut Agirh@ina Etkisi

Calismada NOR, POI, SF ve ASP gruplarinin enjeksiyonlardan 6nce ve sonra
Olciilen viicut agirliklar1 grup iginde ve gruplar arasinda karsilastirildi (Tablo 8). Her
bir grup i¢in 1., 15. glin ve 72. giinde viicut agirliklarinin karsilagtirmasinda
istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 belirlendi (p=0,54). Benzer sekilde 1., 15.
giin ve 72. giinlerde 6l¢iilen viicut agirliklarinin gruplar arasi karsilastirmasinda da
benzer sonug elde edildi (p>0,05).

VCD ile viicut agirligr arasindaki iliski ile ilgili degisik sonuglar veren
caligmalar bulunmaktadir (Cakir ve ark., 2024; Muhammad ve ark., 2009; Zhou ve
ark., 2021). Muhammad ve arkadaglarinin 2009’da yayinlanan bir caligmasinda
Sprague-Dawley sicanlara 30 giin boyunca farkli dozlarda (40, 80, 160 mg/kg/glin)
intraperitoneal ve intramuskiiler yolla uygulanan VCD’nin viicut agirlig1 iizerindeki
etkisi degerlendirilmistir. 9. giinde, i.p. uygulanan 160 mg/kg/giin dozundaki VCD’nin
onemli Ol¢liide kilo kaybina neden oldugu belirlenmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda deneklerin 9. ve 10-13. giinlerde sirasiyla baslangic agirliginin
yaklagik %11'1 ve %16'sin1 kaybettikleri gosterilmistir (Muhammad ve ark., 2009). Cin
tibbinin geleneksel bir bitki karisimi olan "Liu Zi Tang" bilesiginin primer ovaryan
yetmezliginin tedavisindeki etkinligini arastirmak i¢in i.p. tek doz siklofosfamid ile
POI olusturulan deneklerin viicut agirliklarinda kontrol grubuna kiyasla %S5 ila %10
oraninda azalma oldugu tespit edilmistir (Zhou ve ark., 2021). Cakir ve arkadaglar
tarafindan yapilan “Dehidroepiandrosteron, siganlarda 4-vinilsikloheksen diepoksitin
neden oldugu erken yumurtalik yetmezligini hafifletmek i¢in PTEN/PI3K/AKT sinyal
yolunu modiile eder” baglikli calismada Sprague Dawley cinsi sicanlarda 15 giin
subkiitan VCD (160 mg/kg/giin) uygulanmis sonucunda VCD uygulamasinin
deneklerde agirliklar kiyaslanmis istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi ve
agirlik diisiistine sebep olmadigi belirlenmistir (Cakar ve ark., 2024).

Farkli kimyasal ajanlarin kullanilmasi ve POI olusturmak icin kullanilan
VCD’nin uygulama stiresi, dozu ya da uygulama yontemlerinin (i.p., i.m. ve subkutan)
farkli olmas1 VCD-viicut agirlig: iliskisinde farkli sonuglarin elde edilmesine neden
olabilir. Calismamizda, subkiitan 15 giin 160 mg/kg/doz’un verilmis oldugu aragtirma

(Cakar ve ark., 2024) ile uyumlu sonuglar elde edilmistir.
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5.4. POI Modelinin ve Asprosin Uygulamasinin Ovaryum Agirhgina Etkisi

Calismamizda, ooforektomi ile ¢ikarilan ovaryumlarin agirliklar 6lctildii ve
karsilastirildi1 (Tablo 9). Ovaryum agirliklar1 bakimindan NOR, POI, SF ve ASP
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig belirlendi (p=0,960).
Literatiirde, VCD uygulamasi sonrasi ovaryum agirliklarinin degismedigini gosteren
caligmalarin yan1 sira (Cakir ve ark., 2024; Flaws ve ark., 1994;), ovaryum
agirliklarinin azaldigini bildiren yayinlar bulunmaktadir (Hoyer, & Sipes, 2007a;
Mayer ve ark., 2002; Nozaki ve ark., 2009). Cakir ve arkadaslari, 15 giin subkutan
VCD (160 mg/kg/glin) uyguladiklari sicanlarin ovaryum agirliklarinda kontrol
grubuna gore anlamli bir farklilik olmadigini bildirmislerdir (Cakar ve ark., 2024). Bir
diger calismada 30 giin siireyle uygulanan VCD’nin erigkin (58 giinliik) ve immatiir
(28 giinliik) siganlarda ovaryum agirligina etkisi olmadigi gosterilmistir (Flaws ve
ark., 1994). Farkli doz ve siirelerde uygulanan sisplatinin ovotoksisitesinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, 1.p. olarak iki hafta siireyle uygulanan 1 mg/kg ve 2
mg/kg dozlarinda sisplatinin ovaryum agirliginda azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (Nozaki ve ark., 2009). 30 giin VCD uygulanan ve uzun dénem takibi
(360 giin) yapilan deneklerin ovaryum agirliklarinin degerlendirildigi bir ¢alismada
ovaryum agirliginda azalma oldugu sonucuna ulasilmistir (Mayer, ve ark., 2002).
Ovaryum agirligindaki azalmanin sebebinin ovaryan folikiil sayisindaki azalma ve
ovaryum doku atrofisindeki artis oldugu kanisina varilmistir (Hoyer, & Sipes, 2007,
Mayer, ve ark., 2002). Uyguladigimiz siire ve dozdaki VCD’nin disi si¢anlarin
ovaryum agirliklarini degistirmedigini gosteren bulgumuz literatiirle uyumlu olup
VCD’nin overlerin genel morfolojisini bozmadigi oncelikle primordial folikiilleri
etkiledigini yoniindeki literatiir bilgisini desteklemektedir.

Caligmamizda, 56 giin boyunca 500 ng/kg/giin uyguladigimiz asprosinin
ovaryum agirliklart iizerindeki etkisi, solventi olan serum fizyolojik uygulanan
deneklerin ovaryum agirliklarinin karsilastirilmasi ile degerlendirilmis ve iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi sonucuna ulasilmistir (p=0,960).
Literatiirde, normal over rezervine sahip denekler ile POI modeli olusturulmus
deneklerde asprosin uygulamasmin ovaryum agirliklarina etkisini gosteren bir

caligmaya rastlanmamaistir.
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5.6. POI Modelinin ve Asprosin Uygulamasinin Ovaryum Folikiillerine Etkisi

Ovaryumlarda, primordial folikiil, primer folikiil, (unilaminer, multilaminer),
sekonder folikiil, Graaf folikiilii ve atretik folikiil olarak adlandirilan bir¢ok farkli
asamada folikiil mevcuttur. Folikiillerin oranina bakildiginda en biiyilik orana sahip
olan folikiillerin statik durumdaki primordiyal folikiiller oldugu goriilmektedir
(Monget, Mcnatty, & Monniaux, 2021; Hsueh, Kawamura, Cheng, & Fauser, 2015;
Pedersen, 1970). Calismamizda POI sigan modeli olusturmak i¢in kullanilan VCD’nin
ovotoksik etkisinden en c¢ok etkilenen folikiil grubu primordial folikiillerdir.
Calismamizda ovaryan folikiiller, H&E ve proliferasyon belirteci PCNA igin
uygulanan immiinohistokimyasal yontem ile boyanan preparatlarda degerlendirildi.
Normal ovaryan rezerve sahip olan NOR grubu ve POI grubu deneklere ait ovaryum
primordiyal folikiil sayilarinin azaldig1 ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlaml
oldugu bulundu. Bu sonucumuz literatiir verilerini desteklemektedir. Ek olarak, POI
modeli olusturulan deneklerde NOR grubuna gore atretik folikiil sayisinda istatistiksel
olarak anlamli bir artis vardir ki bu da ovaryan rezervin atreziye ugradigini
gostermektedir.

Primordial folikiillerin ilk aktivasyonu, gonadotropinler tarafindan
diizenlendigi kabul edilen siklik aktivasyonundan farklidir (Kallen ve ark., 2018). Tk
aktivasyon gonadotropinlerden bagimsiz olup, pregraniiloza hiicreleri, oosite ait
sinyaller, primordiyal folikiiliin mikro c¢evresindeki biiyiime faktorleri ve stres gibi
farkli mekanizmalar ile diizenlenmektedir (Bian ve ark., 2021). Calismamizda POI
modeli olusturulmus deneklere uygulanan asprosin, primordial folikiillerin yan1 sira
gelisimin farkli evrelerindeki folikiillerin (unilaminar primer folikiil, multilaminar
primer folikiil ve sekonder folikiil ve Graaf folikiillleri) sayilarimi1 da istatistiksel
anlamlilik tagiyacak diizeyde arttirmigtir. Bu bulgu, sistemik uygulanan asprosinin
ovaryum folikdilleri iizerindeki etkisini gosteren literatiirdeki ilk veri olup, dncelikle
asprosinin, primordiyal folikiillerin siklik aktivasyonuna ve/veya ilk aktivasyonunda
rol oynayan mekanizmalara etki ederek primordial folikiil sayisimi artirdigini
diistindiirmiistiir. Ayrica, gelisimin farkli evrelerindeki folikiillerin sayisinda gézlenen

artisin, sadece primordial folikiillerin aktivasyonuyla degil ayni zamanda folikiil
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gelisimini diizenleyen diger mekanizmalar iizerine de asprosinin etkisi olabilecegi

fikrini akla getirmistir.

5.7. POI Modelinin ve Asprosin Uygulamasinin E2 ve AMH Seviyelerine EtKisi

Calismamizda tim gruplardaki deneklerden 1., 15. ve 71. giinlerde alinan
kanlardan elde edilen serumlarda ELISA teknigi ile AMH ve E2 diizeyleri 6l¢iildii.
NOR ve POI gruplarinin AMH diizeyleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde 1. ve
15. giinler arasinda anlamli bir diisiis oldugu belirlendi. VCD enjeksiyonlarinin POI
modelini olusturdugu dogrulandi (p<0,001). Literatiirdeki farkli denek ve VCD
dozlarinin uygulandigi ¢alismalarda da serum AMH diizeylerinde diisiis
gozlemlenmistir (Cakir ve ark., 2024). AMH diizeyindeki diisiis deneklerden elde
edilen ovaryum kesitlerinde gergeklestirilen folikiil sayimlarinden elde edilen
istatistiksel analizlerle benzer ozellikler gostermektedir. Asprosin enjeksiyonlarinin
AMH diizeyini ve folikiil sayilarin1 arttirmasi, asprosinin olusturulan POI modelinde
ovaryum rezervindeki olumsuz etkileri iyilestirebilecegini diisiindiirmiistiir.

E2, kadinlar i¢in fertiliteyi, 6zellikle folikiilogenezi kontrol eden 6nemli bir
hormondur. Ovaryum folikiillerindeki graniiloza hiicreleri tarafindan lokal olarak
tiretilen bir steroiddir; dominant preovulatuvar folikiillerin gelisimini ve sec¢imini
kontrol eder. Oz ve arkadaslarinin 2023’te yayinlanan ¢alismalarma gore normal
ovaryan rezerve sahip deneklere 500 ng/kg dozda 56 giin siireyle i.p. verilen asprosin,
disi sicanlarda serum E2 degerlerini anlamli diizeyde (p<0,001) artirmaktadir (Oz ve
ark., 2023). Calismamizda 1., 15. ve 71. gilinlerde 6l¢iilen serum E2 diizeylerinde
anlaml bir artis tespit edilmistir. Graniiloza hiicreleri tarafindan tiretilen E2 serum
diizeyindeki bu artisin graniiloza hiicrelerinde gozlenen artmis proliferasyon ile iliskili
olabilecegi sonucuna varilmistir. Soyle ki, ¢alismamizda graniiloza hiicrelerindeki
olast proliferasyonu degerlendirmek amaciyla immiinohistokimyasal yontemle
yapilan PCNA boyamasi sonucunda, hem PCNA eksprese eden preantral folikiil
(p<0,001) hem de antral folikiillerin sayisinda anlamli artis (p<0,001) belirlendi. Elde
etmis oldugumuz bu sonuclar, E2 diizeylerindeki artigin, asprosinin primordiyal
folikiillerin aktivasyonu ve diger folikiillerin siklik aktivasyonu iizerindeki etkisi ile

iliskili olabilecegini diistindlirmiistiir.
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Sonug olarak ¢aligmamiz, asprosinin, primordial folikiillerin aktivasyonuna
neden olarak over rezervini ve folikiil gelisimini olumlu ydnde etkiledigini
gostermektedir. Ayrica asprosinin POI modelinde etkinligini gosteren literatiirdeki ilk
veriler olmas1 agisindan degerlidir. Ek olarak asprosinin, primordial folikiillerin ilk
aktivasyonunu diizenleyen pregraniiloza hiicreleri, oositteki sinyaller, primordiyal
folikiiliin mikro c¢evresindeki biiyiime faktorleri ve stres gibi farkli mekanizmalarin
tizerindeki etkilelerinin arastirilacagi  yeni c¢aligmalara Onciilik edecegini

diisiinmekteyiz.
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9. TESEKKUR

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yliksek lisans egitimi aldigim siire
boyunca bilgisi, tecriibesi ve destegiyle her zaman yanimda olan, bana yol gosteren
degerli danismanim Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. F. Zehra MINBAY a tesekkiirlerimi ve
saygilarimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimi aldigim siire boyunca mesleki tecriibeler kazanmama
destek olan, bilgisini esirgemeyen Ureme Biyolojisi ve Klinik Embriyoloji Yiiksek
Lisans Programu yliriitiiclisii Prof. Dr. Berrin AVCI’ya tesekkiirlerimi ve saygilarimi
sunarim.

Destegini hep hissettigim, bilgi, gorgii ve tecriibesine bagvurdugum degerli
hocam Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1 Bagkani Prof. Dr. Semiha ERSOYa; egitimim siirecinde biiylik emekleri olan
bilgileriyle beni aydmlatan Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Ozhan EYIGOR, Dog. Dr. Sema
SERTER KOCOGLU, Dr.Ogretim Uyesi Duygu GOK YURTSEVEN’e
tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Ihtiyacim oldugunda yardimlarimi esirgemeyerek her zaman destek olan Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’ndaki tiim
asistan arkadaslarima, ¢alisanlarina ve laboratuvar calismalarimdaki desteklerinden
dolay1 Bio. Ayse AKTAS’a ve ozellikle, tezimde biiyiikk emekleri olan, ihtiyacim
oldugunda her zaman destek olan bilgilerini benden esirgemeyen Emb. Dr. Cihan
CAKIR, Dr. Senem YAVAS ve yiiksek lisans 0Ogrencisi Nergis COSKAN’a
tesekkiirlerimi sunarim.

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali Uremeye Yardimci Tedavi Merkez Sorumlusu Prof. Dr. Giirkan UNCU
basta olmak {izere tiim calisanlarina egitimim boyunca verdikleri emeklerden ve
desteklerinden dolay1 tesekkiir ederim.

Son olarak, beni bugiinlere getiren her an yanimda olan, desteklerini
esirgemeyen sevgili annem Cemile POMAK ve babam Selguk POMAK ’a; hayatimi1
anlaml kilan sabr1 ve sevgisiyle her zaman yanimda olan, beni destekleyen, motive
eden esim Gokay ADALTI’ya; bu siirecte bana destek veren herkese tesekkiir ederim.
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10. OZGECMIS

Is Deneyimleri

09.2020- 07.2024 Klinik embriyoloji asistani
Bursa Uludag Universitesi Hastanesi, Tiip Bebek Merkezi

* Spermogram

» In vitro fertilizasyon i¢in sperm hazirlama

* Folikiiler sivilardan oositleri tanimlanmasi (OPU)

* Testis biyopsi materyalinden spermi tanimlama izolasyonu

* Embriyo kiiltiirti

* Gamet ve embriyolarin kriyoprezervasyonunu gergeklestirme

* Laboratuvarin kalite kontrol sistemine katilmak

09.2020- 07.2024 Histoloji ve Embriyoloji Asistani

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji AbD
* Projeler i¢in doku tespiti ve hazirliklar

« Immiinohistokimyasal boyama

* Deneysel hayvan ¢alismalari

04.2021-10.2021
Molekiiler Biyolog ve Genetik¢i

Bursa Sehir Hastanesi Genetik Tan1 Merkezi

» Orneklerden DNA ve RNA izolasyonu,
* PCR,
* RT-PCRSequencig (Parca Analizi i¢in ABI 3500 Genetik Analiz Cihaz)
* Next Genaration Sequancing (NGS)

07.2018-08.2018
* Observer

Egitim

Molekiiler Biyolog ve Genetik¢i (Stajyer)

10.2020- Devam ediyor Ureme Biyolojisi ve Klinik Embriyoloji
Yiiksek Lisans Programi

Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji AbD
Tez

* Effect of Asprosin on Follicle Development in a Model of Premature Ovarian
Insuffiency

* Projem Bura Uludag Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (BAP)
tarafindan desteklenmektedir.

* Proje ID:1498
*07.2016- 07.2020 Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Bursa Uludag Universitesi
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