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INSAN GRANULOZA HUCRE KULTURUNDE OMENTININ OSTRADIOL VE
PROGESTERON SALINMASI UZERINE ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI
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KISA OZET

Kadmn infertilitesi, milyonlarca kadini etkileyen ve diinya ¢apinda gorilen bir halk saglig:
sorunudur. Gunumuizde infertilite tedavisinde yardimci Ureme teknikleri hizla
gelismektedir. Insan ovaryum folikiillerinde oositi ¢evreleyen graniiloza hiicrelerinin
omentin gibi bazi adipokinleri eksprese ettigi bilinmektedir. Ovaryum tarafindan Uretilen
omentin folikilogenezi, ovulasyonu ve steroidogenezi parakrin ve otokrin sekilde
dizenleyebilmektedir. Bu nedenle omentin seviyelerindeki degisimlerin ovaryumla ilgili
bozukluklarla iligkili olabilecegi goriilmektedir. Omentinin luteinize ve nonluteinize
graniiloza hiicrelerindeki hormonal etkileri arasindaki farkliliklar, omentinin ovaryum
uzerinde hormonal olarak dizenleyici etkisinin olabilecegini gostermektedir. Tez
calisgmasinda Polikistik Over Sendromu gorulen kisilerin hicrelerinde FSH uyarimi
sonucu omentinin dstradiol ve progesteron iizerine etkileri degerlendirilmistir. Bu amag
dogrultusunda; insan kaynakli granuloza hucreleri kiltire edilerek, hicrelere farkl
dozlarda omentin, FSH ve FSH + omentin uygulanmistir. Graniiloza hiicrelerinin 48
saatlik kultlr sonrasi kiiltiir ortamina salgiladigi Ostradiol ve progesteron Seviyeleri
ELISA yontemi ile dl¢lilmiistiir. Sonug olarak graniiloza hiicre kiiltiiriine uygulanan
omentinin bu hiicrelerden 6stradiol ve progesteron salinmasini doza bagimli olarak
degistirebilecegi saptanmistir. Ayrica FSH’nin grantlloza hticrelerinden 0Ostradiol ve
progesteron salinmasi iizerindeki uyarici etkilerinin de omentin ile doza bagimli olarak
diizenlenebilecegi gosterilmistir.  Omentin uyarimi ile 06stradiol ve progesteron
seviyelerindeki farklilik PKOS’un patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasi igin katki

saglayabilir.
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EVALUATION OF THE EFFECTS OF OMENTIN ON ESTRADIOL AND
PROGESTERONE RELEASE IN HUMAN GRANULOSA CELL CULTURE
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ABSTRACT

Female infertility is a public health problem, affecting millions of women and seen
worldwide. Nowadays, assisted reproductive techniques are rapidly developing in the
treatment of infertility. It is known that granulosa cells, surrounding the oocyte in human
ovarian follicles express some adipokines such as omentin. Omentin produced by the
ovary can regulate folliculogenesis, ovulation and steroidogenesis in a paracrine and
autocrine manner. Therefore, changes in omentin levels may be related to ovarian
disorders. The differences between the hormonal effects of omentin on luteinized and
nonluteinized granulosa cells indicate that omentin may have hormonal regulatory effect
on the ovary. In thesis study, the effects of omentin on estradiol and progesterone
secretion as a result of FSH stimulation in the cells of women with Polycystic Ovary
Syndrome were evaluated. For this purpose; human granulosa cells were cultured and
treated with different doses of omentin, FSH and FSH + omentin. After 48 hours, the
levels of estradiol and progesterone secreted by granulosa cells into the culture medium
were evaluated by ELISA. As a result, it was determined that omentin-treated granulosa
cells may change the estradiol and progesterone release from these cells in a dose-
dependent manner. It was also shown that the stimulatory effects of FSH on estradiol and
progesterone release from granulosa cells could be dose-dependently regulated by
omentin. The difference in estradiol and progesterone levels with omentin stimulation

may contribute to a better understanding of the pathophysiology of PCOS.



Keywords: Follicular fluid, granulosa cells, Polycystic Ovary Syndrome, FSH, omentin,

estradiol, progesterone
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1. GIRIS VE AMAC

Disi Ureme sisteminin temel birimi olan ovaryumlarda bulunan folikillerde oosit,
graniloza hucreleri ve teka hiicreleri olmak lizere U¢ ana hucre tipi goralir (1). Oosit,
folikulin merkezindedir ve graniiloza hcreleriyle cevrilidir (2). Ovulasyondan dnce,
antrum ve gevresindeki grantiloza hucreleri, oositin yanindaki kiimalis hticreleri ile Graaf
folikiiliinii olusturur. Folikiil gelisiminin son asamas1 olan Graaf folikiiliinde graniiloza
hiicreleri hem dogrudan korona radiata ile hem de dolayli olarak folikiiler siv1 yoluyla
oosit ile temas halindedir. Bir graniiloza hiicre grubu olan kiimalis hicreleri, embriyo
gelisimini destekleyen bazi maddeleri ortama salarlar ve Ostradiol, progesteron gibi
steroid ile protein iiretimini saglamalarindan dolayr embriyo gelisiminde olumlu etki

yaratirlar (3).

Ovaryum teka hiicrelerinde androjen sekresyonu luteinize edici hormon (LH) ve folikil
uyarict hormon (FSH) tarafindan uyarilir. FSH, androjenleri folikiil biiyiimesini tegvik
eden ostrojenlere doniistiirmek icin graniloza hiicrelerinde eszamanli olarak FSH
reseptoru Uzerine etki eder (4). Uyarilan grantloza hiicrelerinde 6stradiol konsantrasyonu
artip esik konsantrasyonuna ulastiginda, Anti-Mdullerian Hormon (AMH) ekspresyonu
oOstradiol tarafindan baskilanir (5). Folikiiler gelisim sirasinda iiretilen androjenler, pre-
antral ve antral foliktllerin blylmesini tesvik etmesinin yami sira, erken antral
foliklllerde grantiloza hiicreleri tzerinde FSH reseptorlerinin (FSHR) ekspresyonunu
indukler. Androjenler ayrica LH reseptér (LHR) ekspresyonunu ve aromataz
ekspresyonunu da artirir. Son evrede, baskin bir folikil secilir ve 0Ostradiol
konsantrasyonunun artmasiyla FSH salgist azalir. Baskin folikil icindeki FSH
konsantrasyonundaki bu kayip LH sekresyonunu artirir. Sonug olarak ovulasyonu
indiikleyen LH artis1 meydana gelir. Steroidogenez basamaklarinda bir degisim olmasi
durumunda androjen fazlalig1 goriiliir. Bu da primordiyal folikiillerin biiylime alanina

alinmmini artirir. Dolayisiyla kiigik antral folikillerin blytmesinin baglatilmasinda rol



oynar. Androjen fazlalig1 ayn1 zamanda erken luteinizasyonu da baslatir. Bu durum,
dominant folikilin secilim mekanizmasin1 bozarak ovulasyonu engeller. Bu da,
Polikistik Over Sendromu’na (PKOS) yol acar (6). PKOS, dinya capinda Ureme
cagindaki bir¢ok kadini etkileyen heterojen bir endokrin bozukluktur (7). Bu sendrom
genellikle geniglemis ve islevsiz ovaryumlar, asir1 yiiksek androjen seviyeleri, insiilin
direnci vb. ile iliskilidir (8). LH nin FSH’ye oraninin yiiksek olmas1 ve gonadotropin
salgilatict hormonun (GnRH) sikliginin artmasi PKOS'un altinda yatan nedenler olarak
bilinmesine ragmen, etiyolojisi ve patolojisi kapsamli bir sekilde aydinlatilamamistir (9).
Kanitlar, insiilin direnci (IR), hiperandrojenizm (HA), cevresel faktorler, genetik ve

epigenetik dahil olmak tizere farkli dis ve i¢ faktorlerin roltinu gostermektedir (9, 10).

Ovaryum fonksiyonlar1 metabolizma tarafindan diizenlenir. Metabolik durumun iireme
surecleri Gzerindeki etkisine, yag dokusu tarafindan Uretilen peptit hormonlar1 olan
adipokinler aracilik eder (11-13). Yag dokusu, insan viicudundaki en biiylik endokrin
organ olarak kabul edilir (14, 15). Adipokinler esas olarak yag dokusu tarafindan
uretilmekte olup yag hicresi farklilasmasi, enerji metabolizmasi, insulin direnci,
inflamasyon, bagisiklik, kanser ve anjiyogenezde rol oynar (16, 17). Ureme
fonksiyonlar1 da enerji dengesiyle iliskilidir ve bu nedenle olas1 metabolik bozukluklar,
PKOS gibi baz1 patofizyolojilerin gelismesine yol acabilir (16). Bir adipokin olan
omentin ovaryumda folikiilogenezi, ovulasyonu ve steroidogenezi parakrin ve otokrin
sekilde diizenleyebilmektedir. Bu nedenle omentin seviyelerindeki degisimler PKOS gibi

ovaryumla ilgili bozukluklarla iliskili olabilir.

Calismamizin amaci, infertilite goriilen PKOS tanili bireylerden izole edilen insan
granuloza htcrelerinin, FSH ve omentin kombinasyonlar1 ile uyarilarak hiicrelerden
kiiltir ortamina salinan Ostradiol ve progresteron miktarlarin1 degerlendirmektir. Bu
sayede omentinin; Ostradiol ve progesteron salinmasi {izerine etkilerinin aragtirilmasi
hedeflenmektedir. Bu hedef dogrultusundaki arastirma sorularimiz asagida siralanmstir.
e Hastalarm graniiloza hiicrelerine farkli dozlarda omentin uygulamasi kKultur ortamina
salinan Ostradiol dlzeyini etkiler mi?
e Hastalarm graniiloza hiicrelerine farkli dozlarda omentin uygulamasi kultur ortamina

salinan progesteron dizeyini etkiler mi?



e Hastalarin graniloza hiicrelerine sadece FSH uygulanmasi ile FSH + omentin
uygulanmas1 sonucu ortama salinan 0stradiol seviyeleri birbirlerinden farkli midir?

e Hastalarin graniloza hiicrelerine sadece FSH uygulanmasi ile FSH + omentin
uygulanmasi sonucu ortama salinan progesteron seviyeleri birbirlerinden farkl

mudir?

Bu amagcla in vitro fertilizasyon/intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (IVF/ICSI)
hastalarindan OPU (ovum pick up) sirasinda folikiil sivisindan izole edilen graniiloza
hicreleri hiicre kilturtne ekilecek ve farkli dozlarda FSH ve FSH + omentin ile muamele
edilmistir. Bu islem sonucu kiiltiir ortamina salinan dstradiol ve progesteron miktarlar

ELISA ile dl¢iilmiistiir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Ovaryum

Ovaryumlar, pelvis minériin yan duvarlarinda bulunan fossa ovarica’da bulunurlar. 4 cm
uzunlugunda, 3 cm genisliginde, 2 cm kalinhiginda ve 2-3,5 gr agirliginda pembe-gri
renkte iki adet organdir. Tuba uterina’larin arka-alt bolumindedir. Hilustan bir periton
katlantis1 olan mezovaryum ile uterusun ligamentum latum uterii’nin arka-0st ylzeyine
tutunurlar (18). Ovaryumu asili tutan ve tuba uterinaya baglanan ligament, ligamentum
ovari suspensorium’dur. Extremitas uterina (ovaryumun uterusa bakan ucunda) ile
uterusun Ust-dis kosesi arasinda ise ligamentum ovari proprium adi verilir. Bu bag,

gebelik sirasinda uterus ve ovaryumun konumunun degistirilmesini saglar (19).

2.1.1. Ovaryum gelisimi ve histolojisi

Genetik olarak embriyonun cinsiyeti, fertilizasyon sirasinda belirlenmistir ancak
gonadlar, gelisimin 7. haftasinda disi veya erkege ait morfolojik 6zellikler gostermezler.
Epitel proliferasyonu ve epitelin altinda bulunan mezensimin yogunlagsmasiyla olusan
gonadlar, burada bir ¢ift gonadal veya genital sirt olarak ortaya ¢ikarlar. Epiblast kdkenli
primordiyal germ hiicreleri, primitif ¢izgi boyunca gog¢ eder. 3. haftada primordiyal germ
hicrelerinin yolk kesesinin allantois duvarma yakin tarafinda bulunan endoderm
hiicrelerine go¢ii gerceklesir. 4. haftada sonbagirsagin mezenterinin dorsalinde ilerleyen
primordiyal germ hicreleri 5. hafta basinda primitif gonadlara ulasir, 6. haftada ise genital
sirtlar1 iggal ederler. Bu hiicrelerin genital sirtlara ulagamamasi durumunda gonadlar
gelisemez. Primordiyal germ hicreleri, gonadlarin over veya testise farklanmasini
indlkler (20).



SRY geninin olmadig1 ve diferansiyasyon siirecinin temel geni olarak bilinen WNT4
geninin varliginda ovaryumlar gelisir. Bu durumda DAX1 geni, SOX geninin
ekspresyonunu inhibe eder. Bu sayede WNT4 ile diger genler birlikte kortikal kordonlari
olustururlar, medullar kordonlarin kaybolmasini ve tunika albugineanin gelisimini

durdurarak overlerin olusmasini saglarlar (20).

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasmasiyla genital sirtta bulunan epitel
hiicreleri prolifere olur ve burada bulunan mezensimin igerisine gomiiliirler. Bu sayede
primitif cinsiyet kordonlarin1 meydana getirirler. Gelisimin 10. haftasinda primer cinsiyet
kordonlar1 medulla igerisine sokulur ve rete ovarii’yi olustururlar. Erken fotal periyotta
rete ovarii overlerin yiizey epitelinden kdken alir ve altinda bulunan mezensim igerisine
gomiiliir. Yaklagik 16. haftada primer cinsiyet kordonlar1 parcalanir ve hiicre kiimeleri
olustururlar. Boylece primordiyal folikiiller, primordiyal germ hiicreleri kokenli birer

oogonium igerecek sekilde diizenlenmis olurlar (21).

Ovaryumlar distan peritoneum ile sarilidir. Bu yap1 puberte itibariyle degisiklige
ugramaya baglar ve tek katli yass1 epitelden kiibik epitele kadar degisiklik gosterir. Bu
tabakanin hemen altinda tunika albuginea bulunur ve kollajen liflerden zengin bir yapidir.
Tunika albugineanin altinda ovaryumun esas dokusu bulunur ve dis tarafta korteks, i¢
tarafta ise medulladan olusur (19, 22). Histolojik kesitlerde korteks ve medulla
birbirinden belirgin bir ¢izgi ile ayrilmaz. Kortekste ¢esitli gelisim evrelerindeki
folikiiller ve bu folikiillerin aralarin1 dolduran bag dokusu bulunur. Medullanin yapisini
ise hilustan ovaryuma giren gevsek bag dokusu, sinirler, kan damarlari, lenf damarlari ve

intersitisyel hiicreler olusturur (19).

2.1.2. Folikul gelisimi

Ovaryum folikdlleri kortekste bulunur. Burada puberte 6ncesi sadece primer folikiller
vardir. Puberteye girilmesiyle beraber primer, sekonder ve tersiyer folikiiller goriilmeye
baslar. Eriskin kadinlarin ovaryumlarinda yaklasik 400.000 folikiil bulunur. ilerleyen
donemde bu folikiillerin biiyiik cogunlugu atreziye ugrar ve dejenere olur. Bu folikiillere
atretik folikiil ad1 verilir. 450-500 kadar folikiil tersiyer folikiil sathasina ulagabilir (22,
23)



Primordiyal folikiiller folikiiler gelisimde ilk goriilen folikiil tipi olup gebeligin 15.
haftasinda gorilmeye baslar. Gelisimleri dogumdan 6 ay sonra tamamlanir (24).
Ovaryum korteksindeki tunika albuginea’nin altinda bulunurlar (22). Yass: folikiiler
hiicreler ya da graniiloza hucreleri ile cevrilidir ve primer oosit bulundururlar (22, 23).
Primer oositler bu donemde yaklasik 30 um ¢apindadirlar. Genis vezikiler niikleuslar: ve
bir ya da birden ¢ok niikleoluslar1 bulunur. Organelce zengindirler; belirgin Golgi
kompleksi, bol mitokondri, lizozom, genis endoplazmik retikulum ve anniiler lameller
goriiliir. Organellerin yogunlastig1 sitoplazma boliimleri 151k mikroskop altinda Balbiani
cisimleri olarak adlandirilir. Puberte sonrasi folikil gelisimi ve 00sit olgunlagsmasi,

folikildeki epitel hiicrelerinin proliferasyonu ve stroma degisimi ile sirer (22).

Primordiyal folikuller prenatal donemde gelisir ve bu evrede beklerler. Bu evreye
dinlenme evresi adi verilir. Bu evreden cikan folikullere primer folikul adi verilir.
Primordiyal folikiillerdeki yass1 hiicrelerin geliserek once kiibik, ardindan prizmatik
hiicrelere déniismesi ile olusurlar (25). Immatiir oositin gelismesi sirasinda glikoprotein
ve glikozaminoglikanlar salgilarlar ve folikiler hiicrelerin de destegiyle folikil hiicreleri
ile oositin arasinda Periyodik asit-Schiff (PAS) pozitif olarak boyanan zona pellusida
tabakasini olustururlar (26). Zona pellusida, oosit kubik veya prizmatik hiicrelerle
cevrelenip folikiil ¢ap1 50-80 um boyutuna geldiginde goriilmeye baslar (24). Burada
spermin tanimnmasi i¢in reseptorler bulunur (27). Bu tabakanin hizasinda folikiil epitel
hiicreleri ile oosit arasinda mikrovilluslar bulunur. Bu mikrovilluslar, oosit-grantiloza
hiicreleri arasinda bulunan perivitellin araliga dogru gelisirler. Bu sayede oosite besinsel
olarak destek saglanir (22). Oositin ¢evresindeki hiicreler ¢ogalmaya devam eder ve ¢ok
katl bir epitel tabakasi olustururlar. Bu epitel artik stratum graniilozum adini alir (28).
Tek tabakali ve ¢ok tabakali olmak {izere iki tip primer folikiil goriilmektedir (22). Tek
tabakal1 primer foliktllerin (unilaminar) gevresi tek tabaka halinde kiibik hiicreler ile, cok
tabakali primer folikillerin (multilaminar) gevresi ise ¢cok sayida kiibik hiicre tabakasiyla
cevrilidir (29).

Folikiiliin gelisimi devam ederken stroma, folikiil ¢cevresinde teka folikiilii tabakasini
olusturur. Teka hiicrelerinden anjiyogenetik faktor salgilanir ve stromada damarlanma

artar. Gittikge buyuyen oosit ve kalinlagsmakta olan graniiloza hiicre tabakasinin



beslenmesini kolaylastirir. Bu sayede folikiil gelisimini destekler. Teka ile graniiloza
hiicre tabakalar1 arasinda cams1 membran adli bir bazal membran bulunur. Teka folikiilii
ilerleyen donemde teka interna ve teka eksternay1 olusturur. Teka interna; kollajen lifler,
steroid salgilayan hiicreler, kan damarlar1 ve fibroblastlardan olusur. Buradaki hiicreler
LH reseptorlerine sahiptir (30). LH etkisi altinda androjenleri iiretirler. Androjenler
graniloza hucrelerine iletilir ve burada FSH etkisi altinda Ostrojenleri Uretirler. Bu
tabakada iiretilen dstrojen, kan damarlar1 yardim ile tiim viicuda dagitilir. Ostrojen
graniiloza hiicrelerinde bulunan LH reseptdrlerinin sayisinin artirilmasini saglarlar (22).
Teka eksterna, dista bulunan bag doku tabakasi olup kollajen liflerden ve diz kas

hiicrelerinden meydana gelir (30).

Primer folikiller gelisirken oosit de olgunlagsmaya devam eder. Balbiani cisminden kdken
alan yogunlagmis Golgi kompleksinin igerigi sitoplazmaya yayilir (30). Mitokondri,
serbest ribozom, vezikiiller ve multivezikiiler cisimlerin sayisinda artis goriiliir. Plazma
membranimin altinda kortikal granller belirir. Oosit spermle karsilastigi zaman bu

granullerdeki proteazdan zengin igerik salgilanacaktir (22).

Multilaminar primer folikiilde stratum grantlozumun devamli ¢ogalmasi ve zona
pellusida tabakasmnin kalinlagmasi ile sekonder folikil meydana gelir. Folikdler
hiicrelerin arasinda Call-Exner cisimcikleri ad1 verilen hiicreler arasi bosluklar bulunur.
Bu bosluklarda folikiil sivist bulunur ve daha sonra antrumu meydana getirirler. Folikiil
s1visi basta granuloza hiicreleri kaynaklidir, ileri dénemde plazma kaynakli olur (22, 23).
Antrumun olusmasi ile folikiiler hiicreler primer oosite gore yeniden sekillenirler. Oosit

ile folikil duvar1 arasinda kiimillis ooforus adli folikiler hiicre kiimesi olusur (30).

Folikiliin gelismeye devam etmesi ile folikll icerisindeki sivi artar, graniloza
hicreleriyle cevrili oosit folikil icerisinde kenara itilir. Grantloza hicrelerinin oosit ile
iliskili oldugu bolgede folikil limenine dogru kiimulus ooforus adli bir timsek meydana
getirir (22, 30). Burada graniiloza hiicreleri, ¢ok katli bir hiicre tabakasi olan membrana
graniiloza’y1 olusturur (22). Bu evrede folikiil, Graaf folikiilii (tersiyer/olgun folikiil)
admui alir. Primer oosit, zona pellusidaya bitisik olan korona radiatay1 olusturur. Korona

radiyata tek sirali folikller hucrelerle cevrilidir (23). Korona radiata hicrelerinin



ylzeylerinde bulunan mikrovilluslar ile oosit yizeyindeki mikrovilluslar gap

junctionlarla baglantilarini stirdiirtir (22).

Graaf folikulinl diger folikillerden ayiran belirgin 6zellikleri;

e icerisinde folikiil stvis1 bulunan biyiik antruma sahip olmast,

e Korona radiatay1 yapan zona pellusidanin olmast,

e Folikul sivis1 icinde serbest olarak yizen oosit-zona pellusida-korona radiata
kompleksinin olmasidir (23).

Folikuliin biyiikligi 6 cm’ye ulasinca folikiil, ovaryum ylizeyine dogru bir kabarti
meydana getirir. Oosit ile graniiloza hiicrelerinin baglantis1 gevsemeye baslar. Oosit

atilmaya hazirlanir (22).

2.1.3. Grantloza hicreleri

Granuloza ve teka hucreleri, ovaryum folikilunin temel fonksiyonel birimleridir (31).
Graniiloza hiicreleri, yer yer kiibik hale gelen yass1 ve kiiboid bir sekle sahip olmalari ile
karakterize edilir. Graniiloza hiicreleri, gelisen folikiil igin pro-anjiyogenik faktorlerin
kaynagi olmasina ragmen bu hucreler ovaryumun kortikal bolgesindeki oositleri
cevreleyen avaskiiler bir tabaka olusturur ve teka hiicrelerinden bir bazal lamina ile
ayrilir. Ergenlik doneminde, 6n hipofiz bezi tarafindan FSH ve LH’nin Uretimi ve

salgilanmasziyla birlikte folikiilogenez baslar (32, 33).

Graniiloza hucreleri, oosit olgunlagmasinin dizenlenmesi ve folikuler buyumenin
kontrolii dahil olmak {izere birgok islevi olan bir folikiiler siv1 iiretir. Bu folikiiler siv1
ostrojen, progesteron, oosit maturasyon inhibitérii (OMI), melatonin ve inhibinden
olusur. Bu sivinin folikiil i¢inde birikmesi antrumun olusmasina neden olur ve folikiil
antral folikil haline gelir (34). Preovulatuvar folikulde olusan grantloza hicre
tabakalarindaki granuloza hiicrelerinin her katmanda farkli islevleri vardir. Cesitli salgilar
uretirler ve bir dizi reseptori eksprese ederler (35, 36). Folikiler gelisimin son
asamasinda LH artig1 nedeniyle ovulasyonun ger¢eklesmesiyle granuloza hiicreleri luteal

hlcrelere farklilagirlar. Folikil yirtilarak granuloza hticreleri tarafindan doldurulan bir



bosluk olusturur ve bu bosluklar, lutein hiicrelerine doniisiirler (37). Ayrica korpus
luteumdaki anjiyogenetik siirecler, hormonal aktivite gosteren hiicrelere besin, oksijen ve
hormon iceren kanm uygun sekilde dagitilmasini saglarlar (38). Fertilizasyonun

gerceklesmemesi durumunda korpus luteum geriler ve graniiloza hiicreleri inhibe edilir

(39).

2.2. Ovulasyon

Ovulasyon, folikil gelisimiyle beraber olgunlasan oositin Graaf folikiiliinden ayrilarak
atilmasi strecidir (30). Her bir siklusun basinda 15-20 adet primer folikil FSH ile stimule
edilir. Ancak 1-2 folikiil gelisimini tamamlayabilir ve sekonder oosit karmn bosluguna
verilir. Burada yaklasik 24 saat icerisinde ddllenmezse dejenere olur. Ovulasyon
oncesinde FSH, sperm geg¢isini kolaylastirmak i¢in servikal mukusun incelmesini saglar.
Endometriumun proliferatif evreye gecmesi, luteinizasyon ve LH’nin siklusun orta
doneminde Uretiminin artirilmasina yol agar. |. mayozun tamamlanmasiyla beraber
sekonder oosit ve I. kutup cisimcigi olusur. I. kutup cisimcigi zona pellusida-00sit
arasindaki perivitellin araliga atilir. Buradaki folikller hicreler FSH reseptorlerine
sahiptirler ve LH reseptorleri de kazanmaya baslarlar. Bu durum, korpus luteumun

luteinizasyonu igin ¢ok dnemlidir (22, 23).

Ovulasyon sonrasi folikiiler hiicre tabakasinin biiziismeye baslamasiyla meydana gelen
korpus luteum, LH uyarilarina yanit olarak progesteron, ostradiol ve inhibin A salgilar.
Ovulasyondan 6-7 gin sonra buydklik, sekresyon ve vaskilarizasyon agisindan
maksimum dilizeye ulasir (40). Folikiildeki bazal membran yikilir ve folikiiler hiicre
kiimelerinin i¢inde kan damarlar1 goriilmeye baglar. Antrumda kan birikip pihtilasir, bu
korpus hemorajikumu olusturur. Anjiyogenez ile yeni olusan kan damarlar1, kollajen lifler
ve kan damarlar1 bu pihtt icerisine girerler. Folikiiler hiicreler, lutein yapili hiicrelere
dontistirler. Gelismis agraniler endoplazmik retulumlu, tibaler kristali ve lipid
damlacikli yapida olan tipik steroid sentezleyen hiicre 6zelligi kazanirlar. Ardindan FSH
ve LH varliginda 0strojen ve progesteron salgilamaya baslarlar. Teka interna hiicreleri de
teka lutein hucrelerine doniisiirler. LH varliginda androstenediyon ve progesteron
iretirler. Teka lutein hiicrelerinden folikiiler hiicrelere saglanan androstenedion destegi

ile 6stradiol Uretimi gerceklesir (23).
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Korpus luteum varligini surdarirken fertilizasyon gergeklesmemisse korpus luteum
korpus albicans'a dejenere olur, bu da dolasimdaki 6stradiol ve progesteron seviyelerinin
azalmasma neden olur. Hormonal c¢ekilme, endometriyumda dokilmeye ve
menstriiasyona yol acar. Bdylece dongu yeniden baslar (40). Fertilizasyon gergeklestiyse
biiytimesi devam eder. Bu sirada Ostradiol ve progesteron liretmeyi de siirdiirmektedir.
Burada korpus luteumun varligin1 implante olmus embriyonun trofoblast hiicrelerinden
salgilanan insan koryonik gonadotropini (hCG) saglar. Prenatal donemde 9-10. haftaya
kadar ostradiol ve progesteron, endometriyumun beslenmesinde gorevlidir. Korpus
luteum gerilemesi ile korpus albikans olusur. Bu sirada dejenere olan luteal hiicrelerin
yerine stromal bag dokusu geger. Korpus albikans tamamen yok olmamakla birlikte
kiiciiliir ancak ovaryumda varligini siirdiiriir. Korpus luteumun gerilemesiyle stromadaki

hlcreler serbest kalir ve salgilama yeteneklerini yeniden kazanirlar (23).

2.3. Menstrual dongu

Uterus endometriumundaki stratum foksiyonale tabakasinda gergeklesen gelisimsel
evrelerin siirecine menstrual dongu adi verilir (19, 41). Menstrual dongt, folikuler
gelisimi, ovulasyonu, luteinizasyonu, luteolizi ve endometriyumun yeniden
sekillenmesini diizenleyen endokrin, otokrin ve parakrin faktorler tarafindan kontrol
edilir (42). Menstrual dongii, ovaryumun steroid salgilarinin diizenlenmesinde gorevli
gonadotropinler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu stire¢ puberte ile baslar ve menapoza
kadar devam eder ve ortalama 28 giin siirer. Menstrual dongii sirasinda endometriumda
Menstrual, Proliferatif (Folikiler), Sekretuvar ve iskemik donem olmak tizere dort dénem
goralur. Menstrual donemin ilk iki haftasi overlerde folikiillerin gelistigi donemdir.
Menstrual déngiiniin 14. giiniinde ovulasyon gerceklesir. Ostrojen ve progesteronun
kontrol ettigi menstrual dongii, endometriumun biiyiimesi, degismesi ve dokiilmesini
kapsamaktadir (19). Stratum fonksiyonale menstruasyon sirasinda dokulir ve proliferatif
dénemde stratum bazaleden yenilenir (43). Stratum bazalenin endotel, epitel ve stromal
hiicreleri hizla proliferasyona ugrarlar ve bu evre “Proliferasyon Evresi” adini alir. Bu
evre, kanamanin besinci giiniinden itibaren baglar ve 15-16. glinlere kadar devam eder
(19).
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Menstrual donemin ilk iki haftasinda proliferasyon evresi ile folikiiler gelisim eszamanl
olarak gergeklesir. Folikiler faz sirasinda goriilen diisiik Ostradiol ve progesteron
seviyeleri hipotalamustan GnRH saliniminm1 uyarir, bu da 6n hipofizden LH ve FSH
salgilanmasina neden olur. LH'nin varlig1 overlerdeki teka hiicrelerini androjen iiretmesi
icin uyarirken, FSH aromataz enziminin etkisi yoluyla androjenleri Ostradiole
doniistiirmek igin dogrudan granuloza hiicreleri lzerinde etki gosterir. FSH ayrica
primordiyal folikilerin olgunlasma ve buytimesinden sorumludur. FSH etkisiyle
dominant folikiil olusumu goriiliir. Geg folikiiler faz sirasinda dominant folikiil, giderek
artan miktarlarda Ostradiol Gretir ve bu da endometriyumun proliferasyonunu uyarir.
Ostradiol seviyeleri yiikseldikge negatif geri bildirim dongusi ile LH ve FSH seviyeleri
azalir. Ostradiol miktar1 belirli bir seviyeye ulasana kadar yiikselmeye devam eder. Bu
strecte overlerden 6n hipofize dogru giden hipotalamus-hipofiz-ovaryum ekseninin
negatif geri bildirim déngusu, pozitif bir geri bildirim dongtistine geger. Bu pozitif geri
bildirim dongiisii ise ovulasyonu tetikleyen ve LH dalgalanmasi olarak bilinen olguya
neden olur (40). 28 glnlik bir déngiinin 14. gununde LH duzeyi pik yapar, ovulasyon
gerceklesir. Ovulasyonla folikiilden oositin atilmasiyla beraber folikiil korpus luteuma
doniisiir boylece “Sekretuvar Donem™ baglar (19). Bu donemde korpus luteum LH'nin
etkisi altinda progesteron ve az miktarda da Ostradiol salgilar. Artan progesteron
seviyeleri, olast bir implantasyona hazirlik amaciyla endometriyumun proliferatif bir
yapidan sekretuvar bir yapiya farklilasmasina neden olur. Progesteron ayrica
fertilizasyonu saglamak icin servikal mukusu ve viicut 1sisin1 artirir. Fertilizasyonun
gerceklesmemesi durumunda korpus luteumun dejenere olmasiyla meydana gelen korpus
albikans, dolasimdaki 6stradiol ve progesteron seviyelerinin azalmasina neden olur (44).
Hormonal diizeydeki azalma ile “Iskemik Dénem” baslar. Bu dénemde endometriyumun
damarlardaki kan miktar1 azalir ve iskemi baslar. Iskemi goriillen bélgede hipoksi
meydana gelir. Endometriyumun fonksiyonel tabakasinin dokusunda nekroz goriiliir ve

bu tabaka menstrual evrede dokulir (19).

Menstrual ve ovaryal dongiiler siiresince goriilen degisiklikler, bu dongiilerin fazlar1 ve

degisen hormon seviyeleri Sekil 1°de verilmistir.
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2.4. Steroid hormonlar

Steroid hormonlar; cinsel farklilasma, (reme fizyolojisi, ozmoregilasyon ve
metabolizma gibi ¢ok c¢esitli mekanizmalarda kimyasal haberciler olan lipofilik
molekdllerdir. Steroid hormonlarin sentez ve sekresyonunun ana bolgeleri arasinda
overler, testisler, adrenal bezler ve plasenta bulunur. Hedef bélgenin sentez ve sekresyon
bolgesinden uzakligia bagl olarak steroid hormonlar1 endokrin, parakrin veya otokrin
olarak etki gosterir (45). Over folikiiliiniin olgunlagma siirecinde folikiiler sividan, kan
dolasimindan ve graniloza hicrelerinden elde edilen steroid hormonlar folikller blytme

ve gelisme slrecini etkiler (46).

Steroid yapida olan disi cinsiyet hormonlar1 dstrojen ve progesterondur (45). Ostrojeni

ovaryum folikullerindeki grantloza hucreleri ve ovulasyon sonrasinda olusan korpus
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luteum salgilar. Hipofiz bezi, Ostrojenin negatif geri bildirim etkisinin asil yeridir.
Ovulasyon 6ncesinde dstrojenin pozitif geri bildirim mekanizmasinda artig olur. Boylece
LH seviyesi 6-10 kat, FSH diizeyi ise 2-3 katina ¢ikar (19).

Ostrojen ovulasyon ve menstruasyonda énemli bir rol oynar. Menstrual siklus ve tiremeyi
diizenlemek i¢in overlerdeki ERa, ERB ve G-protein bagl dstrojen reseptorii (GPER)
dahil olmak (izere Ostrojen reseptorlerine (ER’ler) baglanir (47). Ostrojen ve
reseptorlerinin anormal ekspresyonu, PKOS ve endometriozis gibi over hastaliklaryla
yakindan iligkilidir. Menstrual siklusun proliferatif fazinda endometrium gelisimi
Ostrojen sayesinde ger¢eklesir; miisin kilifin incelmesi ve mikrovilluslarin kisalmasini
saglar. Ostrojen ayrica luminal epitel hiicrelerini blastokist sinyaline duyarl hale getirir
ve trofoektodermin bu epitel hiicrelerine yapigmasim saglar. Ostrojen, sitokinler gibi
implantasyonu aktive eden salgilari iceren bez epitelinden salgi salinimini stimiile eder.
Ovulasyon doneminde ostrojen graniloza hiicre farklilasmasinin, folikil ve oosit
bliylimesi ile gelisiminin yan1 sira, over fonksiyonunun diizenlenmesinde de rol oynar

(49).

Progesteron adrenal korteks, overler ve testislerden olusan gonadlar tarafindan Uretilen
endojen bir steroid hormondur. Progesteron gebeligin ilk on haftasinda overlerdeki
korpus luteumdan, gebeligin sonraki asamasinda ise plasentadan salgilanir (49).
Progesteron FSH Uretimini artirtp ve LH Uretimini azaltmakla gorevli olan GnRH
sekresyonunu yavaslatir (19). Uterustaki salgi aktivitesini stimile eder, bdylece
menstrual siklus sirasinda uterus fonksiyonunu duzenler (19, 50). Progesteron ayrica
desidual dokularin gelisimi i¢in gereklidir. Uterus biyimesini ve miyometriyal
kontraksiyonda yer alan faktorleri uyaran progesteron, implantasyonu kolaylastirir (50).
Progesteron reseptorleri, kimalus matriks fonksiyonunu kontrol etmek ve folikiler
raptird kolaylastirmak icin kimulis hiicreleriyle etkilesime giren parakrin sinyallerinin

ekspresyonunu indukler (51).

2.5. infertilite

Infertilite, bir y1l boyunca diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen dogal yolla

gebelik elde edilememesi olarak tanimlanmaktadir (52). infertilite birincil veya ikincil
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infertilite olarak smiflandirilir. Birincil infertilite, daha once hi¢ gebelik yasanmamasi
iken, ikincil infertilite dogumun gergeklesmesinden bagimsiz olarak daha énce gebeligin
ger¢eklesmesidir. Kadin {ireme sisteminde infertilitenin baglica nedenlerini ovulasyon
defektleri (obezite, menstruasyon gecikmeleri gibi fiziksel bozukluklar; PKOS ve
endometriozis gibi hastaliklar), tasinma defektleri (oosit ve spermin taginmasina engel
olacak rahatsizliklar vb.) ve implantasyon defektleri (konjenital anomaliler, miyomlar
vb.) olusturmaktadir (53).

Bir ovulasyon defekti sonucu ortaya ¢ikan PKOS, tipik olarak anovulasyon, infertilite,
obezite, instlin direnci ve polikistik overlerle karakterize edilen karmasik bir endokrin ve
metabolik hastaliktir. Diinya genelinde PKOS, iireme ¢agindaki kadinlarin %8-%20'sini
etkilemektedir (8). PKOS semptomlar1 ilk olarak 1935'te Stein ve Leventhal tarafindan
tanimlanmis ve hastalik basta Stein-Leventhal sendromu olarak adlandirilmistir. Daha
sonra 1960'larda PKOS olarak yeniden adlandirilmistir. Rotterdam 2003 Kriterlerine gore
PKOS tanisi, HA, menstruasyon diizensizligi ve overlerde polikistik morfoloji
kriterlerinden en az ikisinin goriildiigii durumlarda konulmaktadir (54, 55). PKOS'u
tanimlamak i¢in kullanilan her bir kriterin kendi basina klinik sonuglar1 vardir. Androjen
fazlalig; hirsutizm, akne ve alopesi gibi bulgulara; ovulatuvar disfonksiyon ve kronik
oligomenore kisirliga, endometriyal hiperplaziye ve/veya karsinoma neden olabilir (56).
Polikistik over morfolojisi, yalnizca ovulasyon indiksiyonu sirasinda over
hiperstimiilasyon sendromu riski ile iliskilidir (57). Genel bir kural olarak, PKOS'lu

hastada ne kadar cok kriter gorulirse, fenotipi de o kadar siddetli olur (58).

PKOS genetik faktdrler, noroendokrin degisiklikler, cevresel faktdrler ve obezite gibi risk
faktorleri ile iligkilidir. Bu faktorler hiperinstlinemi, oksidatif stres, HA, bozulmus
foliklllogenez ve dizensiz menstrual sikluslara neden olarak metabolik sendromun
artmasina neden olabilmektedir (8). Bu durumun patofizyolojisi, steroidogenez, ovaryum
folikiilogenezi, ndroendokrin fonksiyon, metabolizma, insiilin duyarliligi, yag hiicresi
aktivitesi, inflamatuvar faktorler ve sempatik sinir fonksiyonu, instlin Gretimindeki
degisikliklerden etkilenir (59).

PKOS tedavisinde yasam tarzi degisikligi, oral kontraseptif tedavi, ovulasyon
indlksiyonu, yiiksek testosteron tedavisi, yardimci treme teknikleri ile tedavi gibi

yontemler kullanilmaktadir. Yardimeci treme teknikleri temel olarak intrauterin


https://www.nature.com/articles/nrendo.2018.24#ref-CR37
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inseminasyon  (IUl), in  vitro fertilizasyon-embriyo  transferi ~ (IVF-ET), in

vitro maturasyon (IVM) ve ICSIyi igerir.

2.6. Adipokinler

Adipokinler esas olarak yag dokusu tarafindan iiretilen; ancak ekspresyonlar1 disi iireme
organlar1 dahil olmak iizere diger organlarda da bildirilen ikincil habercilerdir (17).
Adipokinler inflamasyonu, metabolizmayi, istahi, Kkardiyovaskiler fonksiyonu,
bagisiklig1 ve diger fizyolojik siirecleri diizenleyen sitokinlerdir (60). Bu adipokinlerden

bazilar1 leptin, adiponektin, apelin, kemerin, rezistin, visfatin ve omentindir (17).

Adipokinler otokrin, parakrin ve endokrin yollarla islev goriir ve tiim viicudun enerji
durumunu yo6neten metabolik faktorlerin modiilatorii olarak gorev yapar (61, 62). Yag
dokusu beslenmenin, istahin, lipit alimmnin, metabolizmanin ve g¢esitli hucrelerin
sentezinin duzenlenmesinde anahtar bir unsur olarak gelismistir. Obezite gorilen
kadinlarda menstruasyon bozuklugu, infertilite, gebelik basarisizlig1 goriiliirken; zay1f
kadmlarda fetal biiyiimede azalma, amenore ve diisiik yapma goriiliir (61). Beyaz yag
dokusundan adipokinlerin salgilanmasindaki artis, lireme gibi obezite ile iliskili bir¢ok
fonksiyonu diizenlemektedir (63). Over fonksiyonlar1 ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan
dogurganlik, metabolizma tarafindan duzenlenir (64). Metabolik durumun Ureme
surecleri tizerindeki etkisi adipokinler araciligiyla saglanir. Bazi adipokinlerin over hiicre
fonksiyon kontrolindeki roli belirlenmis olsa da, omentin gibi adipokinlerin kadin Greme

sistemi Uzerindeki etkisi hentiz net olarak belirlenmemistir (65, 66).

2.6.1. Omentin

Omentin (Intelectin-1), insanlarda agirlikli olarak visseral yag dokusu tarafindan retilen
yakin zamanda kesfedilen bir adipokindir. Omentin, ayn1 zamanda intelektin-1 olarak da
adlandirilan, 313 amino asitlik bir peptid olup, daha ¢ok visseral yag dokusunun stromal
vaskdler hucrelerinde eksprese edilen bir anti-inflamatuvar adipokindir (67). Omentinin
instlin duyarliigin1 artirici, kardiyovaskiler koruyucu, antidiyabetik, antikanser ve
oksidatif stresi azaltici etkileri de bilinmektedir (68, 69). Bazi ¢aligmalar, omentin

ekspresyonunun inflamatuvar durumlar ve obezite ile degistigini gostermektedir (70, 71).
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Omentin instilin etkisini artirir (72). Obezite ile ters orantilidir ve kilo kaybindan sonra

artar (70, 73).

Omentin ayrica metabolik sendrom ve PKOS ile de baglantilidir (74). Plazma omentin
seviyeleri erkeklerle karsilastirildiginda kadinlarda daha yilksektir (70). PKOS
hastalarinin diizenli menstrual siklular1 ve diizensiz menstrual sikluslar1 olanlar arasinda
omentin plazma seviyelerinde énemli bir fark oldugu bulunmustur. Bu nedenle omentinin
over ve menstruasyon islevini dlzenleyen hormonlarin salgilanmasini veya bu
hormonlarin reseptorlerini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (75). Insanlarda, plasenta ve
maternal plazmada omentin ekspresyonu, 6nceden var olan maternal obezite ile iliskilidir.
Bu nedenle gebelikte omentinde meydana gelen degisiklik, yasaminin ilerleyen

doénemlerinde bireylerde metabolik bozukluklarin gelisimini etkileyebilmektedir (76).

Omentin insan ovaryum folikiilinde de eksprese edilmektedir. Insan lutein graniiloza
hiicrelerinde omentin ekspresyonu FSH, insilin ve IGF-1 dahil olmak Uzere folikdl
gelisiminde rol oynayan ¢esitli hormonlar ve insillin duyarlilastirict metformin tarafindan
kisa siireli (12/24 saat) artar (17). Ayrica omentin, visfatin ekspresyonunun indiiksiyonu
yoluyla, IGF-1 ile indiiklenen steroidogenez ve IGF-1R sinyalini diizenler. Bu nedenle,
omentin folikiilogenezde rol almakta ve PKOS'un patofizolojisine katkida bulunmaktadir
(77).

Polikistik over sendromu, insan kaninda omentin seviyesinin azalmasiyla ve yumurtalik
folikiiler sivisinda artan omentin seviyesiyle iliskilidir (78-80). Bu iliskiler, omentinin
disi Ureme sdreclerinin kontrolinde rol oynadigin1 gosterebilir, ancak heniz

kanitlanmamuistir (66).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Yiiksek Ihtisas Universitesi Girisimsel Olmayan Calismalar Etik Kurulu

tarafindan 2023/02/04 numarali karar ile etik agidan uygun bulunmustur.

Calisma, Gen-Art Tiip Bebek Merkezi’ne IVF/ICSI tedavisi i¢in bagvuran, bir yildir
herhangi bir gebeligi onleyici yontem kullanmamis ancak heniiz ¢ocuk sahibi olmayan
PKOS gorilen kadinlarin folikil sivisi Ornekleri (n=5) ve HGrC1 hiicre hatti ile
gerceklestirilmistir. Primer graniiloza ornekleri igin kontrol grubu olarak lzerine FSH,
omentin veya FSH + omentin eklenmemis primer graniiloza hiicreleri kullanildi (n=5).
HGrC1 hicreleri icin kontrol grubu olarak FSH, omentin veya FSH + omentin
uygulanmamis HGrC1 hiicreleri kullanildi. HGrC1 hiicreleri tglii tekrar ile calisildi.
Obezite, hiper-tiroidizm ve hipo-tiroidizm gorulen hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.
Arastirma, hastalardan rutin OPU iglemi sirasinda elde edilen folikiil sivis1 ve graniiloza
hiicreleri lizerinde yapilmistir. Calismamizda kontrol grubu, omentin, FSH ve omentin +
FSH ile muamele edilmis graniiloza hiicrelerinin oldugu dort grup bulunmaktadir (Tablo
1, Tablo 2). Farkli dozlarin uygulanmast sonucu kiiltlir ortamina salinan ostradiol ve

progesteron miktarlar1 ELISA ile 6lgtilmiistiir.



Tablo 1. Primer graniloza hiicrelerinin deney gruplari

Grup Adx Uygulama

PKOS Kontrol

(n=5) 10 ng/ml FSH ile uyarilmig
100 ng/ml FSH ile uyarilmis
1 ng/ml Omentin ile uyarilmis
10 ng/ml Omentin ile uyarilmis
10 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin ile uyarilmis
10 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin ile uyarilmis
100 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin ile uyarilmis
100 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin ile uyarilmis

Tablo 2. HGrC1 hiicrelerinin deney gruplari

Grup Adx Uygulama

HGrC1 Kontrol
10 ng/ml FSH ile uyarilmig
100 ng/ml FSH ile uyarilms
1 ng/ml Omentin ile uyarilmis
10 ng/ml Omentin ile uyarilmis
10 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin ile uyarilmig
10 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin ile uyarilmis
100 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin ile uyarilmis
100 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin ile uyarilmis

18
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3.1. Folikuler siv1 ve graniloza hicrelerinin toplanmasi

Calismamizda kullanilan foliktler sivi Ornekleri, IVF/ICSI tedavisi igin bagvuran
hastalardan OPU sirasinda temin edildi. Her hastadan oosit se¢imi sonrasi arta kalan

fokuler siv1 ve igerisinde bulunan grantloza huicreleri test tiplerine toplandi.

3.2. Primer granuloza htcrelerinin izolasyonu ve kultlr

OPU sonrasi folikiil sivisinda bulunup heterojen bir sekilde dagilmis olan graniiloza
hiicrelerini izole etmek i¢in folikiil sivilar1 toplandi. 15 ml’lik falkon tiipe 6nce 3 ml
Histopaque soliisyonu (Histopaque®-1077, # H8889-100ML, Sigma, USA) ve ardindan
12 ml folikiil stvis1 eklenip 2500 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Ara kisimda kalan,
bulutsu fazda bulunan hicreler mikropipet ile alinip tripan mavisi ile thoma lam
kullanilarak sayildi. Bu hiicreler baska bir 15 ml’lik falkon tliptine aktarildi (Sekil 2).

T

— Folikiil s1vis

feiefefefifa

—— Bulutsu faz

> Histogaque ve
kan hiicreleri

-«

Sekil 2. Santrifiij sonras1 graniloza hiicrelerinden olusan bulutsu faz

Kaynak: Created in BioRender. Tarikahya, P. (2024) BioRender.com/u01i823

Bulutsu faz seklinde gorilen hucrelerin Gzerine, oositlerin stereomikroskop altinda
denudasyon islemi sonrasi arta kalan kiimiiliis hiicreleri eklendi. Uzerine bazal medium
(DMEM:F12, # DMEM-12-A, Capricorn Scientific, Almanya) eklenerek 15 ml’ye
tamamlandi. 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stpernatan atilip, pelletin zerine
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komplet DMEM F-12 eklendi. Pipetaj islemi yapilarak pelletin komplet besiyeri
icerisinde ¢oziilerek hiicrelerin homojen bir sekilde dagilmasi saglanarak T25 flasklara
ekim yapildi. 37°C’de nemli atmosfer ve %5 COz igeren inkiibatorde kdltire edildi.

Flasklarm besiyerleri iki-0¢ gunde bir degistirildi.

Komplet besiyeri, %10 FBS (Fetal Bovin Serum, # 23031921FBS, Serana, Almanya) %1
Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin (Antibiyotik/Antimikotik Soliisyon, # CP23-6318,
Capricorn Scientific, Almanya) iceren DMEM F-12’den olusmaktadir. Hiicrelerin ilk
ekimlerinde ve pasajlamalarmin sonrasinda flasklara tutunma yiizdesini artirmak
amaciyla komplet besiyerlerine 1:1 oraninda Amnioprime (Amnioprime, # CP23-6318,

Capricorn Scientific, Almanya) eklendi.

3.3. Primer graniiloza hicrelerinin kultlirt ve cogaltilmasi

Flasklarin besiyerleri iki-ii¢ giinde bir taze besiyeri ile degistirildi. Hiicreler %70-80
yogunluga ulastiginda tripsin (Tripsin-EDTA, # 0150724RTL, Serana, Almanya) ile
kaldirilarak pasajlandi. Bu amagcla hiicrelerin iizerindeki besiyeri ¢ekildikten sonra PBS
ile yikama yapildi. PBS uzaklastirildiktan sonra her bir flask i¢in hticrelerin tzerine 1 ml
tripsin eklendi. 5 dakika inklbasyon sonrasi hicrelerin Uzerine komplet besiyeri
eklenerek hucreler tuplere alindi. 1200 rpm’de 5 dakika santrifllj edildikten sonra
slipernatan uzaklastirildi. Pellet komplet besiyeri igerisinde ¢ozdiiriilerek T25 flasklara

ekildi. Deneylerde 2. veya 3. pasajdaki hiicreler kullanilmustir.

3.4. HGrC1 hucre hattimin kiltird ve ¢ogaltilmasi

Nonluteinize grantloza hicreleri ile yapilan deneylerde insan kaynakli HGrCZ1hiicre hatti
kullanildi. Hicrelerin sayimi1 yapildiktan sonra tizerine komplet besiyeri eklenen hticreler
dondurma besiyerinin uzaklastirilmas: igin 1200 rpm’de 5 dakika santriflij edildi.
Hucreler %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin iceren DMEM F-12 besiyeri
ile ekilip 37°C’de nemli atmosfer ve %5 CO2 iceren inkibatorde kilture edildi. Flasklarin
besiyerleri iki-li¢ glinde bir taze besiyeri ile degistirildi. Hiicreler %70-80 yogunluga

ulastiginda tripsin ile kaldirilarak pasajlandi.
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3.5. Graniiloza hiicrelerinin dondurulmasi

Inverted mikroskop (Eclipse TS100 Inverted microscope, Nikon, Japan) altinda
incelenen, %70-80 yogunluga ulasan hiicreler tripsin ile kaldirildi. PBS ile yikamanin
ardindan PBS uzaklastirilarak her bir flask igerisine 1 ml tripsin eklendi. 5 dakika
inkiibasyon sonras1 hiicrelerin tizerine komplet besiyeri eklenerek hicreler tiiplere alindu.
1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan uzaklastirildi. Sonrasinda
pelletin tizerine %20 FBS ve %10 DMSO (DMSO, # 67-68-5, CDH, India) iceren DMEM
F12 dondurma besiyeri eklenerek kryotiplere alindi. Hucreler ELISA deneylerinde

kullanilmak Uzere -80°C’de sakland..

3.6. FSH ve omentinin hazirlanmasi

Toz formda olan FSH (Recombinant Human FSH alpha/beta Protein, # 228-12609-2,
Raybiotech, USA) ve omentin (Recombinant Human Omentin, # 228-20167-2,
Raybiotech, USA) konsantrasyonlar1 100 pg/ml olacak sekilde hazirlandi. 10ng/ml FSH,
100 ng/ml FSH, 1 ng/ml Omentin, 10 ng/ml omentin ve 10 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin,
10 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin, 100 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin, 100 ng/ml FSH

+ 1 ng/ml Omentin konsantrasyonlarinda tipler hazirlandi.

3.7. ELISA deneyleri

Granuloza hucrelerinden o6stradiol ve progesteron salinmasini 6lgmek icin Human
Estradiol ELISA Kit (# EA0030Hu, Btlab, China) ve Human Progesterone ELISA Kit (#
EA0024Hu, Btlab, China) kullanildi. Bu amacla dondurulmus olan hiicreler ¢cozulerek 24
kuyucuklu plakalara her kuyucukta 3x10%-4x10* hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler
FSH, omentin ve belirlenen kombinasyonlar ile muamele edilerek 37°C’de nemli
atmosfer ve %5 CO: iceren inkibatorde 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi

supernatanlar 1,5ml’lik eppendorf tuplere alinarak -20°C’de muhafaza edildi.

ELISA deneyleri baslamadan 6nce kitlerin icerikleri ve drnekler oda sicakligina getirildi.
Ostradiol ELISA deneyleri icin 6 standart icin tiiplere 150°ser pl érnek seyrelticisi
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eklendi. Ana stoga 150 ul 6rnek seyrelticisi eklenmesiyle 3200 ng/ml konsantrasyonunda
stok soliisyon elde edildi. Ardindan 1:2 oraninda seri diliisyonla her tlipten bir sonrakine
150°ser ul aktarilarak 1600 ng/ml (S5), 800 ng/ml (S4), 400 ng/ml (S3), 200 ng/ml (S2),
100 ng/ml (S1) ve 0 ng/ml (S0) standartlar1 Sekil 3’teki gibi hazirlandi.

120p1  120p1 120pl  120p1  120pl  Zero Standard

NaYaYaYaYa

J §

Ana Stok | 3200 ng/ml 400 ng/ml | 200 ng/ml 100 ng/ml

Sekil 3. Ostradiol ELISA standartlarinin hazirlanmasi

Kaynak: Created in BioRender. Tarikahya, P. (2024) BioRender.com/k39v858

Progesteron ELISA deneylerinde 6 standart icin ise tiiplere 150’ser ul 6rnek seyrelticisi
eklendi. Ana stoga 150 ul 6rnek seyrelticisi eklenmesiyle 64 ng/ml konsantrasyonunda
stok soliisyon elde edildi. Ardindan 1:2 oraninda seri1 diliisyonla her tiipten bir sonrakine
150’ser pl aktarilarak 32 ng/ml (S5), 16 ng/ml (S4), 8 ng/ml (S3), 4 ng/ml (S2), 2 ng/ml
(S1) ve 0 ng/ml (SO) standartlart Sekil 4’teki gibi hazirlandu.
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120pl 120pl 120pl 120ul 120pl  Zero Standard

CONONON NN

1 ) BRI

Ana Stok 8 ng/ml 4 ng/ml 2 ng/ml

Sekil 4. Progesteron ELISA standartlarinin hazirlanmasi

Kaynak: Created in BioRender. Tarikahya, P. (2024) BioRender.com/t73u329

Her iki ELISA deneyi i¢in de 6rnekler 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ardindan
kitlerden temin edilen biyotinlenmis antijen ve avidin-HRP 300 rpm 1 dakika sireyle
santrifiij edildi. Biyotinlenmis antijenler, biyotinlenmis antijen seyreltme soliisyonlari ile
seyreltilerek stok sollisyon hazirlandi. Avidin-HRP’ler ise avidin-HRP seyreltme

soliisyonlart ile seyreltildi.

iki ELISA deneyi icin de blank, standart ve rnekler i¢in kuyucuklar belirlendi. Standart
ve Ornekler belirlenen kuyucuklara 50’ser pl olacak sekilde eklendi. Ardindan blankler
hari¢ her bir kuyucuga 50 ul biyotinlenmis antijen soliisyonu eklendi. Iki plakada da
kuyucuklarin iistii kapatilarak 37°C°de 60 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan
kuyucuklar yikama tamponuyla 5’er kere yikandi ve kurutma kagidi ile kurutuldu. Daha
sonra blankler hari¢ her bir kuyucuga 50 ul Avidin-HRP soliisyonu eklendi. iki plakada
da kuyucuklarin iistii kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Tekrar 5’er kere
yikama yapildi. Her bir kuyucuga 50’ser pl substrat A ve substrat B soliisyonlar1 eklenip
plakanin Ustl kapatilarak 37°C’de 10 dakikalik inkiibasyon sonras1 durdurma
soliisyonlar1 eklendi. ELISA okuyucu (Biotek Epoch 2) ile 450 nm’de optik dansite

degerleri Olculd.
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Ostradiol ve progesteron ELISA deneyleri uygulama basamaklar1 sunlardir:

Tum solusyon, standartlar ve érnekler hazirlandi.

Ornek, standart ve biyotinli antijen eklendi. 37°C’de
60 dakika inkube edildi.

Aspire edilip 5 dakika boyunca yikandi.

Avidin-HRP eklenip 37°C’de 60 dakika inkiibe
edildi.

Aspire edilip 5 dakika boyunca yikandi.

A subsrat soliisyonu ve B substrat soltisyonu eklenip
karanlik ortamda 37°C’de 10 dakika inkibe edildi.

Durdurma soltsyonu eklendi.

Optik dansite (OD) degeri 10 dakika icerisinde 450
nm’de okutuldu.

3.8. istatistiksel analiz

Calismaya ait veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) Version 28.0
kullanilarak analiz edilmistir. Kategorik veriler "n (%)", siirekli veriler ise "ortalama =+
standart sapma" ya da “ortanca (minimum-maksimum)” olarak raporlanmistir. Verilerin
dagilimi Shapiro-Wilk Testi ile analiz edilmis ve verilerin normal dagilim gosterdigi
tespit edilmistir. Kontrol 6lgtimleri ile yapilan karsilastirmalar icin “Bagimli Orneklem T

Testi” kullanilmustir.



4. BULGULAR

4.1. Katthmcilarin Ozellikleri

Bu ¢alismaya Gen-Art Tiip Bebek Merkezi’ne IVF/ICSI tedavisi i¢in bagvuran, PKOS
teshisi konmus kadinlar ve HGrC1 hiicre hatt1 dahil edildi. Calismaya 5 PKOS tanis1
almus hasta, 5 kontrol ile HGrC1 hiicre hatt1 dahil edildi. Obezite, hiper-tiroidizm ve hipo-
tiroidizm gorilen hastalar c¢alismaya dahil edilmedi. Tablo 3’te PKOS grubu

katilimcilarin 6zelliklerine ait veriler gosterilmistir.

Tablo 3. Katilimcilarin demografik ve klinik ézellikleri

N=5

Yas, yil

Ortanca (minimum-maksimum) 32 (26-37)

Viicut Kitle indeksi, kg/m?

Ortanca (minimum-maksimum) 24,77 (22,06-25,71)
Oosit Sayisi, adet
Ortanca (minimum-maksimum) 10 (8-24)

Sigara Kullanimi, n (%)
Kullanan 2 (40)
Kullanmayan 3 (60)
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4.2. Primer ve HGrC1 Granuloza Hicrelerinin Kultiru

Primer graniiloza hiicrelerinde OPU sonras1 elde edilen oosit sayilarinin farkli olmasi
nedeniyle, folikil sivist miktart ve hiicre sayilar1 da farklilik gostermistir. Her
katilmcinin atik folikiil sivisindan izole edilen hucreler hiicre kiiltiirine alinmastir.
Besiyerlerine Amnioprime eklenen hiicrelerin yaklasik 24 saat, eklenmeyen hiicrelerin
ise yaklasik 48 saatte flasklara tamamen tutundugu gézlemlenmistir. Hiicrelerin uzantilari
yardimiyla birbirleriyle temas kurdugu ve uzak kaldiklar1 bolgelerde az gelisim

gosterdikleri gozlemlenmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Granuloza hicrelerinin inverted mikroskop gorintuleri. A, C ve E’de daha kigik
blyutmede (20x), B, D ve F’de daha buyik buyttmede (40x) granuloza hucreleri
gorilmektedir.
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HGrC1 hicrelerinin ise yaklasik 24-36 saatte flasklara tamamen tutundugu

gozlemlenmistir (Sekil 6). HGrCl’lerin folikiil sivisindan izole edilen granuloza

hlcrelerine gore daha hizli tutunduklari ve ¢ogaldiklar goriilmistiir.

Sekil 6. HGrC1 hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiileri. A’da daha kii¢iik (20x),
B’de daha biyik buyitmede (40x) graniloza hiicreleri goriilmektedir.
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4.3. Hucrelerden Sahman Ostradiol ve Progesteron Miktarlarimin Degerlendirilmesi

Farkli FSH, omentin ve FSH + omentin konsantrasyonlar1 uygulanan hicre
siipernatanlarinda dstradiol ve progesteron miktarlar1 ELISA ile 6l¢iildii. Sonugta primer
graniiloza hiicrelerinde 100 ng/ml FSH uygulanan hiicrelerde progesteron tretimi anlaml
olmamakla beraber azalmistir. 10 ng/ml FSH, 1 ng/ml omentin, 10 ng/ml omentin, 10
ng/ml FSH + 1 ng/ml omentin, 10 ng/ml FSH + 10 ng/ml omentin, 100 ng/ml FSH + 10
ng/ml omentin ve 100 ng/ml FSH + 1 ng/ml omentin uygulamalarinda progesteron

diizeylerinde artis gézlenmis olup, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05)
(Sekil 7).

Kontrol

10 ng/ml FSH

100 ng/ml FSH

1 ng/ml Omentin

10 ng/ml Omentin

10 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin
10 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin
100 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin
100 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin

Progesteron (ng/ml)

IDERNCCONN

1-

Sekil 7. Omentinin graniiloza hiicrelerinden progesteron salinmasi Uizerine etkisi
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Primer grantloza hicrelerine uygulanan 10 ng/ml FSH, 100 ng/ml FSH, 1 ng/ml omentin,
10 ng/ml omentin, 10 ng/ml FSH + 1 ng/ml omentin ve 10 ng/ml FSH + 10 ng/ml omentin
dozlarinda ostradiol seviyelerinde azalma goriilmiis olup, istatistiksel olarak anlamli
bulunmamuistir (p > 0,05). 100 ng/ml FSH + 10 ng/ml omentin ve 100 ng/ml FSH + 1
ng/ml omentin uygulamalarinda ise Ostradiol degerlerinde artis gézlenmis olup,

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05) (Sekil 8).

Kontrol

10 ng/ml FSH
100 ng/ml FSH
1 ng/ml Omentin

600

S

o

o
|

10 ng/ml Omentin

10 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin
10 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin
100 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin
100 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin

Ostradiol (ng/ml)
N
o
T

IERRCOCONN

Sekil 8. Omentinin graniiloza hiicrelerinden dstradiol salinmas1 tzerine etkisi
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HGrC1 hicrelerinde 10 ng/ml FSH, 10 ng/ml omentin, 10 ng/ml FSH + 1 ng/ml omentin,
10 ng/ml FSH + 10 ng/ml omentin ve 100 ng/ml FSH + 10 ng/ml omentin uygulanan
hiicrelerin progesteron degerlerinde azalma gozlenmis olup, istatistiksel olarak anlamli
degildir (p > 0,05). 100 ng/ml FSH, 1 ng/ml omentin ve 100 ng/ml FSH + 1 ng/ml omentin
uygulanan hiicrelerin progesteron degerlerinde artis goriilmiis olup istatistiksel olarak

anlamli degildir (p > 0,05) (Sekil 9).

Kontrol

10 ng/ml FSH
100 ng/ml FSH
1 ng/ml Omentin

»

10 ng/ml Omentin

10 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin
10 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin
100 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin
100 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin

Progesteron (ng/ml)
N B

EEENNCONN

0

Sekil 9. Omentinin HGrC1 hucrelerinden progesteron salinmasi Uzerine etkisi
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HGrC1 hucrelerinde 10 ng/ml FSH, 1 ng/ml omentin ve 10 ng/ml FSH + 10 ng/ml
omentin uygulanan hiicrelerin 6stradiol duzeylerinde azalma gozlenmis olup, istatistiksel
olarak anlamli degildir (p > 0,05). 100 ng/ml FSH, 10 ng/ml omentin, 10 ng/ml FSH + 1
ng/ml omentin, 100 ng/ml FSH + 10 ng/ml omentin ve 10 ng/ml FSH + 1 ng/ml omentin
uygulanan hiicrelerin Ostradiol diizeylerinde de artig goriilmiis olup, istatistiksel olarak

anlamli degildir (p > 0,05) (Sekil 10).

Kontrol
700 - 10 ng/ml FSH
600 T 100 ng/ml FSH

ml)

1 ng/ml Omentin

(n

10 ng/ml Omentin

10 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin
10 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin
100 ng/ml FSH + 10 ng/ml Omentin
100 ng/ml FSH + 1 ng/ml Omentin

Ostrad
EE RN RERER

S 500-

S 400 1]
300
200- & (h
100-

Sekil 10. Omentinin HGrC1 hucrelerinden Ostradiol salinmasi tizerine etkisi




5. TARTISMA VE SONUC

Infertilite, erkek ve kadm Greme sistemlerini ilgilendiren ve diinya genelinde milyonlarca
insan1 etkileyen bir sorundur. Diinya Saglik Orgiitii'niin 2023 y1l1 verilerine gore tGreme

cagindaki yaklagik her alt1 kisiden birinin infertilite sorunu ile karsilagtig1 bilinmektedir
(81).

Bilim insanlar1 hem infertilitenin nedenlerini belirlemek hem de dogurganlik oraninin
artmasini saglamak i¢in yeni tedavi segeneklerini arastirmaktadir. Kadin dogurganligi,
graniiloza hucresi proliferasyon/apoptoz oranmmi etkileyen ve dolayisiyla folikillerin
biiylimesini, se¢imini, ovulasyonunu ve oosit olgunlasmasini kontrol eden ovaryumdan
salgilanan hormonlara baghidir (66, 82, 83). Bu nedenle bu mekanizmalarin islevsiz
olmasi veya diizenlenmesi sirasinda meydana gelen degisiklikler dogrudan veya dolayl
olarak infertiliteye neden olabilir (67). Dogurganlhigi dizenlemek ve (reme
bozukluklarini tespit etmek, Onlemek ve tedavi etmek icin bu sirecleri dizenleyen

faktorlerin tanimlanmasi gerekmektedir.

Yag dokusu ve diger dokular tarafindan {iretilen ve peptit yapidaki hormonlar olan bazi
adipokinlerin graniiloza hucrelerinin fonksiyonlarmi kontrol ettigi  gosterilmistir
(65, 85, 14). Adipokinler lireme ve enerji metabolizmas1 arasinda potansiyel bir koprii
gorevi goriir. Bu sebeple PKOS gibi hastaliklarda umut vadeden terapdétik bir ajan gibi
gorulmektedir. Adipokinler noninvaziv bir PKOS belirteci olma potansiyeline sahiptir
(85). Yapilan ¢aligmalarda kadin iireme sisteminde diizenleyici rolii oldugu bilinen bir
adipokin olan omentinin serumdaki seviyelerinin PKOS hastalarinda azaldig: ve folikuler
stvida arttigr belirtilmistir (86). Ancak omentin ¢aligmalarinin ¢ogu insan serumu veya
hayvan graniiloza hiicreleri ile yapilmistir. Bu sebeple omentinin PKOS'lu hastalarin

grantloza hucre kiltarindeki etkilerinin arastirilmas: 6nem arz etmektedir (80).
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Tez c¢alismasi kapsaminda in vitro ortamda uygulanan omentinin, graniloza
hicrelerinden o6stradiol ve progesteron salimmasi (zerine etkileri aragtirilmistir. Bu
amacla granuloza htcreleri folikller sividan izole edildikten sonra kdltiire edilerek
cogalmalar1 saglanmistir. Yeterli sayiya ulasan hucreler toplandiktan sonra farkl
dozlarda FSH ve omentin kombinasyonlar1 ile muamele edilerek dstradiol ve progesteron

seviyelerinin absorbans degerleri ELISA yOntemi ile 6l¢iilmstiir.

PKOS’lu hastalarin primer graniiloza hiicreleriyle yapilan ¢alismamizda 100 ng/ml FSH
uygulanan hiicrelerde progesteron tretimi azalmistir. Buna karsin 10 ng/ml FSH, 1 ng/ml
omentin, 10 ng/ml omentin, 10 ng/ml FSH + 1 ng/ml omentin, 10 ng/ml FSH + 10 ng/ml
omentin, 100 ng/ml FSH + 10 ng/ml omentin ve 100 ng/ml FSH + 1 ng/ml omentin
uygulamalarinda anlamli olmamakla birlikte progesteron iiretimi artmigtir. 2024 yilinda
kedi graniiloza hicreleri ile yapilan bir ¢alismada 0,1 ng/ml, 1 ng/ml ve 10 ng/mi
konsantrasyonlarindaki omentinin, hicrelerden progesteron salinmasmi artirdigi
bulunmustur. Bizim c¢alismamizda bu ¢alismadan farkli olarak 0,1 ng/ml dozu
kullanilmamis olup, sonuglarimiz 1 ng/ml ve 10 ng/ml dozlar1 ile uyumludur. Arastiricilar
omentinin hiicre proliferasyonu ve apoptoza olan etkisini de arastirmis ve sonugta
folikiiler hiicrelerde proliferasyonu artirdigi, apoptozu diisiirdiiglinii géstermislerdir. Bu
da omentinin over hicre fonksiyonlarinda fizyolojik bir dizenleyici olabilecegini
gostermektedir (66). Ayni arastiricilarin yine 2024 yilinda tavsanlar ile yaptigi1 baska bir
calismada, 0,1 ng/ml ve 1 ng/ml omentin uygulamalarinda kontrole goére progesteron
seviyeleri azalmistir. Bizim ¢alismamizda ise bu ¢alismadan farkli olarak, 1 ng/ml ve 10
ng/ml dozlar1 kullanilmis olup, omentin uygulanmasi sonucu progesteron seviyelerinde
anlamli olmayan bir artis goriilmistiir. Her ne kadar bizim ¢alismamizda oldugu gibi kedi
graniiloza hiicrelerine omentin uygulanmasi sonucu progesteron seviyeleri artmis olsa da,
tavsanlarda progesteron seviyelerinin farkli bulunmus olmasi, tiirler arasi1 farkliliklarin
olabilecegini gostermistir. Ayn1 zamanda omentine benzer etkiler gosteren bir adipokin
olan resistin ile yapilan caligmalarda da tiirler (domuz, sigir, sican vb.) aras1 farklilik

goriilmiistiir (87).

Calismamizda primer graniiloza hiicrelerinde 10 ng/ml FSH, 100 ng/ml FSH, 1 ng/ml
omentin, 10 ng/ml omentin, 10 ng/ml FSH + 1 ng/ml omentin ve 10 ng/ml FSH + 10

ng/ml omentin dozlarinda ise Ostradiol degerleri anlamli olmamakla beraber azalmistir.
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Ancak 100 FSH + 10 omentin ve 100 FSH + 1 omentin dozlarinda anlamli olmayan bir
artis saptanmistir. Tavsanlar lizerinde yapilan ¢alismada omentinin dstradiol salinmasi
iizerine etkileri de arastirilmistir. Caligmamizla uyumlu olarak bu ¢alismada da 1 ng/ml

ve 10 ng/ml omentin dozlarinda 6stradiol degerleri azalmistir (86).

PKOS’lu hastalarda omentin plazma seviyeleri de arastirilmistir. Menstrual dongiisii
diizensiz olan PKOS’lu hastalarda, omentin plazma seviyelerinin diizenli dongiiye sahip
kisilerden farkli olmasi, omentinin ovaryal ve menstrual dongileri dizenleyen
hormonlar1 etkiledigini gostermektedir. Dolayisiyla omentin PKOS patolojisinin
anlasilmasi i¢in dnemlidir. 2014 yilinda insan graniiloza hiicreleriyle yapilan baska bir
calismada, omentin seviyelerinin kontrole gore plazma ve folikller sivida benzer oldugu,
ancak PKOS hastalariin folikiiler sivilarinda plazmadan daha yiiksek diizeyde oldugu
gosterilmistir. Aymi g¢alismada arastiricilar FSH (108M) ve omentin (250 ng/ml)
uygulamalarinin graniiloza hucrelerinden progesteron ve oOstradiol salgilanmasini
artirdig1 gostermistir (17). Bu ¢alismada tek doz FSH ve tek doz omentin kullanilmis olup
calismamizda farkli dozlarin Ostradiol ve progesteron salinmasi lizerine farkli etkileri

olabilecegi gosterilmistir.

Ovulasyon oncesinde nonluteinize olan graniloza hicreleri, ovulasyon ile hicrelerin
bliyiidiigli ve progesteron salgilanmasinin arttig1 luteinizasyon siirecine girer. Luteinize
granuloza hucrelerinde gesitli steroidojenik enzimlerin ekspresyonu goralur ve bu sayede
bu hicrelerde 6stradiol ve progesteron dretimi gergeklesir (88, 89). Nonluteinize
graniloza hiicrelerinde de bu enzimlerin ekspresyonu goruliir. Ancak bu hticreler hormon
uretiminde birincil rolde olmayip destekleyici gorev Ustlenir (88). Dolayisiyla
nonluteinize ve luteinize graniloza hicrelerinin FSH gibi uyaranlara verdikleri tepkiler
farkli olabilir. Calismamizda nonluteinize HGrC1 huicrelerine uygulanan 100 ng/ml FSH,
1 ng/ml omentin ve 100 ng/ml FSH + 1 ng/ml omentin dozlar1 ile progesteron
salgilanmas1 kontrol grubuna gore artsa da anlamli degildir. 10 ng/ml FSH, 10 ng/ml
omentin, 10 ng/ml FSH + 10 ng/ml omentin, 10 ng/ml FSH+10 ng/ml omentin ve 100
ng/ml FSH + 10 ng/ml omentin dozlarinin ise progesteron dretimini azalttigi gorilmistiir.
Calismamizdan farkli olarak tavsan grantloza htcreleri ile yapilan ¢alismada,
nonluteinize graniiloza ve teka hiicrelerini igeren over kiiltiiriine farkli dozlarda omentin

uygulanmistir. Bunun sonucunda progesteron seviyelerinin tim dozlarda (0,1 ng/ml, 1
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ng/ml ve 10 ng/ml) diistiigii saptanmistir (86). Bizim ¢alismamizda ise 1 ng/ml omentin
uygulamasinda progesteron seviyelerinde artis, 10 ng/ml omentin uygulamasinda ise
azalma gorlilmiistiir. Fakat bu artis ve azalmalar anlaml1 degildir. Kullandigimiz HGrCl1
hlicre hattinin insan kaynakli olmasi, tavsan kaynakli primer grantloza hucrelerinde farkli

sonuglarin gorilmesine sebep olmus olabilir.

HGrC1 hicrelerine uygulanan 10 ng/ml FSH+10 ng/ml omentin, 10 ng/ml FSH ve 1
ng/ml omentin ile Gstradioldeki azalma anlamli bulunmamigtir. 100 ng/ml FSH, 10 ng/ml
omentin, 10 ng/ml FSH+1 ng/ml omentin, 100 ng/ml FSH+10 ng/ml omentin ve 100
ng/ml FSH+1 ng/ml omentin dozlarinda ise, Ostradiol degerlerlerindeki artis anlaml
degildir. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak tavsanlarla yapilan ¢alismada, over
pargalarina 0,1ng/ml, 1 ng/ml ve 10 ng/ml omentin uygulanmis olup, 1ng/ml ve 10 ng/ml
uygulamalarinda Gstradiol seviyeleri artis gdstermistir (86). Ostradiol seviyelerinde ¢ikan
farkli sonuclar progesteronda oldugu gibi tirler arasi farkliliklardan kaynaklaniyor

olabilir.

Kadin iireme sisteminde énemli bir hormon olan FSH, graniiloza hiicrelerindeki hedef
reseptriine baglanarak gonadal gelisim ve olgunlasmada anahtar bir rol oynar. Folikuler
olgunlasmada bir bozulma varsa, FSH aktivitesi gerceklesmeyecektir (90). Insan
graniiloza hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada, 10 ng/ml FSH uygulamasi ile progesteron
seviyesinin azaldigi, ancak 100 ng/ml FSH ile uyarilan hiicrelerde progesteron
seviyesinin arttig1 gosterilmistir (87). Bizim ¢alismamizda ise 10 ng/ml FSH uygulamasi
progesteron diizeylerini artirirken, 100 ng/ml FSH uygulamasi progesteron diizeylerini
azaltmistir. Aymi calismada Ostradiol seviyeleri 10 ng/ml FSH uygulamasi ile
degismezken, 100 ng/ml FSH uygulandiginda azalmistir. Caligmamizda ise iki dozda (10
ng/ml ve 100 ng/ml) da Ostradiol seviyelerinde azalma gosterilmistir.

IVM tedavisi goren hastalardan alinan nonluteinize hiicrelerdeki hormon salinimlarinin
IVF hastalarindan alinan luteinize graniiloza hiicreleriyle karsilastirildig: bir ¢alismada,
nonluteinize hiicrelerdeki progesteron sentezinin FSH ve hCG uygulanan hiicrelere gore
daha diisiik oldugu gosterilmistir (91). Bizim ¢alismamizda ise 10 ng/ml FSH
uygulamasinin progesteron sentezini azalttigi, ancak 100 ng/ml FSH uygulamasimin

progesteron sentezini anlamli olmayan sekilde artirdigi gosterilmistir. IVM hastalarindan
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elde edilen graniloza hiicreleri heniiz luteinize degillerdir. Bu hiicreler hakkinda daha
fazla bilgi edinmek, folikiler gelisimin ve 00sit olgunlagsmasinin son asamalari
hakkindaki bilgimizi artiracaktir. HGrC1 hiicrelerine uygulanan 10 ng/ml FSH
uygulamasmin Ostradiol miktarini anlamli olmayan sekilde azalttigi, ancak 100 ng/ml
FSH uygulamasinin 6stradiol miktarini artirdigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada 6stradiol
konsantrasyonlarmin FSH ve hCG uyarimu ile arttig1 bildirilmistir (91). Nonluteinize
olan HGrC1 hiicrelerinde daha yiiksek dozda FSH uygulanmasi ile, beklenildigi gibi

oOstradiol ve progesteron seviyeleri artmistir.

Calismamizin amaglarindan biri de granilloza hicrelerinde Ostradiol ve progesteron
salgilanmasi artirdig1 bilinen FSH’nin uyarict etkisinin omentin tarafindan diizenlenip
diizenlenemeyeceginin gosterilmesiydi. Bu amagla omentin ve FSH’nin farkli dozlardaki
kombinasyonlar1 kullanildi. insan granilloza hiicrelerinde omentin ve FSH
kombinasyonlarinin stradiol ve progesteron salinmasma etkilerinin degerlendirildigi
caligma sayist smirlidir. Omentinin proliferatif, anjiyogenik ve insiilin duyarli olmasi
gibi ozellikleri, baska bir adipokin olan resistin ile benzerlik gostermektedir (86, 14).
2019 yilinda yapilan bir caligmada grantloza hicrelerine farkli resistin ve FSH
kombinasyonlar1 uygulanmistir. FSH (100 ng/ml) ve resistin (1 ng/ml, 10 ng/ml, 100
ng/ml) beraber uygulandiginda resistin, FSH'nin 6stradiol ve progesteron salgilanmasi
iizerindeki uyarici etkisini ortadan kaldirmistir (87). Calismamizda bu ¢alismadan farkli
olarak 100 ng/ml FSH, omentin ile birlikte uygulandiginda ostradiol ve progesteron
seviyeleri artmistir. Bu sayede FSH'nin uyarici etkisinin omentin ile artirabilecegi

gorilmiistir.

Ovaryum tarafindan iiretilen adipokinler folikiilogenezi, ovulasyonu ve steroidogenezi
parakrin ve otokrin sekilde diizenleyebilir. Bir adipokin olan omentinin kadin iireme
sistemindeki rolu hakkinda sinirl veri bulunmaktadir. Buradan yola ¢ikilarak yapilan tez
calismasinda farkli dozlarda uygulanan omentinin graniiloza hiicrelerinde ostradiol ve
progesteron salinmasini degistirdigi goriilmistiir. Boylece omentinin hem luteinize hem
de nonluteinize granilloza hicreleri Uzerindeki etkisi hakkinda yeni bulgular elde
edilmigtir. Buna ek olarak FSH’nin graniiloza hiicreleri lizerindeki uyarici etkisinin
omentin tarafindan doza bagimli olarak diizenlenebilecegi gdsterilmistir. Literatiirde

omentinin etkileri hakkinda birbirleriyle ¢elisen bulgular vardir. Bu sebeple omentinin
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nonluteinize ve luteinize graniloza hicreleri Uzerine etkilerini ve PKOS
patofizyolojisindeki rolunu anlamak icin hasta sayisi artirilmali ve bu c¢aligmalar
molekiler yontemler ile desteklenmelidir. Ayrica cesitli hayvan tirleri ve insanlar

arasindaki sonuglarda gorilen farkliliklar géz ardi edilmemelidir.
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durumlarinda bir ceza veya hakkiniz olan yararlarin kayb1 kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.
Aragtirma konusu ile ilgili ve aragtirmaya devam etme isteginizi etkileyebilecek yeni bilgiler
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otoriteleri goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erigim saglayabilir, ancak bu bilgilerin

gizli tutulmasi saglanacaktir.
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Bu kosullarda;

1) S6z konusu Klinik Arastirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla
katilmay1 kabul ediyorum.

2) Gerek duyulursa kisisel bilgilerime mevzuatta belirtilen kisi/kurum kuruluslarin
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