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OZET

Siiperovule Edilen Ratlarda Melatoninin Ovaryumdaki Baz1 Genlerin Ekspresyon

Seviyeleri Uzerine Etkisi

Ovaryum memelilerde endokrin ve ekzokrin faaliyet goOsteren bir organdir.
Ovaryumda meydana gelen fonksiyonel bozukluk infertiliteye ve folikiil kalitesinin
diismesine neden olmaktadir. Siiperovulasyon uygulamasinin da ovaryum sagligini olumsuz
etkileyebilecegi diistinlilmektedir. Bu calismanin amaci siiperovulasyon uygulamasiyla
birlikte farkli dozlarda uygulanan melatoninin ovaryum sagligina etkileri molekiiler ve
biyokimyasal diizeyde aragtirmaktir.

Calismada 8-10 haftalik yasta disi wistar albino rat kullanildi. Kontrol (K),
Stiperovulasyon (S0), Siiperovulasyon+5 mg/kg melatonin (SoM5) ve Siiperovulasyon+20
mg/kg melatonin (SoM20) olmak tizere 4 grup olusturuldu. Melatonin gruplarina
siiperovulasyon isleminden 1 hafta 6nce baslanarak deney sonuna kadar her giin aksam
intraperitonel olarak saat 17:00°de melatonin enjeksiyonu yapildi. SOM5 grubuna 5 mg/kg
melatonin uygulamasi yapilirken SoM20 grubuna 20 mg/kg melatonin enjeksiyonu yapildi.
Siiperovulasyon uygulamast GnRH, PMSG ve hCG hormonlari ile yapildi. Deney sonunda
kalpten kan alma ile 6tenazi edilen ratlarin serum ve ovaryum dokulari alindi. Doku MDA
diizeyinde kontrole kiyasla So, SoM5 ve SoM20 gruplarinda anlamli bir azalma oldugu
belirlendi (P<0,01). Kontrol grubuna kiyasla SoM20 grubunda PGR gen ekspresyonun
yaklasik 7 kat arttig1 belirlendi (P<0,001). Kontrol grubuna kiyasla deney gruplarinda (So,
SoM5 ve SoM20), COX-2 geninin ekspresyon seviyesinin anlamli olarak arttig1 tespit edildi
(sirasiyla P<0,05; P<0,01; P<0,001). Kontrol grubuna kiyasla SoM20 grubundaki EREG
geninin ekspresyon seviyesinin yaklasik 5 kat arttig1 belirlendi (P<0,001). Serum MDA
seviyesiyle Bcl-2 ve NRF2 geni arasinda pozitif korelasyon tespit edildi (sirasiyla P<0,001;
P<0,01). COX-2 geniyle PGR ve EREG genleri arasinda pozitif korelasyon belirlendi
(P<0,001). IL-7p ile Bcl-2 ve OSGIN1 genleri arasinda (P<0,05) Bcl-2 ile NRF2 ve BMP15
genleri arasinda (sirasiyla P<0,01; P<0,05) PGR ile EREG geni arasinda (P<0,001) ve NRF2
ile BMP15 ve OSGINL1 arasinda (P<0,05) pozitif korelasyon tespit edildi.

Sonug olarak siiperovulasyon ile birlikte uygulanan 20 mg/kg dozda melatoninin
ovaryumda PGR ve EREG genlerinin ifadesini arttirmasi nedeniyle ovaryum sagligini ve
folikiilogenezi destekleyebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gen ekspresyonu, Melatonin, MDA, Oksidatif stres,
Stiperovulasyon
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ABSTRACT

Effect of Melatonin on the Expression of Some Genes in the Ovary of Superovulated
Rats

The ovary is an organ that has endocrine and exocrine functions in mammals.
Functional disorders in the ovary cause infertility and decreased follicle quality.
Superovulation may also harm ovarian health. This study aimed to investigate the effects of
melatonin applied at different doses together with superovulation on ovarian health at
molecular and biochemical levels.

In this study, female Wistar albino rats 8-10 weeks old were used. 4 groups were
formed: Control (K), Superovulation (So), Superovulation + 5 mg/kg melatonin (SoM5),
and Superovulation + 20 mg/kg melatonin (SoMZ20). Melatonin groups were
intraperitoneally injected at 17:00 starting 1 week before the superovulation procedure until
the end of the experiment. While 5 mg/kg melatonin was administered to the SoM5 group,
20 mg/kg melatonin was injected into the SoM20 group. Superovulation was induced using
GnRH, PMSG, and hCG hormones. At the end of the experiment, serum and ovarian tissues
from the rats were collected and euthanised via blood collection from the heart. It was
determined that there was a significant decrease in tissue MDA levels in the So, SoM5, and
SoM20 groups compared with the control (P<0.01). It was determined that PGR gene
expression increased approximately 7-fold in the SoM20 group compared with the control
group (P<0.001). It was found that the expression of the COX-2 gene was significantly
increased in the experimental groups (So, SoM5 and SoM20) compared with the control
group (P<0.05; P<0.01; P<0.001, respectively). It was determined that the expression of
EREG was increased approximately 5-fold in the SoM20 group increased approximately 5-
fold compared to the control group (P<0.001). A positive correlation was detected between
serum MDA levels and the Bcl-2 and NRF2 genes (P<0.001; P<0.01, respectively). A
positive correlation was detected between COX-2 and the PGR and EREG genes (P<0.001).
A positive correlation was detected between IL-/5 and Bcl-2 and OSGIN1 genes (P<0.05);
between Bcl-2 and NRF2 and BMP15 genes (P<0.01; P<0.05, respectively); between PGR
and EREG gene (P<0.001) and between NRF2 and BMP15 and OSGIN1 (P<0.05).

In conclusion, 20 mg/kg melatonin administered during superovulation may support
ovarian health and folliculogenesis by increasing the expression of the PGR and EREG genes
in the ovary.

Keywords: Gene expression, Melatonin, MDA, Oxidative stress, Superovulation
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1. GIRIS

Memelilerde disi lireme sistemi, ovaryum, fallop tiipler, uterus, serviks ve vajinadan
olusmaktadir. Fetal donemde ovaryumdaki germ hiicreleri oogonia olarak
adlandirilmaktadir. Oogonialarin etrafini yiizey epitellerinden koken alan folikiil hiicreleri
cevrelemektedir (Carroll 2006, Ovalle ve Nahirney 2020). Ovaryumu olusturan ve oositleri
saran bu folikiiller, ovaryum islevinin temelini olusturmaktadir. Bu folikiillerin somatik
bilesenlerinin gelisimiyle de oosit biiylimesi ve farklilasmasi koordine edilmektedir. Disi
tireme sisteminin temelini olusturan ovaryumlarin iki temel islevi bulunmaktadir. Bunlarin
ilki ostrojen ve progesteron gibi steroid hormon {iretmek digeri ise ovaryumun dongiisel
fonksiyonunu bu hormonlarla kontrol ederek oosit salinimini saglamaktir (Bates ve Bowling
2013).

Ovaryumu olusturan oositler, fetal evrede ovaryum korteksinde farklilagarak yassi
konuma ulagirlar. Mayoz I’in Profaz-1 evresinin Diploten agsmasinda hiicre dongiisii durur
ve oositler cinsel olgunluga ulasilana kadar hiicre dinlenme evresi olan GO evresine geger
(Korkmaz Agaoglu 2021). Cinsel olgunluga ulasildiginda oosit gelisimi hipotalamik-
hipofiz-ovaryum (HPO) eksen tarafindan diizenlenir. HPO ekseninde Gonadotropin
Releasing Hormone (GnRH) salinimi igin noronlar hipotalamusu uyarmaktadir (Takahashi
ve Ogiwara 2021). Hipotalamustan salgilanan GnRH, hipofiz bezinden Follicle-Stimulating
Hormone (FSH) ve Luteinizing Hormone (LH) salgisini tetiklemektedir. Boylelikle Mayoz
I’de kalan oositlerin bir kism1 gelisimine devam ederler (Tsutsumi ve Webster 2009). FSH,
folikiil biliyiimesini ve ovaryumda Ostrojen sentezini desteklerken LH, hem oosit
olgunlagmasini hem de ovulasyonu tesvik etmektedir (Takahashi ve Ogiwara 2021). FSH’in
kana salinmasi ile birlikte folllikiiller geliserek sirasiyla primer, sekonder, tersiyer ve graaf

folikiili halini alirlar (Alagam ve ark. 2007).

FSH ve LH, biiyliyen folikiillerin sirasiyla graniiloza hiicrelerinin ve teka
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan spesifik reseptorlerine baglanarak folikiiler gelisimi
desteklemektedirler. Folikiiller sekonder asamadan itibaren gonadotropinlere yanit vererek
gelisim gosterir ve preoviilator folikiillerin hayatta kalmasi i¢in gonadotropinlere ihtiyaci
vardir. Preoviilator folikiiller bu hormon siklusunun dalgalanmasina yanit olarak gelisir ve

ovulasyon yetenegi kazanirlar. Ostradiol (E2), progesteron ve inhibin graniiloza hiicreleri ile



teka hiicrelerinde sentezlenmektedir. Bu hormonlar, GnRH, LH ve FSH'in sentezini ve

salgilanmasini diizenlemede gorev alirlar (Luderer 2014).

Ovaryumda HPO ekseninde meydana gelen bir bozukluk infertilite ile
sonuglanmaktadir. Bununla birlikte ¢iftlik hayvanlarinda dstrus senkronizasyonu, genomik
seleksiyon, in vitro embriyo iiretimi ve embriyo transferi amaciyla yardimci iireme
teknolojileri (Assisted Reproductive Technologies, ART) yaygin olarak kullanilmaktadir
(Marshall ve Rivera 2018, Daly ve ark. 2020, Muller ve Enenanneam 2022, Menchaca
2023). ART teknolojisi kullanilarak 2018 yilinda diinya ¢apinda yaklasik 2 milyon sigir
embriyosunun iretildigi bildirilmistir. Bu say1r her gegen yil artmaktadir (Viana 2019,
Menchaca 2023). ART sisteminde Gonadotropik Hormon uygulamalari siklikla tercih edilen
yontemler arasinda bulunmaktadir. Bu uygulamalarda Pregnant Mare Serum Gonadotropin
(PMSG) ve Human Chorionic Gonadotrophin (hCG) hormonlari siklikla tercih edilmektedir
(Agca ve ark. 2013, Talebian Moghadam ve ark. 2021). Bu hormonlar araciligiyla oositler

uyarilarak ovaryum indiiksiyonu ve siiperovulasyon sekillenmektedir (Agca ve ark. 2013).

Folikiiler gelisim sirasinda metabolik denge, artan besin ve enerji ihtiyacini
karsilamak igin hizlanir. Gerekli olgunluga ulasan oositin folikiilden atilmasi igin ise
folikiilin yirtilmast ve luteinize olmasi gerekmektedir. Bu durumun gergeklesmesi igin
folikiil i¢inde Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) liretilmektedir (Nikmard ve ark. 2022). ROT
tiretiminin artmasi oksidatif strese neden olmaktadir (Guo ve ark. 2021). Son yillarda
kullanilan siiperovulasyon uygulamalarinin ovaryumda ROT miktarini artarak oksidatif stres
olusumuna neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ratlarda PMSG ve hCG uygulamalar ile
yapilan siiperovulasyonda oosit kalitesinin diigmesinin yani sira sagliksiz folikiillerin de
sayis1 artabilmektedir. Siiperovulasyon ovaryum hiicrelerinde hiicre  &liimiiniin
tetiklenmesine neden olmaktadir. Bu olumsuz etkiler ratlarin iireme sisteminde PMSG/hCG
hormonlari ile yapilan siiperovulasyonun neden oldugu oksidatif stresten kaynaklandig:
diistiniilmektedir (Park ve ark. 2015). Eksojen gonadotropinler tarafindan yapilan
siiperovulasyon uygulamalari, ratlarin ovaryum hiicrelerinde mitokondriyal DNA
mutasyonlarina, DNA, lipid ve proteinlerde ise hasara neden olmaktadir (Chao ve ark. 2005).
Bu nedenle siiperovulasyon uygulamalart ovaryumda oksidatif hasara neden olarak disi
sagligini olumsuz etkileyebilmektedir (Park ve ark. 2015). Bu olumsuzlugun ortadan

kaldirilmas: icin oksidatif stresi Onleme veya azaltmaya yonelik yontemler 6n plana



¢ikmaktadir. Diger taraftan siiperovulasyonda meydana gelen oosit kalitesindeki diisiisiin

sebebi ile ilgili molekiiler ¢alismalar sinirlidir.

Melatoninin oksidatif hasar1 6nlemede ve oosit Kalitesini korumada oldukga giiglii
bir antioksidan oldugu belirtilmektedir (Jiang ve ark. 2021). Melatonin (N-asetil-5-
metoksitriptamin), memelilerde esas olarak epifiz bezi tarafindan sentezlenen ve salgilanan
endojen bir indoleamin hormondur (Jiang ve ark. 2021). Melatoninin sadece epifiz bezinde
salgilanmadigi retina, sindirim sistemi ve ovaryumda da sekresyonunun oldugu bildirilmistir
(Cheng ve ark. 2021). Memelilerde melatonin sentezi karanlikta ger¢eklesmekte olup immun
savunma, sirkadiyen ritim, lipid profili, antioksidan mekanizma ve fizyolojik siiregleri
diizenlenmektedir (Jang ve ark. 2017). Bununla birlikte melatoninin sirkadiyen ritim genleri,
cinsel davranis ve bagisiklik sistemi gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlari da bulunmaktadir.
Ayrica melatoninin iireme dongiisii ve folikiiler gelisim ile embriyo implantasyonunun
diizenlenmesinde rol oynadigi bildirilmektedir (Xu ve ark. 2021, Al-Shahat 2022).
Melatonin, farkli patofizyolojik durumlarda inflamasyon, oksidatif stres, hiicre ¢ogalmasi,
apoptoz, metastaz ve otofaji gibi olgularda ¢esitli molekiiler yolaklar1 diizenlemektedir
(Anadon ve ark. 2021, Tamura ver ark. 2020).

Ovaryumdaki melatonin sistemik kan dolasimindan elde edilebilmesinin yan1 sira
kiimiiliis graniiloza hiicreleri ile oositler dahil olmak iizere graniiler hiicre tarafindan da az
da olsa sentezlenebilmektedir (Ezzati ve ark. 2021). Memelilerde eksojen ve endojen
melatoninin oosite gegisi biiyiik oranda Melatonin Reseptor 1 (MT1) ve Melatonin Reseptor
2 (MT2) isimli iki reseptor araciligiyla gerceklesmektedir (Sun ve ark. 2020, Guo ve ark.
2021). Bununla birlikte melatonin lipofilik 6zelliginden dolay: reseptor bagimsiz olarak da
hiicrelere kolayca girebilmekte ve ¢esitli dokularin fonksiyonlarmni etkileyebilmektedir
(Motta-Teixeira ve ark. 2018). Melatonin, graniiloza hiicrelerinde reseptérlerinden bagimsiz
olarak antioksidan aktivite gostermektedir. Yapilan giincel caligmalarda melatoninin
ovaryumdaki antioksidan aktivite, folikiilogenez, folikiiler atrezi ile iligkili ROT’a kars1
koyabildigi ve ovulasyon, oosit olgunlasmasi ile korpus luteum olusumunda Onemli

fizyolojik rollere sahip oldugu bildirilmistir (Tamura ve ark. 2009, Basini ve Grasselli 2024).



1.1.Caliymanin Amaci

Pineal bezden sentezlenen ve kan yoluyla folikiile gelen melatoninin ovaryumda
ROT miktarin1 azaltarak oksidatif stresi onleyebilecegi bdylelikle de ovaryum ve oosit
sagligint  koruyabilecegi diigiiniilmiistir (Tamura ve ark. 2020). Bu c¢aligmada
stiperovulasyon durumunda meydana gelebilecek oksidatif stresi onlemek ve ovaryum
sagligini korumak amaciyla 5 mg ve 20 mg olmak iizere iki farkli melatonin doz uygulamasi
yapilmistir. Bu kapsamda Wistar albino ratlara sliperovulasyon uygulamasi sonrasinda farkl
dozlarda eksojen melatonin uygulamasmin etkileri molekiiler diizeyde arastirilmistir.
Yapilan bu c¢alismada siiperovulasyon uygulamasi ile melatonin uygulamasit sonucu
ovaryumda lipid peroksidasyon iiriinii olan Malondialdehit (MDA) seviyeleri ve bazi

genlerin ekspresyon seviyeleri arastirilmistir.

Melatoninin oksidatif stres durumunda hiicre savunma mekanizmasinm birincil
hattinda gorev alan ve antioksidan gen olarak bilinen Nuclear Factor Erythroid 2-Related
Factor 2 (NRF2) geninin ekspresyon seviyesi arastirilmistir. Siiperovulasyon uygulamasi
sirasinda ovaryumda gergeklesebilecek oksidatif hasarin yaniti olarak NRF2 ile birlikte
hareket eden ve apoptoz diizenleyicisi olarak islev goren Oxidative Stress-Induced Growth
Inhibitor 1 (OSGIN1) geninin ekspresyon seviyesi ile melatoninin bu gene mRNA
diizeyindeki etkisi incelenmistir. Ayrica oosit sagligindan sorumlu Bone Morphogenetic
Protein (BMP15) geninin, ovulasyon, folikiil gelisimi ve inflamasyondan sorumlu
Progesterone Receptor (PGR) geninin ve oosit gelisimi ile ovulasyonda rol alan Epiregulin
(EREG) genlerinin ekspresyon seviyelerinin siiperovulasyon ve melatonin tedavisiyle nasil

PO

degistigi degerlendirilmistir.

Bununla birlikte, proinflamatuar yanitin 6nemli bir diizenleyicisi olan Tumor
Necrosis Factor-Alpha (TNF-a) ve inflamatuar sitokin olan Interleukin 1 Beta (IL-1p)
genlerinin ekspresyon seviyeleri siiperovulasyon ve melatonin uygulamalarinin inflamasyon
mekanizmasina etkileri incelenmistir. Ovulasyon, luteinizasyon ve inflamasyonda gorev
alan Cyclooxygenase 2 (COX-2) geninin ve folikiilogenezde rol alan hiicre 6limiinii
engelleyen B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) genlerinin ekspresyon seviyeleri de siiperovulasyonla
birlikte uygulanan melatoninin bu genlere etkisi arastirilmistir. Bu ¢aligmada,

stiperovulasyonun ovaryumda neden olabilecegi oksidatif stres ve inflamasyon durumunda



melatoninin ovaryum sagligi ve folikiilogenez iizerinde potansiyel koruyucu roli molekiiler

diizeyde incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ovaryum

Ovaryum memelilerde Ostrus dongiisii, hormon salinimi, oosit olgunlasmasi ve
folikiiler gelisimden sorumlu cesitli sinyal molekiillerine sahip olan {ireme organidir
(Adhikari ve Liu 2009). Ovaryumlar laboratuvar ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan rat
ve farelerde bobregin gerisinde bir ¢ift olarak bulunur. Yogun fibroz doku igeren
ovaryumlarin rengi beyaz olup eriskin ratlarda boyutu yaklasik 0,5x0,3 cm biiyiikliiglindedir
(Alagam ve ark. 2007). Ovaryum korteks, subkortikal medulla ve hilum olmak tizere {i¢
kisimdan olusur. Ovaryum korteksi, yiizey epiteli ve stromal doku olarak 2 boliime
ayrilmistir. Korteks ovaryumun periferik bolgesinde bulunur ve medullayr cevreler
(Meserve ve Crum 2018). Korteksin bag dokusunda yer alan diiz kas lifleri ise folikiilii
cevreler (Ross ve Pawlina 2006). Memelilerde ovaryum fonksiyonunu ovaryum folikdilleri
gerceklestirir (Luderer 2014). Folikiil gelisimi folikiilogenez olarak adlandirilmaktadir.
Folikiilogenez, primordiyal folikiillerin gelisimi ile baslar ve ovulasyon ya da atrezi
nedeniyle apoptozun gelismesiyle sona erer (Williams ve Erickson 2012). Ovulasyon sonrasi
meydana gelen graniilasyon sonucunda, folikiilleri ¢evreleyen bu doku hormon tiretimi de
yapmaktadir (Ross ve Pawlina 2006, Mescher 2013). Korteksin i¢cinde bulunan medulla
biiyilik kan damarlart ile sinirlerden olusur (Williams ve Erickson 2012). Medulla kan ve lenf
damarlarin1 hilum girisinden itibaren destekleyen sinirlerin bag dokusunu igermektedir
(Ross ve Pawlina 2006). Hilum, ovaryum hiicrelerini ve Leyding hiicrelerini igerir (Williams
ve Erickson 2015). Bununla birlikte hilum mezovaryum genislemesi ve tromboze damarlari
da igermektedir (Muller ve Uys 1957). Hilum, ovaryumun mezovaryuma baglanmasinda

gorev almaktadir (Speroff ve Fritz 2005).

Oosit gelisimi fetal yasta baslar. Fetal yasta gelisen germ hiicreleri oogonia olarak
adlandirilir. Ovaryumdaki epitel hiicreler ise farklilasarak folikiilleri olusturur. Her
oogonium bir primordial folikiil iginde gelisimini tamamlar (Ovalle ve Nahirney 2020).
Folikiil, graniiloza tabakas1 ve teka hiicreleri ile ¢evrili olup sivi dolu i¢ antrumdan olusur

(Strauss ve Williams 2019).

Fetal donemden pubertas donemine kadar ovaryum dokusu hari¢ diger tiim dokular

biiyiimeye bagli olarak gelisirler (Beckman ve Feuston 2003). Oositler, puberte sonrasinda



ilk iireme yasina kadar Mayoz-I’in Profaz asamasinda kalmaktadir (Rimon-Dahari ve ark.
2016). Ovaryum, pubertas doneminde bir dizi hormon uyarisina bagli olarak gelisim gosterir
(Beckman ve Feuston 2003). Bu hormon, HPO ekseninin ana diizenleyicisidir.
Hipotalamusun preoptik ve arkuat cekirdeginin ndronlar1 tarafindan hipofiz portal
sisteminde iiretilen GnRH disilerde folikiil gelisiminde anahtar rol oynar. GnRH, hipofizde
FSH ve LH salgilanmasin1 ve ardindan ovaryum tarafindan ostradiol ve progesteron
salgilanmasini uyarir (Kalantaridou ve ark. 2004). Uretilen bu hormonlar ovulasyonun
durumuna bagli olarak hipotalamustan salgilanan GnRH ve 6n hipofizden salinan LH ile

FSH iiretimi i¢in pozitif/negatif feedback yaparlar (Sekil 1).



Hipotalamus §& - \\ Pineal bez

O

Hipofiz bezi

®O

Progesteron Ostrojen

Sekil 1. Hipotalamik- hipofiz gonadal dongiisii (Popat ve ark. 2008)

Pubertasa ulasan disilerin hipotalamusundan GnRH salinimi gergeklesir (Terasawa
2022). Gonadotropin salgisinin uyarimiyla da hipofiz bezinden FSH sekrete edilir. FSH
salinimu ile birlikte birinci mayoz boliinmenin profaz asamasinda kalan oositler gelismeye
devam eder. Bu dongii ratlarda 4-5 giinde bir meydana gelir (Westwood 2008). Fare ve rat
gibi laboratuvar hayvanlarinda iireme sistemi ve bu sistemi kontrol eden mekanizmalar
ciftlik hayvanlari ile benzer olsa da ovulasyon dongiisii ¢ok daha kisadir (Westwood 2008,
Ajayi ve Akhigbe 2020, Espey 1994).



Oosit gelisiminde etkili olan GnRH, FSH ve LH hormonlar1 eksojen olarak
verildiginde oosit havuzunu olusturan primordial folikiiller uyarilarak birden fazla oositin
biiyiimesi ve gelismesi tetiklenir (Li ve Chian 2017). Bu hormonlarin salinimu ile folikiiller
gelisim tetiklenerek sirasiyla primordiyal/primer, sekonder ve graaf folikiil halini alir (Zhang

ve ark. 2023).

2.1.1. Ovaryum Folikiillerinin Gelisimi
2.1.1.1. Primordiyal Folikiil

Ovaryumda ortaya cikan ilk kiiciik folikiillere primordiyal folikiil adi verilir.
Primordiyal folikiiller pre-groniiloza hiicreler ve tek katli somatik hiicre ile ¢evrelenen
oositten olugsmaktadir (Adhikari ve Liu 2009). Primordiyal folikiillerin gelisimi pre-
graniiloza hiicrelerinden ve oositten salgilanan biiylime sinyalleri, biiyiime faktorleri ve stres
gibi kosullar tarafindan tetiklenmektedir (Bian ve ark. 2021). Primordiyal hiicreler aktive
olduktan sonra pre-graniiloza hiicreler 6nce kama sekline ardindan kiibiodal ve son olarak
graniiloza hiicrelere doniisiirler (Kallen ve ark. 2018). Primordiyal hiicrelerin graniiloza
hiicrelerle ¢evrelenmesiyle de primer folikiil olusur. Primer oositler gonadotropin bagiml
biiyiimeye baglar ve folikiili ¢evreleyen graniiloza hiicrelerinden folikiil gelisimini
tetikleyen sitokin liretimi gerceklesir (Li ve Chian 2017). Bu sitokinlere cevap olarak
bliyliyen primordiyal folikiiller sekil degistirir ve oositi saran graniiloza hiicreler geliserek
primer oositi meydana getirir. Bu gelisme sirasinda graniiloza hiicrelerin arasinda kalin bir
glikoprotein tabakasi olusur. Bu tabakaya zona pellicuda denir (Wassarman 2008). Zona
pellucida oogenez, fertilizasyon ve pre-implantasyon gelisimini destekler (Hakim ve ark.
2021).

Graniiloza hiicrelerin ¢evrelenmesi ile olusan saglikli primer oositlerde aktivin ve
Follicle Stimulating Hormone Receptor 1 (FSHR1) ve Follicle Stimulating Hormone
Receptor 2 (FSHR2) ekspresyonu gergeklesir. Aktivinler, graniiloza hiicrelerin hayatta
kalmasii ve hiicre ¢ogalmasimi destekler ve FSH reseptorlerinin fonksiyonunu korumada
gorev alirlar. FSH reseptorleri ise graniiloza hiicrelerin farklilagsmasini, ¢ogalmasini
desteklemede pozitif uyaran olarak gorev goriirler (Knight ve Glister 2001). Hipofizden

salgilanan FSH dolasimla ovaryuma tasinir ve burada spesifik reseptorleri olan FSHR’lere



baglanarak folikiil gelisimini uyarir (Shi ve ark. 2009). Primordiyal hiicreler FSH uyarisinin
ardindan geliserek sekonder folikiil halini alir (Arroyo ve ark. 2020).

2.1.1.2. Sekonder Folikiil

Primer folikiil etrafindaki graniiloza hiicre tabakasi genisleyerek iki veya daha fazla
katmana ulasir. Graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasiyla sekonder folikiil olusur. Graniiloza
hiicrelerin en dis katmaninda bir bazal membran ve somatik hiicre katmani1 bulunur. Bu
hiicrelere teka hiicreleri adi verilir ve bu hiicreler folikiilii ¢evreler. Teka hiicreleri teka
interna ve teka eksterna olmak iizere ikiye ayrilir. Graniiloza hiicreleri saran teka eksterna
Ostrojen liretimi i¢in androjen kaynagi olarak islev goriir. Folikiil gelismeye devam ettikce
folikiil i¢cinde bulunan teka internalar vaskiilarize olurken graniiloza hiicreleri avaskiilere
kalir. Bununla birlikte bu hiicreler graniiloza ve teka hiicrelerinin c¢ogalmasini ve
farklilasmasini kontrol ederek folikiiler biiyiime hizinin diizenlenmesinde rol oynarlar
(Rimon-Dabhari ve ark. 2016).

Teka eksterna otonom sinirler tarafindan innerve edilen diiz kaslardan olusur
(Erickson ve Shimasaki 2000). Teka interna ve teka eksterna biiyiik epiteloid hiicrelerden
olusmaktadir. Aktif olarak steroid iireten hiicrelerin yapisal oOzelliklerine sahiptir.
Sitoplazmalarinda lipid damlaciklari, diiz endoplazmik retikulum ve mitokondri bulunur
(Erickson ve ark. 1985). Teka interna hiicreleri LH ve insiilin reseptorlerine sahiptir. LH ve
insiiline yanit olarak androstenedion olmak {izere yiiksek diizeyde androjen iiretimi yaparlar
(Erickson 1993, Arroyo ve ark. 2020). Teka interna, folikiil biiylimesi sirasinda antral
folikiili ¢evreleyerek kilcal ag yardimiyla vaskiilarizasyonda etkili rol oynar (Williams ve
Erickson 2015).

Oosit biiylimesinde uyarict gorev goren androstenodin hormonu teka hiicrelerinde
sentezlendikten sonra graniiloza hiicrelere gelir ve bir takim enzimatik reaksiyon (Aromataz
enzimi ile 6stron ardindan 17B- hidroksisteroid dehidrogenaz 1 enzimi ile dstrojen olusumu
gerceklesir) sonucunda son iiriin olan dstradiole ¢evrilir (Hillier ve ark. 1994, Gervasio ve
ark. 2014). Kanda 6strojen miktarinin artmast ise hipofiz bezinden LH saliniminin artmasina
neden olur (Diaz ve ark. 2007).

10



Folikiil biiytidiikge folikiil icindeki s1v1 da artmaya baslar ve oosit biiylimesi devam
eder. Dominant folikiiliin gelistigi ve folikiil gelisimin son evresi olan graaf/tersiyer folikiil

olusumu gergeklesir (Alagam ve ark. 2007).

2.1.1.3. Graaf/Tersiyer Folikiil

Graaf/tersiyer folikiil, folikiiler biliylimenin son agamasidir. Sekonder folikiilii
olusturan graniiloza hiicreleri biiyiik miktarda interstisyel s1v1 tiretir. Bu s1v1 iginde biiylimiis,
olgun oositlerin bulundugu bir antrum olusur (Williams ve Erickson 2015). Graniiloza
hiicreleri ile teka hiicrelerinin ¢ogalmasi, tekal vaskiilorizasyonun artmasi ve oositin
biiylimesi sonucunda graaf folikiil olugur (Cheon 2012). Bu asamada yaklagik 2 milyon
somatik hiicre, mural graniiloza hiicre ve kiimiiliis hiicre oositi ¢evreler. Teka interna ve
eksternada LH reseptorleri hiicre yilizeyinde yerlerini alirlar (Arroyo ve ark. 2020).
Dolagimdan gelen LH buradaki LH reseptoriine baglanarak folikiiliin luteinize olmasinda ve
korpus luteumun olusmasinda merkezi rol oynar (Aguirre ve ark. 2000, Cheon 2012).
Ovulasyonun gergeklesmesi durumunda graaf/tersiyer folikiil luteinizasyona ugrar ve bu
folikiil i¢indeki oosit serbest kalir. Ovulasyon sonucu folikiil yerinde luteinizasyon devam
eder ve burada sekillenen bu yap1 korpus luteum olarak adlandirilir. Bu yapidan progesteron
ve Ostrojen hormonlar1 salmir. Saliman bu hormonlar hipofizden salmman GnRH
sekresyonunu negatif feedback ile baskilar. Gebelik gergeklesirse korpus luteumdan bu
hormonlarin salinimi devam eder (Hall 2019). Gebelik gergeklesmez ise bu kez uterustan

Prostaglandin F2a salinir ve korpus luteum lize olur (Alagam ve ark. 2007, Hall 2019).

Folikiiler gelisim oosit olgunlagsmasi ve basarili bir ovulasyon olusumu igin Kritik
Ooneme sahiptir. Disilerde mayoz boliinme sirasinda hem dis hem de i¢ faktorler oosit
gelisimini etkileyebilmektedir (Liu ve ark. 2022). Yapilan bu ¢alismada senkronizasyon, in
vitro fertilizasyon gibi bircok alanda yardimci iireme teknolojisi olarak kullanilan
stiperovulasyon uygulamasinin ovaryumda oosit kalitesine olan etkileri molekiiler diizeyde
arastirtlmis, siiperovulasyon ile meydana gelebilecek oksidatif stresi 6nlemek amaciyla
farkli dozlarda uygulanan melatoninin ovaryumu koruyucu etkisi molekiiler ve

biyokimyasal diizeylerde incelenmistir.
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2.2. Ostrus Siklusu (Dongiisii)

Ik olarak Heape tarafindan kullanilan 6strus terimi Yunanca’da "cinsel mevsim",
"cilginlik", "sokma" veya "delilik" anlamina gelen "oistros" kelimesinin Latince uyarlamasi
olarak giintimiize kadar gelmistir (Heape 1900, Marcondes ve ark. 2002). Heape Ostrus
dongiisiinii giintimiizde de gegerli olan prodstrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus olmak {izere

4 farkli asamada incelemistir (Heape 1900).

Proostrus, memelilerde bazi farkliliklarla karakterize olmakla birlikte kizginliga
gecis icin hazirlik asamasidir. Ostrus, memelilerde ovulasyon &ncesi meydana gelen ve
disinin ¢iftlesmeyi kabul ettigi doénemdir. Ostrus kizginlik dénemi olarak da
adlandiriimaktadir (Crowe 2022). Metéstrus, korpus luteumun sekillendigi fonksiyonlarinin
yeni bagladigi donemdir. Diostrus, korpus luteumun fonksiyon gosterdigi ve aktif
progesteron sentezledigi donemdir. Anostrus ise ovaryumun inaktif oldugu, ovulasyonun

gerceklesmedigi seksiiel dinlenme evresidir (McLean ve ark. 2012).

Ostrus dongiisii, iireme déngiisiinii ifade etmektedir. Rodentlerde strus dongiisii
ciftlik hayvanlarinin iireme dongiisiine benzemektedir (Hafez ve Hafez 2013, Auta ve
Hassan 2016) (Tablo 1). Disi ratlarda pubertasa yaklasmadan 6nce yani dogumdan sonraki
4. haftadan sonra pulsatil LH salinimi ger¢eklesmektedir (Ekambaram ve ark. 2017). Bu
durum prepubertal evrede sekillenmektedir ve prodstrustan yaklasik 8-9 giin dncesine kadar
devam etmektedir (Foitzik ve ark. 2000). Pubertastan sonra sirasiyla prodstrus, Ostrus,
metostrus ve diostrus evreleri sekillenmektedir. Ratlarda dogumdan sonraki ilk &strus 5-8
haftalik yasta olmasina ragmen ovulasyonun oldugu ostrus 10-11 haftalik yastadir.
Dolayisiyla ratlarin ilk ciftlesmesi 200-275 g agirliga ulastiklarinda gerceklesmektedir
(Alagam ve ark. 2007). Ratlarda gebelik 21-23 giin siirmektedir (Bamdad ve ark. 2017).

Tablo 1. Rat ve farelerde 6strus evrelerinin uzunluklar1 (Ajayi ve Akhigbe 2020)

Siire (saat)

Ostrus Déngiisii Rat Fare
Proostrus 14 <24

Ostrus 24-48 12-48
Metostrus 6-8 8-24
Diostrus 48-72 48-72
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Ratlarda proostrus fazi, dolasimdaki ostradiol konsantrasyonlarindaki artis ve
prolaktindeki dalgalanma ile iliskilidir. Kanda ilgili hormonlarda meydana gelen bu
degisimler LH ve FSH salinnminda artisa neden olur. Ostradiol seviyesindeki diisiis FSH
konsantrasyonundaki artisa neden olur. FSH miktarinin artmasi ovulasyon ve ostrus fazi ile

iliskilidir (Ekambaram ve ark. 2017, Heape 1900).

2.3. Vajinal Sitoloji

Vajinal sitoloji metodu vajinal hiicrelerin mikroskobik incelemesiyle yapilan dogru
ve giivenilir bir yontemdir. Bunlar, 16kositler, kornifiye epitel hiicreleri ve ¢ekirdekli epitel
hiicreleri igerir. Ostrus evresinin tahmini vajinal sitolojide tespit edilen hiicrelerin oranlarma

dayanir (Auta ve Hasan 2016).

Prodstrus fazi, biiyiiklikk ve goriinlimii benzer olan ¢ok sayida yuvarlak ¢ekirdekli
hiicre ile karakterizedir. Bu fazda hiicreler kiimeler halinde veya ayr1 ayr1 goriiniirler. Ayrica
birka¢ ¢ekirdeksiz kornifiye epitel hiicresi de bulunur. Erken prodstrusta 1okositler de
goriilebilir. Ostrus fazi, bol miktarda ¢ekirdeksiz kornifiye epitel hiicreleri igermektedir.
Sitoplazma graniilerdir ve hiicrelerin sekli diizensizdir. Ayrica ¢cok sayida bakteri ve nadiren
cekirdekli epitel hiicreleri de gdzlenebilmektedir. Metostrusta ¢ok sayida 16kosit ve az sayida
biiyiik, graniiler olmayan ve cekirdeksiz kornifiye epitel hiicreleri goriilmektedir. Bazi
cekirdekli epitel hiicreler ge¢ metostrusta da mevcut olabilir. Didstrus da belirgin
polimorfoniikleer 16kositler ve birkag epitelyal ve kornifiye hiicre bulunur. Lokositler,
hiicresel kalintilar1 ortadan kaldiran baskin hiicre tipi olarak gorev alir (Auta ve Hassan 2016,
Barret ve ark. 2009, McLean ve ark. 2012).

Ratlarda 6strus donemini belirlemek ic¢in cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemler arasinda gorsel degerlendirme, vajinal sitoloji, lireme organlarinin histolojik
incelenmesi, vajinal duvar empedansi ve idrar biyokimyasi yer almaktadir (Ajayi ve
Akhigbe 2020). Bunlardan vaginal sitoloji yontemi invaziv bir yontem olmamasi ve pratik
olarak uygulanabilir olmasi sebebi ile bu ¢alismada Ostrus donemini belirlemek i¢in tercih

edilmistir.
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2.4. Siiperovulasyon

Stiperovulasyon terimi ilk olarak 1927 yilinda ortaya atilmistir (Smith ve Engle
1927). Siiperovulasyon, ovulasyon sirasinda ovaryumdan salinan ve dollenmeye hazir olan
oosit sayisini artirma yontemidir (Agca ve ark. 2013, Taheri ve ark. 2021). Bu uygulama,
birden fazla folikiiliin preovulasyon agamasina alinmasini ve gelisimini tesvik etmek i¢in bir
takim hormon uygulamalarindan olugmaktadir (Wilson 2010). Siiperovulasyondaki amag
herhangi bir dominant folikiilii ortadan kaldirmak ve bir déngiideki ovulasyona hazir oosit
sayisini artirmaktir. Normal ovulasyon siirecinde baskin olan tek bir folikiil siiperovulasyon
ile ortadan kaldirilir ve folikiil uyarict gonadotropinler kullanilarak sekonder/tersiyer
folikiillerin gelisimi tesvik edilir. Siiperovulasyon ile ilgili protokoller son 40-50 yilda
onemli 6l¢lide degismistir. Giiniimiizde bu uygulama in vitro fertilizasyon, infertilite ve oosit
dondurma gibi bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Agca ve ark. 2013, Lonergan
ve Sanchez 2022).

Siiperovulasyon uygulamasinda kullanilan ilk gonadotropin preparatlarindan olan
human menopausal gonadotrophin (hMG) menapoz sonrasi kadinlarin idrarlarindan elde
edilmistir (Howles 2000, Abreu ve Kaiser 2022). FSH’nin folikiiler biiylime ve
olgunlagsmada anahtar rol oynamasiin anlasilmasiyla da bu hormonun yiiksek oranda
saflastirilmasi i¢in ¢aligmalar yapilmistir. Ancak yapilan ¢aligmalarda oosit olgunlagmasinin
basarili bir ovulasyon i¢in yeterli olmadigi ve bunun i¢in LH hormonunun da gerekli oldugu
anlasilmistir. 1970’lerde hipofiz ekstrakti ve prostaglandinler ticari olarak tiretilirken, 1980
ve 1990’larda kismen saflastirilmis hipofiz ekstraktlar1 ve progesteron salgilayan modern

protokoller gelistirilmistir (Lonergan ve Sanchez 2022).

Normal bir folikiil gelisim siireci GnRH, FSH ve LH hormonlarmin
koordinasyonlariyla yapilirken, sliperovulasyon eksojen gonadotropinlerin uygulanmasiyla
yapilmaktadir. Giiniimiizde laboratuvar hayvanlarinda siiperovulasyon i¢in hCG ve PMSG
enjeksiyonlar1 48 saat arayla yapilmaktadir. PMSG, FSH benzeri etki gosterirken hCG, LH
benzeri etki gostermektedir (Kumari 2023). Ancak korpus luteumdan salgilanan
progesteronun PMSG’yi inhibe etme 6zelligi bulundugu igin tekrar eden siiperovulasyon
uygulamalarinda Ostrus sonlanmadan kullanimi zordur. Bu nedenle siiperovulasyon

uygulamasina baglanmadan 6nce korpus luteumun uzaklagmasi 6nemlidir (Nie ve ark.
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2018). Bununla birlikte bu gonadotropin preparatlarinin saflastirilmasinda rekombinant
DNA teknolojileri kullanilmaktadir (Howles 2000).

Stiperovulasyon prosediirleri in vitro fertilizasyon, embriyo transferi, yiiksek verimli
hayvanlardan daha fazla oosit elde edilmesi, hayvan islahi siirecini hizlandirilmas: ve
genetik cesitliligin arttiritlmasi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Gordon 2003, Bo
ve Mapletoft, 2014, Lonergan ve Fair 2016). Siiperovulasyon her ne kadar giivenli kabul
edilse de yapilan ¢alismalarda bu uygulamanin bazi sinirlandirmalarinin ve zararh etkilerinin
oldugu bildirilmistir (Zhao ve ark. 2022, Feng ve ark. 2023). Yapilan calismalarda
stiperovulasyonun, kiimiiliis hiicrelerinde mitokondriyal fonksiyonu olumsuz etkiledigi,
apoptoz ve mitokondriyal hasar1 indiikledigi, embriyo gelisiminde histon modifikasyonlarini
degistirerek ovaryum fonksiyonunu azalttifi, oosit ve embriyo kalitesini diisiirdiigii,
embriyonel gelisimi geciktirdigi tespit edilmistir (Tang ve ark. 2019, Nie ve ark. 2018).
Stiperovulasyon uygulamasinin ise rodent oositlerinde, sitoplazmik parcalanma, anormal
mitokondriyal dagilim ve ig iplik¢igi hasariimn sekillendigi bildirilmistir (Kalthur ve ark.
2016). Cesitli tireme sorunlarinda kullanilan stiperovulasyonun oositlerde oksidatif hasari
artirarak ovaryum ve oosit sagligini olumsuz etkileyebilecegi diistiniilmektedir (Karasahin
ve ark. 2021).

2.5. Ovulasyon ve Oksidatif Stres

Oksijenin biyolojik sistemlerde hem faydali hem de zararl etkileri vardir. Hiicre
icinde adenozin-5-trifosfat (ATP) iiretimi sirasinda oksijeninin elektron transferine dahil
olmasiyla reaktivite meydana gelmektedir. ROT ise reaktif oksijen tiirevi molekiillerin
(stiperoksit, hidroksil, peroksil ve hidroperoksil radikalleri gibi) olusturdugu grubu kapsayan
ortak bir terimdir (Averill-Bates 2023).

ROT ve ROT ara iiriinleri, normal hiicresel metabolizmanin yan iiriinleri olarak
tiretilir. Diisiik konsantrasyonlardaki ROT, fizyolojik fonksiyonlari yerine getirmek i¢in bir
sinyal molekiilii gorevi goriir (Mukhopadhyay ve ark. 2022). Disiik veya orta
konsantrasyonlarda ROT, hiicrede patojenlerin 6ldiiriilmesi, yara iyilesmesi, doku onarimi
ve ovaryumda folikiil luteinizasyonu gibi fizyolojik siire¢leri kolaylastirir (Bhattacharyya ve
ark. 2014, Mukhopadhyay ve ark. 2022, Agarwal ve ark. 2008). Ovaryumda ROT’un
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organizma i¢in faydali gérevleri bulunmaktadir. ROT, mayoz boliinme, folikiiler biiyiime,
oosit olgunlagmasi, ovulasyon, embriyo implantasyonu, embriyo gelisimi, korpus luteumun
luteinizisi ve luteinize graniiloza hiicrelerin oksidatif stres kaynakli apoptozisi gibi fizyolojik
olaylara da aracilik etmektedir (Wang ve ark. 2003, Agarwal ve ark. 2008, Kala ve ark. 2017,
von Mengden ve ark. 2020).

Ovulasyondan 6nce LH dalgalanmasi ovaryumdaki inflamatuar onciillerin seviyesini
arttirir. Bu durum ovaryumda ROT f{iretimini tetikler. Artan ROT, graniiloza hiicrelerde
apoptozu indiikler, bu da folikiil duvarinin yirtilmasina ve oositin serbest kalmasina yol agar.
Bu nedenle ovaryumdaki folikiiler yirtilmaya neden olan ROT, ovulasyon sinyali olarak
kabul edilir ( Pasqualotto ve ark. 2004, Shkolnik ve ark. 2011 ).

Fizyolojik bazi durumlar i¢in oksidanlar gerekli olsa da siliperoksit anyonu, nitrik
oksit (NO), hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve serbest radikaller gibi ROT'larin asir1
iiretimi organizmada patolojik durumlara neden olabilmektedir (Aydin ve ark. 2010, Aslan
ve ark. 2017). Hiicre iginde olusacak ROT konsantrasyonunu azaltmak igin siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
gibi hiicrenin dogal olarak gelistirdigi enzimatik savunma sistemleri bulunmaktadir
(Khansari ve ark. 2009). Bu enzimatik sistemlerin yaninda vitaminler ve enzimatik olmayan
antioksidan mekanizmalarda ROT un hiicre i¢indeki miktarmni azalmada gorev alirlar
(Sinbad ve ark. 2019, Mukhopadhyay ve ark. 2022). Hiicre i¢inde ROT miktari
antioksidanlarca kontrol edilmezse veya herhangi bir nedene bagli olarak ROT ile
antioksidanlar arasindaki denge bozulursa hiicrede ROT miktar1 artar. Bu durum da hiicrede

oksidatif stres olusumunu destekler (Halliwell ve Gutteridge 2015).

Oksidatif stres, lipit peroksidasyonuna, protein bozunmasina, DNA oksidasyonuna,
hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina ve normal hiicre fonksiyonlarinin zarar gérmesine neden
olan hiicre veya cevresel uyaranlardan tiiretilen yiiksek ROT seviyesi ile iliskilidir (Wang
ve ark. 2021). Hiicre i¢i yiiksek ROT konsantrasyonu sitotoksisiteye de neden olmaktadir.
Folikiil luteinizasyonu i¢in ihtiya¢ duyulan ROT miktar1 hiicrede antioksidan mekanizmalar
tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Bu denge antioksidan veya ROT seviyelerinin
herhangi biri yoniinden bozulursa ovaryumda folikiil gelisimini, ovulasyonu ve ovaryumu
olumsuz etkilemektedir (He ve ark. 2016). Yapilan bir ¢alismada antioksidan enzim olarak

bilinen glutatyon peroksidazin folikiiler sivida azalmasi disilerde sebebi agiklanamayan
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infertilite ile iliskilendirilmistir (Paszkowski ve ark. 1995). Yapilan diger ¢alismalarda ise
ovaryumda ROT miktarinin artmasi ve buna bagli olarak oksidatif stresin olugsmasi ile 0osit
ve ovaryum sagligini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Tamura ve ark. 2013, Tamura ve ark.
2020).

ROT belirli seviyelerde olmak kosuluyla ovaryumda basarili bir ovulasyon igin
gerekli olsa da siiperovulasyon durumunda ovaryumda artan ROT, oksidatif stresi
tetikleyerek oosit ve embriyo sagligini olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle ovaryumda
meydana gelen yiiksek oksidatif stres hem ovaryum hem de oosit sagligi i¢in tehlike arz
etmektedir. Son yillarda disi iireme sisteminde ROT ve oksidatif stresin roliinii arastiran
calismalara odaklanilmistir (Tamura ve ark. 2020, Wang ve ark. 2021). Yapilan bu

calismada da siiperovulasyon uygulamasi ve melatoninin ovaryuma etkileri aragtirilmistir.

2.6. Melatonin

Melatonin, melanaform-iliskili (melanophore-contracting) hormon olarak bilinir. Tlk
olarak kurbaga ve balik melanositleri iizerinde etkili cilt aydinlatict molekiil olarak
kesfedilmistir (Lerner ve ark. 1958, Hardeland ve ark. 2006). Daha sonra Lerner ve ark.
(1958) tarafindan sigir pineal bezden izole edilerek tanimlanmistir. Yapilan bazi
calismalarda melatoninin vitamin C, vitamin E, mannitol ve glutatyon gibi bilinen bir¢ok
antioksidandan daha gii¢lii bir potansiyele sahip oldugu ve dogrudan serbest radikal
temizleyicisi oldugu bildirilmistir (Mukhopadhyay ve ark. 2022, Reiter ve ark. 2023).
Bununla birlikte melatoninin tiim memelilerde bulundugu, epifiz bezi tarafindan ritmik
olarak salgilandigi, sirkadiyen ve mevsimsel ritimlerin diizenlenmesinde yer aldigi
belirlenmistir (Hardeland ve ark. 2006). Melatonin gastrointestinal sistem, deri, retina,
kemik iligi, lenfositler, folikiil hiicreleri, mitokondri, oositler ve sitotrofoblastlari igeren disi

tireme hiicrelerinde sentezlenmektedir (Mojaverrostami ve ark. 2019).

Memelilerde genelde serum melatonin konsantrasyonu giin boyunca diisiiktiir.
Ancak geceleri karanliga bagli olarak bu hormonun serumda konsantrasyonu artar. Bu
nedenle melatonin karanlik hormonu olarak da adlandirilir. Melatonin sentezi 151k ile kontrol
edilebilmektedir. Isikla kontrol edilen bu fotosensor bilgi, retinada baslar. Retinadan alinan

bilgi retinohipotalamik yolak yardimiyla Suprachiasmatic Nucleus (SCN)’a iletilir. SCN’ye
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gelen bilgi paraventrikiiler ¢ekirdege gecer. Ardindan omuriligin intermediolateral hiicre
cekirdegine gider ve burada sempatik sinir sisteminin gangligonik adrenerjik sinirlerini
uyarir. Uyarilan adrenejik sinirler superior servikal gangligonlarla etkilesime girer.
Gangligonlara gelen bu sempatik bilgi polinoral yolla epifiz bezine ulasir. Epifiz bezine
ulagmasiin ardindan pinealositte bulunan a-adrenerjik reseptorler aktive olur. Bu
reseptorlerin aktivasyonuyla adenilat siklaz aktivesi gerceklesir. Bu aktivasyon melatonin
sentezinde anahtar rol oynayan arilalkulamin N-asetiltransferaz aktivitesinin uyarilmasinda
gorev alan cAMP seviyesini ylikseltir. Yiikselen cAMP melatonin sentezini uyarir.
Melatonin biyosentezi ise amino asit L-triptofanin kan dolasimindan hipofiz bezine

alinmasiyla baglar (Tamura ve ark. 2013).

Melatonin 6n maddesi triptofandir (Tamura ve ark. 2020). Triptofan baslangigta 5-
hidroksitriptofana hidroksile edilir ve daha sonra serotonin olusumu igin dekarboksillenir.
Serotonin ya N-asetilserotonin olusturmak igin asetillenir ya da 5-metoksitriptamin
olusturmak {izere metillenir. Bu {irlinler son olarak melatonin sentezi icin sirasiyla
metillenme ve asetillenme gegirirler (Cipolla-Neto ve ark. 2022). Son iiriin olarak melatonin
sentezi gerceklesir. Sentezlendikten sonra melatonin dogrudan beyin omurilik sivisina ve
ticlincli ventrikiil ile kana gecer. Bdylelikle ¢ok kisa siirede tiim viicut dokularina ulagir

(Gelen ve ark. 2022) (Sekil 2).
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Sekil 2. Melatonin sentezi (Masters ve ark. 2014)

Melatonin amfilik 6zellikte olup hem suda hem de yagda ¢6ziiniir. Bu sayede hiicre
zarindan kolayca ge¢cmektedir (Acuna-Castroviejo ve ark. 2018). Bu nedenle hiicrede
sitozol, mitokondri ve hiicre ¢ekirdeginde goriinebilmektedir. Melatoninin hiicre igine
reseptor bagimli girisi melatonin reseptorleri (MT) tarafindan gergeklesmektedir (Pal ve ark.
2022). Melatoninin MT1, MT2 ve MT3 olmak iizere 3 tane reseptorii bulunmaktadir. Ancak
memelilerde MT1 ve MT2 olmak iizere 2 melatoninin reseptorii bulunmaktadir (Kim ve ark.
2019).

Melatoninin ovaryum folikiillerine girisi genellikle reseptor bagimli olmaktadir.
Guaninin niikleotid baglayici protein (G-protein)- bagli reseptorlerin siiper ailesini olusturan
melatonin reseptorleri melatoninin baglanmasiyla aktif olmaktadir. Melatonin igin bilinen
zara bagli reseptor olan MT1 ovaryum graniiloza hiicrelerinde ve luteal hiicrelerde eksprese

olmaktadir (Pal ve ark. 2022). MT2 ise oosit olgunlagsmasi, embriyo gelisimi, 00sit ve
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embriyolarin antioksidan ile iligkili sinyal aktivasyonunda gorev almaktadir (Kim ve ark.
2020). Bu sinyal iletimi hedef hiicrelerde adenilat siklaz aktivitesini inhibe etmektedir. Bu
reseptorlerin aktivasyonu hedef hiicrede forskolin kaynakli siklik adenozin monofosfat
olusumunu inhibe ederek aktive olan protein kinaz A miktarini azaltmaktadir (Luchetti ve
ark. 2010, Tamura ve ark. 2013). Boylelikle ovaryum ve folikiillerde meydana gelen
oksidatif stresin azaltilmasini desteklemektedir (Tamura ve ark. 2013). Ek olarak melatonin
siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, tek oksijen, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve
peroksinitrit anyonunu ntr etme yetenegi dahil genis bir yelpazeye sahiptir (Reiter ve ark.
2003). Reseptor bagimsiz olarak melatonin reaktif ve toksik olan hidroksil radikalini
detoksifiye etmektedir. Melatonin serbest radikalleri ortadan kaldirdiginda, siklik 3-
hidroksimelatonin, N1-asetil-N2-formil-5-metoksikinuramin ve N1-asetil-5-
metoksikinuramin gibi metabolitlere doniisiir. Melatonin gibi bu metabolitlerinde giiglii
antioksidan etkileri vardir. Melatonin hem siiperoksit dismutaz (SOD), GPx gibi antioksidan
enzimlerin aktivitelerini hem de bu enzimlerin mRNA ekspresyonunu artirmaktadir
(Moniruzzaman ve ark. 2018). Boylelikle de hiicrelerde meydana gelen ROT miktarini

diisiirerek oksidatif stresi azaltmaktadir (Gurunathan ve ark. 2020).

2.7. Ovaryum ve Melatonin

Melatoninin, germ hiicrelerinde oksidan stresin azalmasi, ovaryum yaslanmasinin
gecikmesi, oosit olgunlasmasini tesvik etme ve embriyo gelisimini destekleme gibi lireme
sisteminde birgok olumlu etkisi bulunmaktadir (Jiang ve ark. 2021). Bununla birlikte
melatonin graniiloza hiicrelerde oksidatif stres ile indiiklenen DNA hasar1, mitokondriyal
disfonksiyon, lipid peroksidasyonu ve apoptoz olusmasini engellemektedir. Ek olarak
melatonin ovaryum hiicrelerinde, niikleus, mitokondri ve plazma membrani gibi hiicre
bilesenlerini serbest radikallere karsi korumaktadir. Ovaryum hiicrelerinde melatonin ile
ROT miktar1 arasindaki denge oosit olgunlagmasi, mitoz ve graniiloza hiicrelerdeki
luteinizasyon i¢in kritiktir (Tamura ve ark. 2020). Bu nedenle melatonin ovaryum sagligini
koruyucu etkileri olan gii¢lii bir serbest radikal temizleyici olarak da bilinmektedir (Basini
ve Grasselli ve ark. 2024) (Sekil 3).
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Sekil 3.Ovaryum folikiiliinde melatoninin varsayilan etkileri (Tamura ve ark. 2020)

Melatonin folikiiler sivida yiiksek miktarda bulunmaktadir ve konsantrasyonu folikiil
biiylimesiyle orantili olarak artis gostermektedir (Reiter ark. 2014, Mojaverrostami ve ark.
2019). Folikiillerdeki melatonin miktar1 serum melatonin miktarina kiyasla 10 kat daha
fazladir. Folikiil biiylidiik¢e folikiil i¢cine daha fazla melatonin alinmaktadir (Gelen ve ark.
2022). Melatoninin folikiil igine alinmasi ve folikiil igindeki konsantrasyonunun fazla
olmasinin fizyolojik 6nemi uzun siiredir belirsizligini korumaktadir. Ovulasyon sirasinda
inflamatuar sitokinlerin uyarimiyla folikiilde tiretilen ROT’ a kars1 oositlerin ve graniiloza
hiicrelerin sagligini1 korumada etkili rol alan melatoninin tiretimi bu hiicrelerde az miktarda
olsa da yapilmaktadir. Ayrica dolasimdan gelen melatonin, spesifik reseptorleri yardimiyla
da hiicre i¢ine alinmaktadir. Disilerde melatonin iireme fizyolojisi tlizerindeki etkilerini
ovaryumda bulunan spesifik reseptorleri araciligiyla gergeklestirmektedir (Reiter ve ark.
2014, Reiter ve ark. 2014, Mojaverrostami ve ark. 2019).

Melatonin ovaryum fizyolojisini modiile ederek folikiilogenez, oosit olgunlagmasi ve
ovulasyonda etkili rol oynamaktadir. Ovaryumda melatonin spesifik reseptoriine baglanarak
dogrudan antioksidan aktivite gostermektedir (Takahashi ve Ogiwara 2021). Infertil
kadinlarla yapilan bir ¢alismada melatonin tedavisinden sonra folikiil i¢indeki melatonin
konsantrasyonunun arttig1 ve bu artisin da oksidatif stresi azalttig1 belirtilmistir (Tamura ve

ark. 2008). Ayn1 arastirmada folikiilde azalan oksidatif stresin de fertilizasyon ve gebelik
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oranlarint artirdigi bildirilmistir (Tamura ve ark. 2008). In vitro fertilizasyon sirasinda
hastalardan toplanan oositlerin folikiiler sivisinda yapilan bir calismada DNA hasar belirteci
olan 8-OHdG konsantrasyonu ile antioksidan enzim arasinda korelasyon oldugu gézlenmis,
melatonin ile 8-OHAG arasinda anlaml1 bir negatif korelasyon oldugu bildirilmistir (Tamura
ve ark. 2008). Melatonin alan hastalarda melatonin kullanmadiklar1 doneme kiyasla folikiiler
stvida bu hormonun anlamli olarak arttigi ve 8-OHdG konsantrasyonun da anlamli olarak
azaldig1 bildirilmistir (Tamura ve ark. 2008). Tanebe ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada
farelerin garaniiloza hiicrelerine H2O2 uygulamasi sonrasi bir gruba melatonin (100ug/mL)
uygulamasi1 yaparken diger gruba herhangi bir uygulama yapmamistir. Melatonin
uygulanmayan grupta DNA hasari, mitokondriyal disfonksiyon, lipid peroksidasyonu ve
apoptotik hiicre sayisinda artis oldugu belirlenirken melatonin uygulanan grupta belirtilen

parametrelerde anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir.

2.8. Gen Ekspresyonu

Gen ifadesi transkripsiyon, transkripsiyon faktorleri, epigenetik mekanizmalar ve
kromatin topolojisi tarafindan diizenlenen karmasik bir siirectir (Gan 2010, Montgomery ve
Dermitzakis 2011, Koch 2015). Gen ekspresyonundaki ilk adim DNA molekiiliiniin
transkripsiyon agsamasindan gegerek mesajci bir RNA iretilmesidir. Transkripsiyon sonrasi
mRNA’nin islenmesiyle (splaysing, cap takilmasi ve poliadenilasyon) olgun bir mesajci
RNA (mRNA) olusur. Ancak mRNA ekspresyonu transport, degradasyon, RNA baglayici
proteinler ve kodlanmayan RNA’lar tarafindan siirekli diizenlenmektedir (Buccitelli ve
Selbach 2020). Bunlarin disinda hiicre i¢inde veya ¢evresel uyaranlarla transkribe olan

mRNA’nin miktar1 degisiklik gdstermektedir.

Gen ifadesini belirlemek i¢in ¢ok sayida yontem gelistirilmistir (Tang ve ark. 2022).
Gen ekspresyon analizlerinde yaygin olarak tercih edilen gercek zamanli Kantitatif Revers
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR)’dur. RT-gPCR, hedef doku veya
hiicrelerden izole edilen RNA’nin ¢cDNA’ya doniistiiriilmesi ve gene spesifik primerler
kullanarak 1ilgili c¢cDNA’nin belirli segmentini amplifiye edilmesi asamalarindan
olusmaktadir. Hedef transkriptin belirli bir doku veya hiicre tipindeki baslangig
konsantrasyonu reaksiyonun {iistel fazi olarak hesaplanmaktadir (Wagner ve ark. 2013,

Wagner 2013). RT-gPCR yonteminde amplifikasyon sirasinda araya giren boya veya
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hidroliz bazl1 prob ile ilgili bdlgenin kopya sayis1 reaksiyon sirasinda goriintiilenir (Adams
2020). SYBR Green en yaygin kullanilan interlokasyon boyasidir ve yeni sentezlenen
DNA’nin hidrojen bagina baglanarak floresans bir sinyal yayar. qPCR reaksiyonu sirasinda
ne kadar fazla DNA iiretilirse o kadar fazla floresans sinyal tespit edilir. Ikinci ydntem ise
prob kullanimidir. Probun yapisinda DNA iplik¢igine baglanmasi ger¢eklesmedigi zaman
sinyal yaymayi Onleyen Forster Resonance Energy Transfer kismi bulunmaktadir. Bu
problar, gPCR primerlerinin down-stream bolgelerine baglanmak iizere tasarlanmis spesifik
dizilerdir. Bu tiir problar hedefe 6zgii oldugundan interlokasyon boyalarina kiyasla yiiksek
ozgiilliige sahiptir. Interlokasyon boyalar1 hedef spesifik degildir. Bu nedenle tespit edilen
sinyalin ger¢ekten hedef bolge olup olmadiginin kontroliinii yapmak i¢in erime egrisi analizi
yapilmaktadir. Ayrica reaksiyonda kullanilan primerin hedef spesifik olmasiyla da elde

edilen sonug¢ desteklenmektedir (Regier ve Frey 2010, Adams 2020).

RT-qPCR baglatma, listsel ve plato asamalarina sahip bir amplifikasyon egrisinden
olugsmaktadir. Bu egri niceligin temelini olusturur. Amplifikasyon basladiginda floresans
sinyal miktar1 diisiiktiir. Reaksiyon iistsel biiylime asamasina dogru ilerledik¢e floresans
sinyali taban ¢izgisinden yiiksek bir seviyeye ulasir. Buna esik seviyesi denir. RT-gPCR
konulan numunenin bu esik diizeyini gectigi nokta ise Ct (threshold cycle) veya Cq
(quantification cycle) degeri olarak kaydedildiginden esik diizeyi kantitasyon i¢in olduk¢a
onemlidir. Esik seviyesi listsel asamaya gore belirlenir boylece plato fazi ortamdaki reaktif
eksikliginden etkilenmez. Gen ekspresyonunda miktar belirlemede ikinci 6nemli faktor tim
orneklerde konsantrasyonunu stabil olarak koruyan referans gen kullanilmasidir. Referans
gen olarak GAPDH ve ACTB gibi genler yaygin olarak kullanilmaktadir (Swillens ve ark.
2004, Dalkiran 2017, Adams 2020).

Yapilan bu caligmada siiperovulasyon ve melatonin uygulamalar1 ile ovaryum

dokusunda mRNA diizeyinde aktivitesi arastirilan genlerle ilgili bilgi asagida verilmistir.

2.8.1. Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2 (NRF2)

NRF2, 1994 yilinda Moi ve arkadaslar tarafindan yapilan klonlama deneylerinde
kesfedilmistir (Moi ve ark. 1994). NRF2'nin kesfinden bu yana yapilan arastirmalar, bu

transkripsiyon faktoriiniin oksidatif strese yanit olarak gen ekspresyonunu diizenleyici etkisi
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oldugunu gostermektedir (Nguyen ve ark. 2009, Maher ve Yamamoto 2010). Yapilan in
vitro analizde detoksifikasyon enzimi NAD(P)H dehidrogenazin (quinone 1) (NQO1)
antioxidant response element (ARE) giidiimlii olarak diizenlenebildigi belirlenerek,
NRF2’nin antioksidan savunma sisteminin temelini olusturdugu ortaya konmustur
(Venugopal ve Jaiswal 1996). Ayni ¢alismada NRF2’nin asir1 ekspresyonuna bagli olarak
bu genin promotor bolgesinde ARE igeren genlerin de ekspresyonunu indiikledigi ve regiile
ettigi belirtilmistir. ARE dizileri, farkli detoksifikasyon enzimlerini kodlayan genlerin
promotér bolgelerinde de bulunmaktadir. Bu diziler hem yapisal hem de biyolojik

ozellikleriyle stres kosullarina yanit verebilmektedirler (Rushmore ve ark. 1991).

NRF2’nin roliinii arastiran ¢alismalarda, bu genin silindigi nakavt farelerle yapilan
in vitro deneylerde hem bazal seviyede hem de indiikleyici bir ajan varliginda ARE’ye bagl
genlerin ekspresyon seviyesinin nakavt farelerde dnemli miktarda azaldigi belirlenmistir. Bu
sonuclar NRF2’nin ARE genlerinin indiiklenebilir ifadesinden sorumlu oldugunu
dogrulamistir (Itoh ve ark. 1997, Chanas ve ark. 2002). Sonraki galismalarda NRF2'nin
oksidatif stres durumunda savunma mekanizmasi i¢in 6nemli oldugu ve NRF2 yolagi ile
spesifik hiicre tiplerinde farkli sekilde diizenlenebilecegini gdstermistir. Bu durum NRF2
aktivasyonunun sadece hiicre i¢inde oldugunu o6ne siiren ilk teorilerin tersidir. Ciinkii
oksidatif stres altinda her hiicrenin DNA’sinda bulunan ARE genlerinin ifadesi NRF2’nin
cekirdege gegisinin gergeklesmesiyle tetiklenmektedir. Dolayisiyla ARE genlerinin
ifadesinin kontrolii NRF2 tarafindan yapilmaktadir (Lee ve ark. 2010). Bu durum birgok
hiicre tipinde belirgin olsa da noronlar gibi bazi hiicrelerde NRF2 diizenlemesini destekleyen
¢ok az veri bulunmaktadir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda NRF2’nin ve bu transkripsiyon
faktoriinlin kontrolii altindaki diger ARE gilidiimlii genlerin NRF2 tarafindan nasil kontrol

edildigi molekiiler diizeyde tanimlanmistir (Brennan 2014).

NRF2, SOD, CAT, tioredoksin (Trx), peroksiredoksin (Prx), rediiktaz ve peroksidaz
gibi bircok antioksidan enzimin ekspresyonunu indiikleyen temel bir 16sin fermuar
transkripsiyon faktoriidiir. Viicutta meydana gelen oksidatif strese karsi savunma
saglamaktadir. Normal sartlarda sitoplazmada NRF2, KEAP1/CUL3/RBX1 E3-ubiquitin
kompleksini olusturan, Cullin 3 (Cul3), RING kutusu protein 1 (RBX1) ve E3-ubiquitin
ligaza baglanan Kelch Like ECH Iliskili Protein 1 (KEAP1) proteiniyle kompleks halde
bulunmaktadir (Tossetta ve Marzioni 2022). NRF2’nin aktive olabilmesi i¢in KEAPI’in

proteozomlarca hedeflenmesi gerekmektedir (Tossetta ve Marzioni 2022). Oksidatif
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uyaranlar altinda ROT’lar, sitoplazmada NRF2’yi inhibe eden KEAPI1’deki sistein
kalintilarina baglanir. Bu baglanma sonucunda KEAPI1’de konformasyonel degisiklik
meydana gelir ve KEAP1’in NRF2’yi inhibe etme 6zelligi ortadan kalkar. Serbest kalan
NRF2 aktif forma gecerek niikleusa girer ve transkripsiyon faktorii olarak ARE genlerin
ekspresyonunu indiikler (Baird ve Yamamoto 2020).

NRF2 proteini 605 amino asit icermektedir. NRF2’nin biyolojik aktivitelere katkida
bulundugu bilinmesinin yaninda bu proteinin bilinen yedi fonksiyonel alan: vardir (Itoh ve
ark. 1999). DNA baglama alani olarak da bilinen ilk tanimlanmis alan Nehl, NF-E2
transkripsiyon faktorleri ailesini karakterize eden CNC tipi bZIP bolgesini igerir. Bir bZIP
alaninin varligi, DNA baglayici proteinler arasinda yaygindir. NRF2 gibi transkripsiyonel
diizenleyicilerin, transkripsiyonu diizenlemek icin DNA baglanma bdlgelerinin (16sin
fermuari) dimerizasyonunun yani sira diziye 6zgii DNA baglanmasina izin vermektedir. Bu
bolge, NRF2 aracili gen diizenlenmesinde tanimlanan Maf transkripsiyon proteinleri
icindeki Maf tanima elemanlart (MARE) ile heterodimerize olabilecegi yerdir. NRF2'nin
CNC tipi bir bZIP transkripsiyon faktorii olarak karakterizasyonu solucanlar, bocekler,
baliklar, kuslar ve memeliler dahil olmak iizere bir¢ok tiirde korunan 43 amino asitlik bir

CNC alaninin varligiyla tanimlanir (Mohler ve ark.1991).

Neh2 alani, bu proteinin N-terminaline dogru konumlanmis bir negatif diizenleyici
alandir. Bu alan NRF2’ye spesifik olup proteini inhibe eden KEAP1'e baglanmaktadir. Neh6
alani, NRF2’nin baskilanmasindaki rolii dnemlidir ¢ilinkii KEAP1'den bagimsiz NRF2
bozulmasina aracilik eden ikinci bir negatif diizenleyici alan1 temsil etmektedir (Chowdhry
ve ark. 2012, Brennan 2014).

Neh3, Neh4 ve Neh5 alanlari, bu bolgelerin transkripsiyon bilesenleri ile etkilesime
girme kabiliyeti nedeniyle NRF2'nin transkripsiyonel diizenlemeyi gelistiren islem alanlari
olarak kabul edilmektedir. NRF2'nin karboksil terminalinde bulunan Neh3 alani, NRF2’nin
transkripsiyonel aktivasyonu icin gereklidir. NRF2'ye bagimli gen regiilasyonunu
indiiklemek i¢in transkripsiyonel bir ko-aktivator olarak islev gorebilen CHD6 (bir kromo-
ATPaz/helikaz DNA baglayici protein ailesi iiyesi) ile etkilesime girmektedir (Nioi ve ark.
2005).

Inflamatuar, oksidatif veya elektrofilik strese maruz kalindiginda, hiicresel redoks

dengesinin korunmasi i¢in birincil mekanizma NRF2 yolagidir (Nguyen ve ark. 2009).
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NRF2, hiicre stresorlerinin notralizasyonu ve uzaklastirilmasi ile ilgili hiicresel siireglerde
rol oynayan genlerin ekspresyonunu upregiile etmek igin gen transkripsiyonunu baslatir
(Itoh ve ark. 1997, Miao ve ark. 2005). Yapilan ¢alismalarda melatoninin NRF2 yolagiyla
oksidatif stresi onledigi ve NRF2 /ARE sinyal yolagimin diizenlenmesinde aktif rol aldig
gosterilmistir (Tripathi ve Jena 2010, Chen ve ark. 2017). Yapilan bu c¢alismada
stiperovulasyonun ve melatonin uygulamasinin ovaryumda hiicre savunma mekanizmasinin

birincil geni olan NRF2’nin gen ekspresyon diizeylerine olabilecek etkileri incelenmistir.

2.8.2. Oxidative stress-induced growth inhibitor 1 (OSGIN1)

Bone marrow stromal cell (BMSC)-derived growth inhibitor 1 (BDGL1), ovarium,
kidney ve liver protein 38 (OKL38) refere eden OSGIN1 insan ovaryum cDNA
kiitiiphanesinde gebe cDNA’s1 olarak tanimlanmistir (Huynh ve ark. 2001, Sukkar ve Harris
2017).

OSGIN1 ve izoformlarinin hiicre tipleri arasinda diferansiyel olarak diizenlenip
diizenlenmedigi veya transkripsiyon faktorlerinin OSGIN1 izoformlarin1 farkli sekilde
diizenleyip diizenlemedigi bilinmemektedir (Brennan ve ark. 2017). OSGIN1 isleviyle ilgili
cogu calisma 52 kDa izoformunun P53 kontrolii altinda gii¢lii bir apoptotik indiikleyici
olarak tanimlamasina ragmen (Ong ve ark. 2004, Wang ve ark. 2005), OSGIN1-61 kDa
izoformunun bu genin diger izoformundan daha giiglii sekilde apoptozu indiikledigi

belirtilmektedir (Brennan ve ark. 2017).

OSGIN1, oksidatif stres yanit1 ve tiimor baskilayic1 gen olarak tanimlanmaktadir
(Tsai ve ark. 2017). OSGIN1, tiimor baskilayict pS3'in transkripsiyonel bir hedefidir ve
mitokondriyal fonksiyonu diizenlemek i¢in dogrudan p53 ile etkilesime girer (Hu ve ark.
2012). Bununla birlikte OSGIN1 antioksidan ve sitoprotektif hiicresel yanitlart diizenleyen
NRF2 nin transkripsiyonel hedefi oldugunu belirten ¢aligmalar bulunmaktadir (Brennan ve
ark. 2017, Tonelli ve ark. 2018). Yapilan bir ¢alisma OSGINL1'i bir NRF2 transkripsiyonel
hedefi olarak tanimlasa da (Li ve ark. 2007), OSGIN1 arastirmalariin ¢ogu bu geni timor
baskilayic1 protein 53 (P53)'lin transkripsiyonel kontrolii altinda hiicre biiyiimesine,
farklilagsmasina ve Oliimiine aracilik etmede gorevli olarak tanimlamaktadir (Hu ve ark.
2012, Yan ve ark. 2014). OSGIN1 geni dokuya bagli olarak NRF2’nin hedef genleri arasina

da girebilmektedir. Bu gen hiicrelerde oksidatif stres miktarinin artmasi durumunda
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mitokondriden sitokrom ¢ salinimini kolaylasgtirmak igin p53 ile etkilesime girmektedir
(Khoi ve ark. 2022). Dolayisiyla oksidatif stres durumunda OSGIN1 geninin ekspresyonu
artarak apoptozu tetiklese de ovaryum dokusunda bu genin ekspresyon ve islevi hakkinda

yeterli calisma bulunmamaktadir.

Bu ¢aligmada siiperovulasyon ve melatonine bagli olarak oksidatif stres ve apoptozda

gorev alan OSGIN1 geninin ekspresyon diizeyi ovaryum dokusunda arastirilmstir.

2.8.3. Bone morphogenetic protein 15 (BMP15)

BMP15, ilk olarak 1998 yilinda fare oositlerinde, transforming growth factor-p
(TGF-P) siiperfamilyasinin yeni iiyesi olarak oosite 6zgii faktér seklinde tanimlanmistir
(Dube ve ark. 1998). TGF-B siiperfamilyasina mensup genler, transmembran serin/treonin
kinaz reseptorlerini aktive ederek gelisimin birgok yoniinii diizenlemektedirler (Di Pasquale
ve ark. 2004). Bu ailenin iiyesi olan Bone morphogenetic protein (BMP) ve Growth
differentiation factor (GDF) parakrin ve otokrin mekanizmalar tarafindan folikiilogenezin
diizenlenmesinde rol almaktadirlar (Sanfins ve ark. 2018). BMP15 geni spesifik olarak

oositlerde eksprese edilmekte olup iireme sistemi i¢in olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir
(Otsuka 2018).

BMP15 geni primordial folikiillerin oositlerinde ¢ok diisiik veya sifir ekspresyona
sahip olmasina ragmen gelisen folikiillerin tiim asamalarinda oositlerde ekspresyon seviyesi
oldukga yiiksektir (Belli ve Shimasaki 2018). Ovaryum folikiilii; dis tekal hiicre tabakasi, i¢
graniiloza hiicre tabakasi ve merkezi oosit olmak iizere ii¢ hiicre tipi icermektedir (Pangas
ve Matzuk 2004). Memeliler pubertasa ulastiginda, folikiil gelisimi ilkel asamadan birincil
biiylime agamasina dogru ilerlemektedir. Bu ilk adimda, graniiloza hiicreleri biiyliyen oosit
etrafinda ¢ogalmaktadir. Biiyliyen oositler, GDF/BMP benzeri proteinleri (GDF9, BMP15
ve BMP6) primer folikiilden sonraki tiim folikiiler asamada eksprese etmektedir (Dube ve
ark. 1998, Elvin ve ark. 2000). BMP15, graniiloza hiicrelerinin biiylimesini uyararak
folikiilogenezin birincil agsamasindan FSH bagimli asamaya ilerlemesini desteklemektedir
(Chang ve ark. 2002, Shimasaki ve ark. 2004, Bouali ve ark. 2016). Folikiilogenezin
ilerlemesinde biiyiik 6l¢iide rol oynayan BMP15, graniiloza hiicrelerin proliferasyonunun

giiclii bir uyaricisidir (Kehinde ve ark. 2016). Bu genin ekspresyonu, ovaryum fonksiyonu,
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gonadotropinler, FSH, LH, inhibinler, aktivinler ve Growth Differentiation Factor 9 (GDF9)
gibi lokal ovaryum faktdrlerinin birlesik bir uyarisiyla diizenlenmektedir (Kumar ve ark.
2017).

BMP15, ovaryum regiilasyonunda ve folikiillogenezde merkezi rol oynamaktadir
(Abir ve ark. 2014). Oosite spesifik olan BMP15 geni folikiilogenezin erken tespitinde
onemli rol oynamaktadir (Bouali ve ark. 2016). Birgok memeli tiiriinde de BMP15 geni
tireme i¢in aday gen olarak kullanilmaktadir (Yao ve ark. 2022). Memelilerde BMP15 geni,
graniiloza hiicre proliferasyonu, folikiil biiylimesi ve gelismesi, ratlarda folikiiler graniiloza
hiicrelerin  FSH bagimli diizenlenmesi, apoptozunu Onlemesi ve oosit gelisimini
desteklemede gorev almaktadir (Liu ve ark. 2021). Bu nedenle BMP15 geninde meydana
gelen bir mutasyon graniiloza hiicre biiylimesinin yavaglamasi, folikiilde {iretilen protein
sekresyonun azalmasi, baskin bir heterozigotluk ve infertilite ile sonuglanabilmektedir. Bu
gende meydana gelen bir veya daha fazla mutasyon infertilite ile iliskilendirilmektedir
(Otsuka ve ark. 2011, Laissue 2018, Liu ve ark. 2021, Otsuka 2018). Yapilan bu ¢alismada
siiperovulasyonun ovaryumda ve oositte meydana gelebilecek olumsuz etkilerini 6nlemek
amaciyla farkli dozlarda eksojen olarak verilen melatoninin ovaryum ve oosit sagligina

etkilerini belirmek i¢cin BMP15 geninin ekspresyon seviyesi incelenmistir.

2.8.4. Progesterone Receptor (PGR)

Progesteron ovaryumun biiyiimesi, gelismesi ve islevinin diizenlenmesinde anahtar
rol oynamaktadir. Progesteron, pregnenolondan tiiretilen 21 karbonlu steroid bir hormondur.
Bu hormon gebelikte, ovulasyonda ve meme bezi gelisiminin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (Kanabekova ve ark. 2022). Progesteronun ¢ekirdege girisi progesteron-PGR
kompleksinin olusumuyla gerceklesmektedir. Boylelikle de PGR hedef genlerin
ekspresyonunu diizenlemede gorev almaktadir (Kanabekova ve ark. 2022). Ovaryumda
reseptor aracili yolakla gen ekspresyonunu diizenleyen progesteron ovulasyon ve
luteinizasyon i¢in olduk¢a onemlidir (Gava ve ark. 2004). Progesteron reseptorii olmayan
fareler ile yapilan bir ¢caligmada, hayvanlara uygulanan hormon uygulamasina yanit olarak
bile ovulasyonun ve oosit gelisiminin gergceklesmemesi bunu agikga gostermistir (Lydon ve
ark. 1995).
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Graniiloza hiicrelerde PGR ekspresyonu LH dalgalanmasi, protein kinaz A
aktivasyonu ve bu genin promotériinde bulunan Spl1/Sp3 transkripsiyon faktorlerinin
modifikasyonuyla indiiklendigi bildirilmistir (Robker ve ark. 2009). G-proteinine bagli LH-
reseptoriiniin (LH-R) LH artisina yanit olarak mural graniiloza hiicrelerinde aktivasyonu,
adenilat siklazi uyarir. Bu durumda hiicre igi cAMP'"yi arttirir, boylece protein kinaz A aktive
olarak PGR geninin ekspresyonunu indiikler (Park ve Mayo 1991). LH artisina bagli olarak
bu genin ekspresyon seviyesinin artmasi luteinizasyon sirasinda folikiil i¢inde ROT ve
proinflamatuar sitokinlerin azalmasina yardimci olmaktadir. Ciinkii ovaryumda PGR
geninin ekspresyon seviyesinin artmasi NF-KB’yi inhibe eder. NF-KB’nin inhibe olmasi
folikiilde proinflamatuar gen ifadesinin ve ROT miktarinin azalmasinda olduk¢a énemlidir
(Park ve ark. 2020). Ek olarak bu genin ekspresyonunun artmasi luteinizasyonda etkili rol
alan LH sekresyonunu inhibe etmektedir (Park ve Mayo 1991).

PGR, ozellikle preoviilator folikiilden basarili oosit salinimi ig¢in gerekli olan
genlerin, transkripsiyonun da 6nemli bir diizenleyici olarak tanimlanmistir. PGR geninde
meydana gelen bir mutasyon infertilite ile iliskilendirilmektedir. HPO ekseninin tiim
asamalarinda ve Tlremenin diizenlenmesinde kritik roller oynayan niikleer reseptor
transkripsiyon faktoriit PGR'yi kodlamaktadir (Park ve ark. 2020). Ovaryumda PGR, spesifik
olarak preoviilator folikiillerin graniiloza hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Ratlarda, LH
artisina, hCG enjeksiyonuna veya oosit gelisimine yanit olarak hizli ancak gegici olarak
indiiklenmektedir. PGR’nin mRNA ve proteini hCG'den 4 saat sonra tespit edilebilmektedir.
Bu genin ifadesi hCG enjeksiyonundan 8 saat sonra zirve yapar, ancak hCG uygulamasindan
12 saat sonra saptanamamaktadir (Ismail ve ark. 2002, Park ve ark. 1991, Robker ve ark.
2000, Teilmann ve ark. 2006). Primatlarda, PGR proteini primordial ve primer folikiillerdeki
graniiloza hiicrelerine lokalize olurken, en yiiksek seviyeler LH dalgalanmasina yanit veren
folikiillerin luteinize edici graniiloza hiicrelerinde ve folikiillerin teka hiicrelerinde tespit
edilmistir (Akison ve Robker 2014). LH ve PGR geninin aktivasyonundan sorumlu
kinazlarin silindigi fare graniiloza hiicrelerine hCG uygulamasiyla da PGR geninin aktive
olmadig1 bildirilmistir (Fan ve ark. 2009). Hem insanlarda hem de ratlarda yapilan
progesteron reseptér antagonisti c¢alismalari ve nakavt fare calismalari, PGR'nin o0osit
salmimini ve ovulasyonu kontrol etmesi nedeniyle disi ovaryumunda kritik rolii oldugunu
gostermistir (Robker ve ark. 2009, Akison ve Robker 2012).
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Bu ¢alismada siiperovulasyon ve melatonine bagli olarak inflamasyon, ovulasyon ve
folikiilogenezde merkezi bir rol oynayan PGR geninin ekspresyon diizeyi ovaryum

dokusunda arastirilmistr.

2.8.5. B-Cell Lymphoma 2 (Bcl-2)

Apoptoz programlanmis hiicre Oliimii olarak tanimlanmaktadir. Apoptoz farkli
genetik ve epigenetik yolaklarla programlanmis bir biyolojik aktivitedir (Kerr ve ark. 1972,
Chung 2018). Molekiiler agidan apoptoz; ekstrinsik, intrinsik ve endoplazmik retikulum
(ER) stres kaynakli olmak iizere 3 sekilde gergeklesmektedir (Green ve Llambi 2015).
Granzim B yolagi gibi baska apoptotik yolaklar da bulunmustur (Martinvalet 2019). Ancak
apoptoz Bcl-2 ailesi proteinlerinin sinyalizasyonu sonucu ger¢eklesmektedir (Solano-
Galvez 2018). Hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegini ise anti-apoptik ile proapoptotik
iyelerin arasindaki denge belirlemektedir (Shamas-Din 2013). Bu etkilesim memelilerden
slirlingenlere kadar neredeyse tiim canlilarda korunmustur (Kvansakul ve Hinds 2015, Caria
ve ark. 2017). Apoptotik sinyal yolaklariin spesifik diizenleyici mekanizmalar1 bireyden
bireye farklilik gostermektedir. Anti-apoptotik genlerin ve proteinlerin kaybi pro-apoptotik
genlerin aktivitelerinin artmasina neden olmaktadir. Bu dengenin korunmasi ve apoptoz
diizenlemesinde bu genin arastirilmasinin temel nedeni apoptoz siirecinde oynadigi roldiir

(Banjara ve ark. 2020).

Intrinsik yolak, hiicre igi 6liim uyaranlarma yanit olarak Bcl-2 ailesinin ve bu aile
tiyelerinin membran etkilesimi ile diizenlenmektedir. Bcl-2 proteini gelisim, homeostaz,
otofaji ve bagisiklik sistemi dahil olmak {izere fizyolojik birgok siiregte rol oynamaktadir
(Banjara ve ark. 2020). Bcl-2 homoloji alanlarini igeren en az 16 iiyesi tanimlanmis olup bu
proteinler 3 ana gruba ayrilmistir. Birinci grup proteinler (apoptotik promotorler olarak islev
goren BIM ve BID gibi) BH3 proteinleri olarak adlandirilan ve Bcl-2 homology (BH) alani
igeren proteinlerdir. BH3 igeren proteinler bu yolakta gérev alan diger proteinlerden daha
once aktive olmaktadirlar. Bu nedenle bu proteinlere molekiiler nobetciler denmektedir.
BH3 alaninin varlig1 pro-apoptotik proteinlerin temel 6zelligi olup bu proteinlerin aktivitesi
icin gereklidir (Huang ve Strasser 2000, Kvansakul ve Hinds 2015). Ikinci grup ise BAX ve
BAK gibi 3 BH (BH1, BH2 ve BH3) alanmi igeren proteinlerdir ki bunlar pro-apoptotik
proteinlerden olusmaktadir. Son grup ise 4 tane BH alan1 igeren Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1 gibi
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anti-apoptotik proteinleri igermektedir. Bu proteinler pro-apoptotik proteinleri baskilayarak
hiicreyi apoptozdan koruyabilme 6zellikleri bulunmaktadir (Yuan ve ark. 2020). Bel-XL
ailesinin tiyesi olan Bcl-2 anti-apoptotik bir proteindir (Belka ve Budach 2002).

B-Cell Lymphoma 2 (Bcl-2), hiicre apoptozunu diizenleyen protein ailesinin bir
tiyesidir. Bcl-2 ailesi hem Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve HRK gibi pro-apoptotik
proteinlerde hem de Bcl-2, Bcl-XI, Bcl-W, Bfl-1 ve MCL-1 gibi anti-apoptotik
proteinlerinden olusmaktadir (Sengupta ve ark. 2017). Pro-apoptotik Bcl-2 {iyeleri apoptoz
destekleyicisi olarak c¢alisirlarken anti-apoptotik tiyeler sitokrom c¢’nin salimini engeller ve
apoptozu Onlemekle gorevlidirler. Bcl-2’nin intrinsik yolakta over-ekspresyonu ekstrinsik
yolakla gergeklesecek olan kontrollii apoptozu baskilar (Leibowitz ve Yu 2010). Bcl-2
proteini mitokondri zar1 iizerinde lokalize olmustur ve mitokondri hiicre zarmin
gecirgenliginin kontroliinii yapmaktadir (Tsujimoto 2003). Bcl-2 apoptotik hiicre dliimiinii,
hiicre i¢i oksidasyonlari 6nleyen 6nemli anti-apoptotik bir gendir (Timucin ve Basaga 2015).

Apoptozun ovaryum hiicrelerinde meydana geldigi ilk olarak 1885 yilinda
tavsanlarda yapilan ¢alismayla belirlenmistir. Yapilan bu calisma ile tavsan ovaryumunda
dogum sonrasi oosit dejenerasyonun ve saglikli olmayan oosit kaybmin apoptoz ile
gerceklestigi bildirilmistir (Flemming 1885). Bu calismadan sonra ovaryumda germ
hiicrelerin tiikenmesi, saglikl hiicrelerin hayatta kalimi, saglikli olmayan oositlerin kaybi ve
apoptoz mekanizmasi ile iligkili yolaklar aragtirma konusu olmustur (Kim ve Tilly 2004).
Aragtirmacilar, dogumda neden bu kadar oosit kaybinin oldugunu arastirirken komsu
somatik hiicrelerin gelisimi, yetersiz biiylime, hayatta kalma faktorlerinin eksikligi ve mayoz
oncesi kontrol mekanizmalarindan gegmedigi gibi birgok fikir ortaya atmistir (Flemming
1885). Daha sonra yapilan bir ¢caligmada fare oositlerinin gelisimi sirasinda kistik yapinin
olustugu ve bu durumunda apoptoz mekanizmasi ile diizenlendigi bildirilmistir (Pepling ve

Spradling 2001).

Oksidatif stres durumda, ROT ve antioksidan enzimler ile inflamasyon ve apoptotik
yolaklar arasinda denge saglanamamaktadir. Bu yolaklar, steroidogenez, folikiilogenez,
ovulasyon, luteoliz gibi normal ovaryum fonksiyonunu yerine getiren ovaryum
fizyolojisinin ayrilmaz bir parcasidir. Yapilan ¢alismalar oksidatif stresin kaspaz-3
ekspresyonunu ve Bax/Bcl-2 oranini arttirdigini, antioksidan enzimlerin aktivitesini

azaltigim1 bu nedenle de graniiloza hiicrelerde apoptoza neden oldugunu belirtmislerdir
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(Sohel ve ark. 2019, Wang ve ark. 2019). ROT birikimi ve oksidatif stresin olugmasi
durumunda Bcl-2, ROT iiretimini azaltarak hiicre 6liimiinii engellemektedir (Cocchia ve ark.
2015). Apoptoz, disi lireme sisteminde hiicrelerin olgunlagsmasinda ve isleyisinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bu durumda, apoptoz intrinsik yolakta mitokondriyal gegirgenlik
durumunda Bcl-2 ailesi genlerinin dengesinden etkilenmektedir. Bcl-2 protein ailesi
(ozellikle Bcl-2 ve Bax), ovaryum folikiilerinde ve graniiloza hiicrelerinin hayatta
kalmasinda olduk¢a onemli bir yer tutmaktadir (Michurina ve ark. 2021). Yapilan bir
arastirmada gesitli uyaranlara ve strese karst ovaryumda artan Bcl-2 seviyesinin melatonin

araciligiyla azaldig: bildirilmistir (Goktepe ve ark. 2023).

Bu ¢alismada siiperovulasyon ve melatonine baglh olarak apoptozda merkezi bir rol

oynayan Bcl-2 geninin ekspresyon diizeyi ovaryum dokusunda arastirilmistir.

2.8.6. Cyclooxygenase2 (COX-2)

Memelilerde ovaryumdan oosit salinmasi basarili gebelik i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Oosit saliniminda meydana gelen bir bozukluk disilerde infertiliteye sebep olmaktadir (Fang
ve ark. 2014). Ovulasyonda ve oosit gelisiminde gorev alan birgok genin ekspresyonu ile
basarili bir folikiilogenez ger¢eklesmektedir. Oosit ve cevresindeki kiimiiliis hiicreleri,
folikiiliin ana yapisal birimi olan kiimiiliis oosit kompleksini (COC) olusturmaktadir. Oosit
olgunlasmas1 ve kiimiiliis hiicrelerin genislemesi gibi siireglerde biyokimyasal ve
biyofiziksel degisiklikleri indiikleyebilen LH dalgalanmasina ihtiyag¢ duyulmaktadir
(Richards ve ark. 2002, Russell ve Robker 2007). LH ovulasyon 6ncesi folikiiliin fizyolojik
ve biyolojik degisiklige ugramasinda etkili rol almaktadir. LH dalgalanmasi1 ovulasyonla
ilgili genlerin ekspresyonunu uyararak bu gen ifadelerinin artisina neden olmaktadir. Bu
genlerin ekspresyon seviyesindeki artis COC genislemesine, mayozun baslamasina ve
hormon sentezini uyararak ovulasyon siirecine katkida bulunmaktadir (Poulsen ve ark.
2020).

Ovulasyonun diizenlenmesinde gorevli olan birka¢ endokrin faktor bulunmaktadir
(Richards ve Ascoli 2018). Bu endokrin faktorler arasinda prostaglandin E2 (PGE2) oosit
olgunlagsmas1 ve ovulasyona aracilik etmede Onemli rol oynamaktadir. PGE2 iiretimi

cyclooxygenase (COX) enziminin kataliz etkisine dayanmaktadir (Wan ve ark. 2023).
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Ovaryumda prostaglandinler esas olarak graniiloza hiicrelerden sentezlenirler (Fang ve ark.

2014).

COX yolag, arasidonik asidin prostaglandinlere doniisiimiinde oksidatif
metabolizma yollarindan birisidir (Hayes ve Rock 2002). COX, ovulasyonun temel
diizenleyicisi olan prostaglandinlerin sentezinde hiz sinirlayict enzimdir. COX-1 ve COX-2
olmak tizere 2 izoforma sahiptir (Li ve ark. 2023). COX-1 birgok hiicrede eksprese olup
homeostatik denge i¢in gerekli olan bir enzim iken COX-2 inflamatuar sitokinler, biiylime
faktorleri ve hormonlar olmak tizere gesitli faktorler tarafindan indiiklenmektedir (Quintana
ve ark. 2008, Fang ve ark. 2014). Ayrica COX-2, bobrek fonksiyonu ve ovulasyonun

diizenlenmesi gibi 6nemli fizyolojik siireglerde de yer almaktadir (Hertrampf ve ark. 2005).

Siklooksijenaz 2, COX-2 geni tarafindan transkribe edilir ve arasidonik asidin
Prostaglandin (PG), Prostaglandin E2'nin (PGE-2) ve PGF-2a'ya donisiimiinden
sorumludur (Nayki ve ark. 2018). PGE2'nin COX-2'ye bagimli asir1 ekspresyonu, hiicre
proliferasyonunun indiiklenmesi, lokal immiinosupresyon, apoptoz inhibisyonu ve hiicre
mobilitesinin artmasi gibi molekiiler olaylara neden olur. Estradiol (E2) ve progesteron,
Ostrus dongiisii  sirasinda endometriyumda ve ovaryumda prostaglandin sentezini
diizenlemektedir (Arosh ve ark. 2002, Hertrampf ve ark. 2005). Bu dokularda prostaglandin
sentezinin modiilasyonu, COX-2 ekspresyonundaki degisikliklerle dogrudan iligkilidir
(Arosh ve ark. 2004). Ayrica gonadotropinler COX-2 geninin ekspresyonunu diizenleyerek,
PG'lerin graniiloza hiicrelerde mitozu dolayli olarak kontrol edebilmesinde de rol oynarlar
(De Los Reyes ve ark. 2021). Bu nedenle preoviilator folikiillerde COX-2 geni tarafindan
kodlanan siklooksijenaz 2 oosit gelisiminde olduk¢a dnemlidir (Thill ve ark. 2009).

Memelilerde COX-2 geninde meydana gelen bir mutasyon veya bu gene bir
miidahale infertilitiye neden olabilmektedir. COX-2 geninin ekspresyon seviyesinin
azalmasi ovulasyon i¢in gerekli COX firtinlerinin ve PG'lerin azalmasina yol agabilmektedir
(Lister ve Van Der Kraak 2009, Li ve ark. 2023). COX-2(") farelerde yapilan ¢alismalarda,
disilerden alinabilen oosit sayisinin azaldigt ve alman oositlerde fertilizasyonun
gerceklesmedigi bildirilmigtir. Alinabilen oositlerde fertilizasyon sonrasi gelisimin ve
folikiil biiyiimesinin anormal oldugu da belirtilmistir (Lim ve ark. 1997). Yapilan
calismalarin sonuglarma gore COX-2’nin disi dogurganlhiginda merkezi rol oynadigi

belirlenmistir (Lim ve ark. 1997, Hayes ve Rock 2002). Ovaryumda prostaglandin
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diizeylerinin gonadotropin indiiksiyonu i¢in COX-2 gereklidir ancak COX-1 enzimi gerekli
degildir. Yapilan bir ¢calismada COX-2-nakavt disi farelerin tireme fizyolojisinde sorunlar
konusunda kusurlarinin oldugunu ancak COX-1 delesyonunun oldugu farelerde normal
iireme performansinin oldugu bildirilmistir (Langenbach ve ark. 1995, Lim ve ark. 1997).
COX-2’den tiiretilen prostanoidler, ovulasyon sirasinda kiimiiliis oofurumun stabilizasyonu
icin de gereklidir. COX-2 eksikligi olan hayvanlarda gonadotropinler, prostaglandin E2 veya
IL-74 ile ovulasyonun normal seyrine dondiiriilebilecegi bilinmektedir (Lim ve ark. 1997,
Hayes ve Rock 2002).

Bu ¢aligmada siiperovulasyon ve melatonine bagli olarak inflamasyon, luteinizasyon,
ovulasyon ve folikiilogenezde rol alan COX-2 geninin ekspresyon diizeyi ovaryum

dokusunda arastirilmistir.

2.8.7. Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a)

TNF-a, inflamatuar siirecteki etkisiyle taninmis ilk sitokindir. Bu sitokin hiicre
yiizeyinde bulunan spesifik reseptorleri olan TNF-o receptor 1 (TNFR1) ve TNF-o receptor
2 (TNRF2)’ye baglanarak etki gostermektedir (Silva ve ark. 2020). TNF-a ¢ok islevli ve
proinflamatuar bir sitokindir. Ayn1 zamanda TNF-a glikozillenmemis bir protein olup
makrofajlar tarafindan tretilmektedir (Yamamoto ve ark. 2015, Khajouei ve ark. 2021).
TNF-a rat, insan ve inek gibi birgok memelide basta makrofajlar olmak {izere ovaryumda
graniiloza ve lutein hiicrelerinde lokalize oldugu immiinohistokimyasal olarak tespit
edilmistir (Sancho-Tello ve ark. 1992). Memeli ovaryumunda TNF-a, preovulator hiicreler
tarafindan sentezlenmektedir (Brannstrom ve ark. 1994). Bununla birlikte TNF-a ratlarin
preovulator folikiillerinden progesteron salgilanmasini uyarmaktadir (Roby ve Terranova
1988, Sancho-Tello ve Terranova 1991). Bu nedenle TNF-a, yalnizca pro-inflamatuar
yanitlarin diizenlenmesini degil, ayn1 zamanda hiicre farklilagmasini, doku yenilenmesini ve
yeniden yapilanmanin kontroliinii iceren bir¢ok biyolojik eyleme aracilik etmektedir.
Ovaryumda TNF-q, folikiiler gelisimde, steroidogenezde, ovulasyonda, luteolizide ve
atrezide rol oynamaktadir (Guo ve ark. 2015, Khajouei ve ark. 2021). Ayrica, TNF-a normal
ovaryum fonksiyonunun diizenlenmesinde de gorev almaktadir (Brannstrom ve ark. 1994).
TNF-a oosit/folikiil apoptozunu artirarak, folikiiler biiyiime (proliferasyon) ve atrezi

(apoptoz) arasindaki dengeyi etkileyebilir. Bununla birlikte TNF-a graniiloza hiicreleri
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tarafindan gonadotropinle uyarilan dstrojen ve progesteron iiretimini inhibe edebilmektedir

(Cui ve ark. 2011, Silva ve ark. 2020).

TNF-o ve TNF-a reseptorleri ovaryum folikiillerinde ve korpus luteumda
bulunmaktadir (Spaczynski ve ark. 1999). Memelilerde ovulasyon siirecinde prostaglandin
tiretimi ve TNF-a merkezi rol almaktadir (Brannstrom ve ark. 1994). TNF-o lokal olarak
graniiloza hiicreleri, makrofajlar ve lenfositler tarafindan salgilanmaktadir (Spaczynski ve
ark. 1999).

Ratlarda yapilan bir ¢alismada hCG uygulamasiyla ovaryumda ve serumda TNF-a
seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (Rice ve ark. 1998). TNF-q, ratlarda ovulasyon oranini
arttirmaktadir (Murdoch ve ark. 1997). TNF-a prostaglandinler gibi preovulatuvar
folikiillerde kollejenolitik aktiviteyi uyarmaktadir (Crespo ve ark. 2015). Ratlarda
preovulatuvar folikiillerde prostaglandin sentezi TNF-a tarafindan uyarilmaktadir

(Brannstrom ve ark. 1993).

Bu ¢alismada siiperovulasyon ve melatonine bagli olarak inflamasyon rol alan TNF-

a geninin ekspresyon diizeyi ovaryum dokusunda arastirilmistir.

2.8.8. Epiregulin (EREG)

Memelilerde LH ve FSH, normal lireme sisteminde anahtar rollere sahiptir (Richards
1980, Hirshfield 1991). Folikiiler gelisim sirasinda FSH, peptit hormonlara yanit olarak
ovaryuma spesifik genlerin aktivasyonunu uyarmaktadir. Bu genlerin aktivasyonu
ovaryumda, graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasim1i ve farklilasmasini indiiklemektedir
(Sekiguchi ve ark. 2002). Farklilasma sirasinda FSH’nin gen ekspresyonunu diizenledigi
bazi molekiiler mekanizmalar tanimlanmistir. FSH tarafindan hizla indiiklenen genler ve
farklilasmamis graniiloza hiicrelerinin indiiksiyonuna aracilik etmek i¢in kullanilan
mekanizmayt aydinlatmak amaciyla klonlama c¢aligmalar1t yapilmistir. Yapilan bu
caligmalarda FSH ile hizla indiiklenen graniiloza hiicrelerin farklilasmasinda gorev alan
genler arasinda epidermal growth factor (EGF) ailesinin iiyesi olan EREG geni

tanimlanmistir (Toyoda ve ark. 1995, Isobe ve ark. 1995).

Epiregulin, angiotensin II ile uyarilan ratlarin diiz kas hiicrelerinde major bir

mitojenik protein olarak izole edilmistir. Daha sonra sigirlarda yapilan bir ¢aligmada oositin
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gelisimini destekledigi belirlendigi i¢cin ovaryum geni olarak adlandirilmistir. EGF biiylime
faktorleri gibi epiregulin proliferatif etkilerini EGF reseptorlerinin otofosforilasyonu yoluyla
yapmaktadir. EGF ve TNFa dahil olmak iizere bircok EGF biiylime faktorleri FSH’1in
ovaryum graniiloza hiicrelerinin tizerindeki etkilere aracilik ettiginden dolayr bu genleri
ovaryum i¢in aday gen olarak Oneren c¢alismalar bulunmaktadir (Sekiguchi ve ark. 2004,
Yoon ve ark. 2015). Ovaryum i¢in aday gosterilen diger genlerin indiiksiyonu FSH
tarafindan yapilmadigi i¢in epiregulinin folikiil gelisiminde aday gen olmasi ihtimalini

giiclendirmektedir (Sekiguchi ve ark. 2002).

Epiregulin hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda bir¢cok fonksiyona sahiptir.
EREG, inflamasyon, yara iyilesmesi, oosit maturasyonu, doku onarimi, anjiogenez, hiicre
cogalmast gibi bircok biyolojik olayda islev gormektedir (Riese ve Cullum 2014).
Epiregulin ekspresyonu, ovaryumda folikiil olusumu ve oosit gelisimi sirasinda ovaryum
graniiloza hiicrelerinde saptanmaktadir (Robert ve ark. 2001). FSH, epiregulin geninin
ekspresyonunu indiiklemek i¢in Sp1 ve Sp3 transkripsiyon faktorlerine baglanarak veya bu
genin promotoriindeki iki CT kutusuna baglanarak islev gosterir (Riese ve Cullum 2014).
LH ayrica kismen artmis hiicre ici cAMP'yi uyararak ovulator folikiillde EREG geninin
ekspresyonunu indiiklemektedir (Sekiguchi ve ark. 2002). Yapilan bir ¢alismada hCG
uygulamasi ile bu genin ekspresyonunun indiiklendigi bildirilmistir (Espey ve Richards
2002). Yapilan bir bagka ¢alismada ratlara uygulanan hCG enjeksiyonundan 3 saat sonra bu
genin ekspresyonunun arttigi bildirilmistir (Park ve ark. 2004).

Memelilerde hipofiz bezinden salgilanan hormonlar normal iireme gelisimi ve
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde merkezi rol oynamaktadir (Leung ve Steele 1992,
Richards 1994). Cok sayida biiyiime faktorii, gonadotropine bagimli veya bagimsiz sekilde
parakrin ve otokrin faktorler olarak goérev yapmaktadir. Epidermal biiylime faktorii ailesinin
tiyesi olan epiregulin bu siiregte rol oynamaktadir. EREG, ovaryumun graniiloza
hiicrelerinde mitojenler ve FSH ile uyarilan steroid sekresyonun modiilatorii olarak goérev
almaktadir (Sekiguchi ve ark. 2004). EGF’ler LH dalgalanmasindan sonra meydana gelen
kiimiilis hiicrelerinin genislemesini ve oosit olgunlasmasini indikklemektedir (Downs 1989,

Das ve ark. 1992).

Bu calismada siiperovulasyon ve melatonine bagli olarak folikiilogenezde ve oosit

sagliginda bir rol alan EREG geninin ekspresyon diizeyi ovaryum dokusunda arastirilmistir.
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2.8.9. Interleukin-1 Beta (IL-1p)

Memelilerde oositin fizyolojik aktivitesi iireme performansini belirlemektedir.
Ovaryumun ¢ekirdek yapisini milyonlarca folikiil olusturmaktadir. Folikiilogenez siirecinin
diizenlenmesinde gonadotropinlerin yani sira bir¢ok biiyiime faktorii gorev almaktadir
(Richards ve Ascoli 2018). Otokrin/parakrin faktdrlerin ekspresyon seviyesindeki
anormallikler folikiiler mikro ¢evrenin dengesini bozarak folikiil gelisiminin durmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle folikiil gelisiminde gorev alan genlerin ekspresyon seviyesi
memelilerde ovulasyon icin énemli bir yer tutmaktadir. Interlokin ailesinin bir iiyesi olan
Interleukin-1 (IL-1), dogustan gelen bagisiklik sistemi ve inflamasyonda gorev aldigi bilinen
bir biiyiime faktoriidir (Moorlag ve ark. 2018). Bugiine kadar okaryot hiicrelerde
tamimlanmus iki IL-1 sitokini IL-1o ve IL1-B’dir. Bu sitokinler proinflamatuar faktorlerin
ekspresyonunu indiiklemede gérev almaktadir (Boraschi ve ark. 2018). IL-1p, inflamasyon,
lenfosit aktivasyonu ve akut faz protein sentezinin indiiklenmesi gibi fizyolojik tepkilere
aracilik etmekten sorumlu ana proinflamatuar sitokindir (Cahill ve Rogers 2008). Bu sitokin,
kaspaz 1 tarafindan proteolitik olarak islenmesiyle aktive olur ve makrofajlar tarafindan
tiretilir. 1L-1p sitokini, inflamatuar yanitin dnemli bir aracisidir ve hiicre proliferasyonu,
farklilasmasi ve apoptoz dahil olmak {izere birgok hiicresel faaliyette gorev alir (Chaudhry
ve ark. 2013, Vijayaraj ve ark. 2021). IL-/p tireme fizyolojisinde 6nemli rol oynar ve Kritik
bir diizenleyici faktor olarak ovulasyon ve embriyo implantasyonu ile iliskilendirilmistir

(Adamczak ve ark. 2021, Banerjee ve ark. 2023).

Ovaryumda IL-1, folikiiler hiicre katmanlarinda eksprese olmaktadir. Fakat bu genin
ekspresyon seviyesi Ostrus fazina baglh olarak degisiklik gdstermektedir (Gérardve ark.
2004). Fare ovaryumunda oositte ve biiyliyen folikiildeki teka hiicrelerinde IL-/a ve IL-15
genlerinin ekspresyonunun basladigi tespit edilmistir. Ovulasyondan o6nce kiimiiliis
hiicrelerinde |IL-/a ve IL-1pf transkript seviyeleri LH artisindan sonra belirgin bir sekilde
artmaktadir (Simon ve ark. 1994). Bu duruma benzer olarak yakin zamanda bir proovulator
graniiloza hiicrelerinin transkriptomik degisiklikleri iizerine yapilan ¢aligmada LH
dalgalanmasindan sonra IL-1 geninin ekspresyon seviyesinin arttigl bildirilmistir (Poulsen
ve ark. 2020). Daha once yapilan bir bagska ¢alismada IL-/£ geninin graniiloza-lutein
hiicrelerinde progesteron iiretimini uyardigi bildirilmistir (D1 ve ark. 2018). Disilerde 1L-1

ekspresyon seviyesi oosit yaslanmasi ile iligkili oldugunu gosteren c¢alismalar da
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bulunmaktadir (Hurwitz ve ark. 2010, Wan ve ark. 2023). Memelilerin tireme sisteminde IL-
1 geninin ekspresyon seviyesindeki anormal degisim bircok ovaryum hastaligi ile
iliskilendirilmistir (Popovic ve ark. 2019, Wan ve ark. 2023). Yakin zamanda yapilan bir
calismada ise folikiiler s1vi dengesinin bozulmasi ile basta IL-7/ geni olmak tizere bagisiklik
siteminde gorev alan genlerin ekspresyon seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (Liu ve ark.
2021).

Bu caligmada siiperovulasyon ve melatonine bagli olarak folikiilogenezde ve
inflamasyonda bir rol alan IL-/f geninin ekspresyon diizeyi ovaryum dokusunda

arastirilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deneme Gruplari

Bu calisma Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HMKU- HADYEK) tarafindan 02.09.2022 tarihli toplantida 2022/05-07 karar numarasiyla
onaylanmistir (EK-1). Calisma materyali olan ratlarin bakimi ve deneysel uygulamalar Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
yapilmistir. Calismada 10-12 haftalik yasta 28 disi wistar albino rat kullanilmistir. Her
grupta 7 hayvan olacak sekilde Kontrol (K), Siiperovulasyon (S0), Siiperovulasyon+5mg/kg
Melatonin (SoM5), Siiperovulasyon+20 mg/kg Melatonin (SoM20) gruplarina ayrilmustir.
Ratlarin ortama adaptasyonu i¢in bir hafta herhangi bir uygulama yapilmamis ve {initenin
rutin sartlarinda barmdirilmigtir. Deney boyunca ratlar 21+£2 °C sicaklik ve %55 nem
oraninin oldugu odalarda bulundurulmustur. Ratlar ayri ayri barindirilmis olup 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlikta (06:00-18:00 aydinlik, 18:00-06:00 karanlik) tutulmustur. Tim
deney boyunca ratlar polikarbonat malzemeden yapilan seffaf kafeslerde barindirilmistir.

Calisma stiresi boyunca yem ve su ad libitum olarak tiikketime sunulmustur.

3.2. Vajinal Sitoloji

Calismada kontrol grubundaki ratlarin siklus donemlerinin tespiti i¢in vajinal
sitolojik muayene yapilmistir. Bu amagla serum fizyolojik ile 1slatilan pamuk uglu swap
kullanilmistir. Swap ratlarin vulvalarindan iceriye yaklasik 1 cm ilerletilerek 2 tur dondiiriip
vajinal tabandan &rnekleme yapilmistir. Orneklemeden sonra swaplar lamlara siiriilmiis ve
lamlar siiriintii kuruyana kadar oda sicaklifinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
lam tizerine May- Griinwald (1014241022, Sigma-Aldrich, USA) boyasi dokiilerek 5 dakika
beklenmistir. Daha sonra boyanin uzaklastirilmasi amaciyla lamlar 90 derecelik agiyla
cevrilmis ve distile su ile yitkanmigtir. Daha sonra lamlar Giemsa (1 damla Giemsa 10 ml
dH20) (1092041000, Sigma-Aldrich, USA) boyasi ile kaplanarak 25 dakika oda sicakliginda

bekletilmis ve ardindan 90 derecelik agiyla ¢evrilerek distile su ile yavasca yikanmustir.
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Lamlar birka¢ dakika oda sicakliginda kurutulduktan sonra Gstrus evrelerinin belirlenmesi

amactiyla mikroskop altinda hiicre tipleri incelenmistir (Dogruer 2003).

3.3. Melatonin Uygulamasi

Ticari olarak aliman melatonin (M25-1G, Sigma-Aldrich, ABD) %99’luk etanol
(K53082583, Merck, Almanya) ile ¢ozdirilmistir (Séonmez 2017, Bayraktar 2021)
Ardindan 25 ml serum fizyolojik ile diliie edilerek 25 mg/ml olacak sekilde ana stok
hazirlanmistir. 40 ml siispansiyon olarak hazirlanan ana stoktan 5 mg/kg ve 20 mg/kg dozlar
alt stok olarak hazirlanmistir (S6nmez 2017, Bayraktar 2021). Bu kapsamda 5 mg/kg
enjeksiyon i¢in ana stoktan 5 ml alinarak 50 ml’lik seril falkona aktarilmis ve toplam hacim
50 ml olacak sekilde lizerine serum fizyolojik eklenmistir. 20 mg/kg enjeksiyon grubu i¢in
ise ana stoktan 20 ml alinarak yeni 50°lik steril falkona aktarilmigtir ve total hacim 50 ml
olacak sekilde tizeri serum fizyolojik ile tamamlanmigtir. Her iki alt stoktan da 0,5 ml
kullanilarak melatonin gruplarina siiperovulasyondan bir hafta 6nce baglanmak iizere deney

sonuna kadar saat 17:00’da intraperitoneal enjeksiyon yapilmistir.

3.4. Siiperovulasyon Uygulamasi
Stiperovulasyon gruplarina (So, SoM5 ve SoM20) 40 pg GnRH (Receptal, MSD
Animal Health, Almanya) uygulanmis 48 saat sonra ise 300 1U/kg dozda PMSG (HIPRA,
Ispanya) enjeksiyonu yapilmistir. PMSG enjeksiyonunun ardindan 48 saat sonra 300 IU/kg
dozda hCG (Merck, MSD Animal Health, Almanya) enjekte edilmistir (Agca ve ark. 2013).
Son hCG enjeksiyonundan 6 saat sonra ratlar ketamin (0,4 ml/250 g) ve ksilazin (0,03
ml/250 g) uygulanarak anesteziye alinmis ve kalpten kan alma yontemiyle 6tenazi edilerek

kan ve ovaryum dokular1 toplanmistir. Tiim enjeksiyonlar intraperitoneal uygulanmistir.

3.5. Orneklerin Toplanmasi

Ratlardan alinan kan 6rnekleri 3000xg’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda elde edilen serumlar yeni steril ependorfa aktarilmis ve analizler

yapilincaya kadar -80 °C muhafaza edilmistir.
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Ovaryum dokular1 6tenaziyi takiben hizli bir sekilde alinarak niikleaz igermeyen 2
ml hacimli ependorflara koyulmustur. Daha sonra 6rnekler sivi azotta dondurulmustur.

Dondurulan 6rnekler molekiiler analizler yapilincaya kadar -80 °C muhafaza edilmistir.

3.6. Total RNA izolasyonu

Ovaryum oOrneklerinden yapilan total RNA izolasyonu modifiye edilmis Trizol
metoduna gore yapilmistir (Rio ve ark. 2010). Bu amagla yaklasik 50 mg doku i¢in 1 ml
TRIzol™ Reagent (15596018, Thermo Fisher, ABD) kullanilmustir. Trizoliin yiizey alanin
artirmak i¢in doku homojenizatorii (Daihan Scientific, Kore) ile homojenizasyon
yapilmistir. Homojenizasyon isleminden sonra ornekler 1,5 ml’lik yeni steril niikleaz
icermeyen ependorflara alinmustir. Uzerine baslangigta kullanilan Trizol miktarinin prensip
olarak dortte biri oraninda kloroform (K37655831, Merck, Almanya) eklenerek oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edilen 6rnekler 12000xg’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij
(Allegra X- 30R, Beckman Coulter, ABD) edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan
stipernattanttan 400 ul yeni steril niikleaz igermeyen 1,5 ml’lik ependorflara alinmistir.
Uzerine baslangicta kullanilan Trizol miktarinin yaris1 kadar 2-propanol (K5969395, Merck,
Almanya) eklenerek 12000xg’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra pellet
kontrolii yapilarak siipernatant tek hamlede dokiilmiistiir. Bu islem basamagindan sonra
ependorflara 1 ml %75 etil alkol (K53082583, Merck, Almanya) eklenmistir. 7500xg’de +4
°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir. Daha sonra érnekler
tizerine 1 ml %99 etanol eklenerek 7500xg’de 5 dakika +4 °C’de santrifiij edilmistir.
Siipernatant tek hamlede dokiilerek oda sicakliginda 10-15 dakika kurumaya birakilmistir.
Kurutma asamasindan sonra elde edilen total RN A’lar pellet biiyiikliiklerine gore 30-100 pl
niikleaz icermeyen su ile sulandirilmistir. RNA kalite kontrolii niikleik asitdlger (Merinton,
SMA 1000 UV spectrophotometer, Cin) ve %]1’lik agaroz jel elektroforezinde (Bio-Rad,
PowerPac™ Basic, Singapur) yapilmistir (100V ve 25 dakika). RNA’larin biitiinliik kontrolii
Transilliminatér (WUVLS50, Daihan Scientific Co. Ltd., Kore) ile yapilmistir. Uygun

olmayan 6rneklerden RNA izolasyonu tekrarlanmustir.
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3.7. cDNA Sentezi

Ornekler kontrol edildikten sonra olabilecek DNA kontaminasyonunun
eliminasyonu i¢in DNA digestion islemi ticari kit (EN0521, DNase I, RNase-free, Thermo
Fisher Scientific, ABD) kullanilarak yapilmistir. Kit kapsaminda ilk olarak izole edilen total
RNA’lar 1000 ng konsantrasyona fikse edilmistir. Fiksasyon sonucunda miktari belirlenen
RNA’lar yeni striplere alinmistir. Uzerine DNase | enzimi ve kit icerigindeki buffer
eklenmigtir. Ardindan striplere kisa bir santrifiij-vorteks-santrifiij islemi uygulanmistir.

Daha sonra 6rnekler 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir (T100, Bio-Rad, Singapur).

Inkiibasyon sonrasi reaksiyonu durdurmak icin &rneklere 1 pl hacimde EDTA
eklenmistir. Daha sonra 6rnekler yeniden kisa bir santrifiij-vorteks-santrifiij islemine tabi
tutulmustur. Ardindan 6rnekler 65 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir (T100, Bio-Rad,
Singapur). Bu islemlerden sonra 6rneklerden High Capacity cDNA sentez kiti (4368814,
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific, ABD) ile cDNA
dontisiimii gergeklestirilmistir. Kit protokoliine gore drnekler thermal cycler’da (T100, Bio-
Rad, Singapur) 42 °C’de 60 dakika, 25 °C’de 5 dakika ve 70 °C’de 5 dakika olacak sekilde
reaksiyona maruz kalmistir. Reaksiyon sonrasi cDNA ornekleri niikleaz icermeyen su ile
200 ul’ye tamamlanarak gen ekspresyon analizleri yapilincaya kadar -20 °C’de muhafaza

edilmistir. Tim bu islemler sirasinda niikleaz igermeyen steril kosullar altinda ¢alisilmustir.

3.8. Real-Time PCR Uygulamasi

Kalip olarak kullanilan cDNA 6rneklerinden Real-time PCR (5 PLEX HRM, Rotor-
Gene Q, Qiagen, Almanya)’da OSGIN1, BMP15, EREG, PGR, COX-2, NRF-2, IL-1, TNF-
a ve Bcl-2 genlerinin analizleri yapilmistir. Amplifikasyon i¢in SYBR Green boya igeren
ticari kit (Power SYBR Green PCR Master Mix, 4368577, Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilmistir. Internal kontrol olarak ise ACTB (Actin Beta) (Rakha ve ark. 2024)
housekeeping geni kullanilmistir. Genlerin amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri

literatiir ve Primer-BLAST (NCBI) araciligiyla olusturulmustur (Tablo 2).
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Tablo 2. Amplifikasyonu yapilan genlerin Forward ve Reverse dizileri

Gen Primer Dizileri (Forward+Reverse) bp Kaynak
ACTB F:5’- GCAGGAGTACGATGAGTCCG-3’ 74 Ozkan ve Kerman (2020)
R:5’-ACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3’
NRF2 F:5’- TTGTAGATGACCATGAGTCGC -3° 141 Giiveng ve ark. (2019)
R:5°- TGTCCTGCTGTATGCTGCTT -3’
OSGIN1 F:5’-TGTGAAACCAGGAGCTGTCC-3’ 110 *
R:5’-CGAGGCCTTCGGAAAGGTAT-3’
BMP15 F:5>-TGATAAAGCCGTCAGCCAGT-3’ 57 Tsoulis ve ark. (2016)
R:5’-TCTGTATATGCCAAGGACCTCT-3’
PGR F:5’-CCCACAGGAGTTTGTCAAGCTC-3’ 326 Varas ve Jahn (2005)
R:5’-TAACTTCAGACATCATTTCCGG-3’
Bcl-2 F:5’-TGGCCTTCTTTGAGTTCGGT-3’ 111 Lu ve ark. (2022)
R:5’-GATGCCGGTTCAGGTACTCA-3’
COX-2 F:5’-TGTATGCTACCATCTGGCTTCGG-3’ 94 Giiveng ve ark. (2019)
R:5’- GTTTGGAACAGTCGCTCGTCATC -3°
TNF-a F:5’- ACTGAACTTCGGGGTGATCG -3° 153 Yurtal ve ark. (2023)
R:5’-GCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’
EREG F:5’-TATCAGCACAACCGTGATTCC-3’ 145 Samardzija ve ark. (2016)
R:5’-ATGCAAGCAGTAGCCGTCC-3’
IL-1p F:5°’- ACAAGGAGAGACAAGCAACGAC -3’ 140 Castro ve ark. (2015)

R:5’-TCTTCTTTGGGTATTGTTTGGG -3’

bp: Baz ¢ifti, F: Forward, R: Reverse, *:Bu ¢alismada dizayn edilmistir.

RT-qPCR’da 6rnekler 95 °C’ de 10 dakika denatiirasyon sonras1 95 °C’de 30 saniye,
60 °C’de 60 saniye ve 72 °C’de 30 saniye ve 40 siklus olacak sekilde protokole tabi
tutulmustur. RT-qPCR uygulamalar1 duplike olarak yapilmustir.

3.9. Melatonin Ol¢iimii, Total Protein Analizi ve Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) Uygulamasi

Serum melatonin seviyeleri Rat Melatonin ELISA kit (EA0048Ra, BT Lab, Cin)
aracihigiyla dlgiilmiistiir. Inkiibasyon uygulamasi inkiibatér (Mipro Laboratuar Cihazlari

Imalat Sanayi, Tiirkiye)’de 37 °C’de 60 dakika yapilmistir. Absorbans ve konsantrasyon
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degerlerinin 6l¢iimii AMR-100 mikroplate okuyucu (Hangzhou Allsheng Instruments Co.

Ltd., Cin)’da 450 nm dalga boyunda yapilmistir. Sonuglar pg/ml olarak hesaplanmustir.

Serum ve doku orneklerinde bulunan MDA miktarin1 belirlemek igin total protein
analizi yapilmigtir. Total protein analizi BCA Assay kit (Pierce™ BCA Protein Assay Kit,
23225, Thermo Fisher Scientific, ABD) protokoliine gore yapilmistir. Absorbans ve
konsantrasyon degerlerinin 6l¢iimiit AMR-100 mikroplate (Hangzhou Allsheng Instruments

Co. Ltd., Cin) okuyucuda 562 nm dalga boyunda yapilmstir.

3.10. Malondialdehit (MDA) Analizi

MDA analizi hem serum hem de ovaryum dokusunda yapilmistir. Bu amagla ilk
olarak Phosphate Buffered Saline (PBS, P4417, Sigma, Kanada)’den 1 tablet alinarak 200
ml distile su da ¢6zdiriilmiistiir. Daha sonra yaklasik 0,15 g alinan ovaryum dokusunun
tizerine yaklagitk 1,5 ml PBS eklenerek buz altinda homojenizasyon islemine tabi
tutulmustur. Homojenizasyon sonrasinda ornekler 3000xg’de 10 dakika +4 °C'de santrifiij

edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant yeni steril ependorflara alinmustir.

MDA analizi kapsaminda serum &rneklerinden ve doku homojenatlarindan 500 pl
almarak 10 ml hacimli cam tiiplere konulmustur. Uzerine 2,5 ml %10 TCA (Trichloroacatic
acid) (AC31301000 Scharlau, Barselona) ilave edilerek cam tiipler vortekslenmistir. Daha
sonra 10 ml’lik cam tiipler 1s1 blokta (IKA, DBH2S000, Almanya) 15 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 6rnekler buz yardimi ile hizla sogutulmustur. Sogutma
isleminden sonra cam tiipler +4 °C'de 3000 xg'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda siipernatanttan 2 ml alinarak yeni 10 ml’lik cam tiiplere aktarilmistir. Daha sonra
bu cam tiiplerin lizerine 1 ml TBA (2- Thiobarbutric acid) (T5500, Sigma-Aldrich, Cin) ilave
edilerek vortekslenmistir. Ardindan 6rnekler 1s1 blokta 15 dakika inkiibe edilmis ve buz
yardimiyla hizla sogutulmustur. Sogutulan &rnekler UV Spektrofotometre’de 532 nm'de

kore kars: ol¢tilmustiir (Esterbauer ve Cheeseman 1990).

MDA standardi hazirlamak i¢in 25 ul TEP soliisyonu (1,1,3,3-Tetraethoxypropane)
(T9889, Sigma-Aldrich, ABD) 100 ml distile su igerisinde ¢6zdiiriilerek stok hazirlanmistir.
Stok soliisyon igerisinden 1 ml alinarak %1°lik 50 ml H>SOs4 (Siilfiirik Asit %96-98),
(TK.170581.02500 Tekkim, Tiirkiye) soliisyonu igerisine eklenmistir ve oda sicakliginda 2
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saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 20 nmol/ml’lik standart elde edilmistir. Elde
edilen bu standart ile 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 nmol diizeylerinde konsantrasyona sahip

toplamda 6 standart numunesi olusturulmustur.

Seri diliisyon igin, steril ependorf tiiplere 750 ul distile su konularak {izerine stok
standart soliisyonundan 750 ul eklenmistir. Daha sonra homojen hale gelene kadar pipetaj
yapilmistir. Homojen hale gelen bu karisimdan 750 ul alinarak igerisinde distile su olan diger
ependorfa alinmigtir. Bu islem 0,625 nmol konsantrasyonda diliisyon elde edilecek olan
ependorfa kadar devam edilmistir. Diliisyonlar olusturulduktan sonra cam tiiplere 2500 pl
%10’luk TCA soliisyonu eklenmistir. Daha sonra tizerine 500 pl hazirlanan standart
soliisyonlardan eklenerek ve soliisyonlar 1s1 blokta (IKA, DBH2S000, Almanya) 15 dakika
inkiibe edilmistir. Inkubasyon sonrasi érnekler buz yardimu ile hizla sogutulmustur. Sogutma
isleminden sonra cam tiipler +4 °C'de 3000 xg'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda siipernatanttan 2 ml alinarak yeni 10 ml’lik cam tiiplere aktarilmistir. Daha sonra
bu cam tiiplerin iizerine 1 ml’lik TBA (T5500, Sigma-Aldrich, Cin) ilave edilerek
vortekslenmistir. Ornekler 1sitic1 blokta 95 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir ve tekrar buz
yardimiyla hizla sogutulmustur. Ardindan UV Spektrofotometre’de 532 nm'de kore karsi

Olgtilmiistiir.

3.11. istatistiksel Analizler

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 24 paket programi kullanilmigtir. Melatonin ve
MDA diizeylerinin orneklerdeki homojenligini belirlemek i¢in Shapiro Wilk testi
yapilmistir. Elde edilen veriler normal dagilim gésterdigi igin gruplar arasinda tek yonlii
varyans (One way Anova) analizi yapilmistir. Gruplar arasinda farkliligi test etmek igin
Tukey testi yapilmistir. RT-qPCR verilerinin degerlendirilmesi ise Livak ve Schmittgen
(2001)’in belirttikleri 222 metoduna gére yapilmis ve kat degisimi olarak gosterilmistir.
Genlerin gruplar arasindaki degisiminin istatistiksel analizi T-testi ile yapilmistir. Genler
normal dagilima uymadigi igin MDA, serum melatonin ve genler arasindaki korelasyon

spearman testi ile yapilmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Vajinal Sitoloji Bulgulari

Calismada kontrol grubu 6rneklerinde yapilan vajinal sitoloji sonuglarina gére bu

gruptaki hayvanlarin 6strus doneminde olduklari belirlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Kontrol grubuna ait vajinal sitoloji goriintiisii (prodstrusdan dstrusa gecis asamasi) a: 100x’lik
biiyiitme b: 20x’lik biiyiitme

4.2. Serum Melatonin Bulgular:

Calismada kontrol ve deneme gruplarinda serum melatonin seviyelerinin yaklasik 40

pg/ml diizeylerinde oldugu ve gruplar arasinda fark olmadigi belirlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplarin serum melatonin seviyeleri (pg/ml)

Gruplar Ortalama+ SH P
K 39,99+1,20

So 42,41+1,52

SoM5 39,74+0,55 0.220
SoM20 39,29+0,41

K: Kontrol grubu; So: Siiperovulasyon grubu; SoM5: Siiperovulasyon+5mg Melatonin grubu; SoM20:
Siiperovulasyon+20 mg Melatoninin grubu, SH: Standart Hata
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4.3. MDA Bulgulan

Serum MDA seviyeleri bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmezken, ovaryum dokusu MDA seviyeleri bakimindan siiperovulasyon uygulamasi

yapilan gruplarin tamaminda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma oldugu

belirlenmistir (P<0,01) (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplarda ovaryum dokularinda ve serumda belirlenen MDA seviyeleri (nmol/mg protein)

Gruplar Doku Serum
Ortalama+SH Ortalama+SH

K 5,96+ 1,092 0,95+0,17

So 3,25+0,42" 1,46+0,47

SoM>5 2,90+0,37° 1,10£0,33

SoM20 2,70+0,69° 0,99::0,22

P P= 0,004 P=0,726

K: Kontrol grubu; So: Siiperovulasyon grubu; SoM5: Siiperovulasyon+5mg Melatonin grubu; SoM20:

Stiperovulasyon+20 mg Melatoninin grubu, SH: Standart Hata, Aym siitundaki farkli harfler gruplar arasi
farklilig1 gosterir.

4.4. Total RNA izolasyonu Bulgulari

Ovaryum dokusundan izole edilen total RNA’larin saflik ve konsantrasyon degerleri

Tablo 5’te verilmistir. Jel elektroforez goriintiileri ise Sekil 5-9°da sunulmustur.

Tablo 5. Ovaryum dokusundan izole edilen total RNA’nin saflik ve konsantrasyon degerleri (Ort+Std.Hata)

Gruplar

Doku Ozellik Kontrol So SoM5 SoM20

Konsantrasyon 676,95£56,70 684,35+40,60 735,08+£24,35 617,01+£35,21
Ovaryum (ng/nl)

Saflik (A260/Azs0) 1,83+0,01 1,81+0,12 1,84+0,01 1,86+0,01
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Sekil 5. Kontrol grubundaki ratlarin ovaryum dokularindan izole edilen total RNA jel elektroforez
goriintiileri

Sekil 6. So grubundaki ratlarin ovaryum dokularindan izole edilen total RNA jel elektroforez goriintiileri

Sekil 7. SoM5 grubundaki ratlarin ovaryum dokularindan izole edilen total RNA jel elektroforez goriintiileri

Sekil 8. SoM20 grubundaki ratlarin ovaryum dokularindan izole edilen total RNA jel elektroforez
goriintiileri
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4.5. gPCR Bulgulan

Ovaryum dokusundan izole edilen total RNA’larin cDNA’ya doniisiimii
gerceklestikten sonra NRF2, OSGIN1, BMP15, PGR, Bcl-2, COX-2, TNF-a, EREG ve IL-
1f genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. RT-qPCR reaksiyonu sonrasi tiim
ornekler igin erime egrisi (melting curve) analizi yapilmis ve ovaryum dokusunda

housekeeping gen ve hedef genlerin Ct ve erime egrisi grafikleri Sekil 9-28’da verilmistir.
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Sekil 9. Ovaryum dokusu ACTB geni Ct grafigi

dF idT

Sekil 10. Ovaryum dokusu ACTB geni erime egrisi grafigi
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Sekil 11. Ovaryum dokusu NRF2 geni Ct grafigi
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Calisma kapsaminda ovaryum dokusunda galigilan genlerin qPCR iiriinlerinin jel

goriintiileri Sekil 29-38’de sunulmustur.

Kontrol

Sekil 29. Ovaryum dokusu ACTB geni qPCR iiriinlerinin jel goriintisii (74 bp)

Kontrol

Sekil 30. Ovaryum dokusu NRF2 geni gPCR iiriinlerinin jel goriintiisii (141 bp)

Kontrol

Sekil 31. Ovaryum dokusu OSGIN1 geni gPCR iiriinlerinin jel goriintiisii (110 bp)
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Kontrol

Sekil 32. Ovaryum dokusu BMP15 geni qPCR iiriinlerinin jel goriintiisii (57 bp)

Kontrol

Sekil 33. Ovaryum dokusu PGR geni gPCR iirlinlerinin jel gériintiisii (326 bp)

Kontrol

Sekil 34. Ovaryum dokusu Bcl-2 geni gPCR iiriinlerinin jel goriintiisii (111 bp)
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Kontrol

Sekil 35. Ovaryum dokusu COX-2 geni qPCR iiriinlerinin jel goriintiisii (94 bp)

Kontrol

Sekil 36. Ovaryum dokusu TNF-o geni qPCR firiinlerinin jel gériintiisii (153 bp)

Kontrol

Sekil 37. Ovaryum dokusu EREG geni gPCR firlinlerinin jel goriintiisii (145 bp)
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Kontrol

Sekil 38. Ovaryum dokusu IL-1f geni qPCR {iriinlerinin jel goriintiisii (140 bp)

4.6. Gen Ekspresyonu Bulgular

COX-2 geninde kontrol grubuna kiyasla siiperovulasyon gruplarinda (So, SoMS5,
SoM20) anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir (sirasiyla P<0,05, P<0,01, P<0,001).
Bununla birlikte kontrole kiyasla deneme gruplarinda IL-/8, TNF-a ve Bcl-2 genlerinde
anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla So ve SoM5 gruplarinda
PGR geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir artig olmazken, SoM20 grubunda bu genin
ekspresyon seviyesinin kontrole kiyasla yaklasik 7 kat arttigi belirlenmistir (P<0,001).
Ayrica, kontrol grubuna kiyasla So, SOM5 ve SOoM20 gruplarinda BMP15 gen ekspresyon
seviyelerinin benzer oldugu tespit edilmistir. Deney gruplarindan SoM20 grubunda kontrol
grubuna kiyasla EREG geninde yaklasik 5 kat anlamli bir artis oldugu belirlenmistir
(P<0,001). Ancak kontrol grubuna kiyasla So ve SoM5 grubunda EREG gen ekspresyon
seviyeleri bakimindan anlamli bir fark olmadig tespit edilmistir (Tablo 6; Sekil 39).

Tablo 6. Gen ekspresyon sonuglart

Kontrol So SoM5 SoM20
Kat Degisimi Kat Degisimi Kat Degisimi Kat Degisimi
COX-2 1,00+0,45 56,32+32,90" 55,43+£15,55™ 92,06+23,46™"
IL-1p 1,00+0,31 0,48+0,13 0,59+0,07 0,74+0,09
TNF-a 1,00+0,22 0,84+0,11 1,22+0,19 0,80+0,14
Bcl-2 1,00+0,09 1,11+0,21 1,01+0,17 0,87+0,13
PGR 1,00+0,93 2,68+1,26 3,80+1,03 7,71+0,69™"
NRF2 1,00+0,19 1,09+0,27 0,86+0,06 1,04+0,13
BMP15 1,00+0,17 0,52+0,14 0,58+0,10 0,74+0,12
OSGIN1 1,00+0,11 0,64+0,14 0,87+0,11 0,67+0,11
EREG 1,00+0,68 0,79+0,47 2,66+0,78 5,03+0,71""

*:P<0,05: ™:P<0,01; *":P<0,001, So: Siiperovulasyon, SOM5: Siiperovulasyon+5mg/kg melatonin, SOM20:
Stiperovulasyon+20mg/kg melatonin
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Sekil 39. Gruplarda COX-2, IL-1B, TNFa, Bel-2, PGR, NRF2, BMP15, OSGIN1 ve EREG genlerinin
ekspresyon bulgulari
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4.7. Melatonin, MDA ve Hedef Genler Arasindaki Korelasyon Bulgulari

Serum MDA seviyesi ile Bcl-2 ve NRF2 genleri arasinda pozitif korelasyon oldugu
tespit edilmistir (sirasiyla P<0,001, P<0,01). Ayrica, COX-2 ile PGR ve EREG genleri
arasinda pozitif korelasyon belirlenmistir (P<0,001). IL-/p ile Bcl-2 ve OSGIN1 genleri
arasinda ise pozitif korelasyon oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Bununla birlikte Bcl-2 ile
NRF2 ve BMP15 arasinda pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir (sirasiyla P<0,01,
P<0,05). PGR geni ile EREG geni arasinda istatistiksel agidan anlamli pozitif korelasyon
tespit edilmistir (P<0,001). NRF2 geni ile BMP15 ve OSGIN1 genleri arasinda pozitif
korelasyon oldugu belirlenmistir (P<0,05) (Tablo 7).
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Tablo 7. Melatonin, MDA ve gen ekspresyon sonuglarinin korelasyon tablosu

D-MDA: Ovaryum Dokusu MDA Seviyeleri; S-MDA: Serum MDA Seviyeleri “:P<0,05; ™:P<0,01; **:P<0,001

Melatonin  D-MDA  S-MDA  COX-2 IL-1f TNF-a Bcl-2 PGR NRF2  BMP15 OSGIN1 EREG
Melatonin 1,00 0,068 -0,092 -0,067 0,033 0,024 0,297 -0,097 0,002 -0,031 0,134 -0,218
D-MDA 1,00 0,020 -0,380 0,086 0,169 0,265 -0,267 -0,214 0,156 0,050 -0,227
S-MDA 1,00 0,074 0,358 0,164 0,629 0,205 0,544™ 0,285 0,318 -0,106
COX-2 1,00 0,088 -0,087 -0,009  0,819™ 0,192 -0,035 -0,274 0,635
IL-1p 1,00 0,113 0,381" 0,282 0,210 0,293 0,440" 0,094
TNF-a 1,00 0,300 0,180 0,199 0,003 0,191 0,199
Bcl-2 1,00 0,132  0,538**  0,425" 0,317 -0,167
PGR 1,00 0,244 -0,054 -0,239 0,712™
NRF2 1,00 0,424" 0,421" 0,041
BMP15 1,00 0,301 -0,058
OSGIN1 1,00 -0,190
EREG 1,00




5. TARTISMA

Memelilerde ovaryumun temel islevi, steroid hormon {iretimi yapmak ve her dstrus
dongiistiinde dollenmeye hazir bir oosit liretmektir. Oosit dondurma, in vitro fertilizasyon,
ovaryum hiperstimiilasyonu, transgenik hayvan iiretimi, ¢iftlik hayvan yetistiriciligi gibi

bir¢ok alanda siiperovulasyon yaygin olarak uygulanmaktadir (Marshall ve Rivera 2018).

Stiperovulasyon  uygulamast  ovaryum  folikiillerinin  gelisimini  uyaran
gonadotropinler (GnRH, FSH ve LH) araciligiyla eksojen olarak yapilmaktadir (Li ve ark.
2024). Bu uygulamanin farkli sektorlerde degisen basari1 oranlariyla kullanildigi bilinmekle
birlikte disi iireme sistemine potansiyel zararlarinin olabilecegi yapilan giincel ¢alismalarda
gosterilmistir (Miyamoto ve ark. 2010, Lee ve ark. 2017, Feng ve ark. 2023).
Siiperovulasyon uygulamalarinin, ovaryum hiperstimiilasyonuna, basarisiz ovulasyona,
serumda bazi hormon diizeylerinin azalmasina, ovaryum hiicrelerinde mitokondriyal
fonksiyonun bozulmasina, oosit ve embriyo kalitesinin diigmesine ve ovaryumda oksidatif
stresin artmasina neden olabilecegi yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir (Ding ve ark. 2017,
Nie ve ark. 2018, Tang ve ark. 2019, Liu ve ark. 2020).

Stiperovulasyon uygulamalarina bagli olarak ovaryum sagliginda meydana gelecek
hasar1 6nlemede ¢esitli ajanlarin degerlendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir (Cao ve ark.
2020, Liu ve ark. 2020,). Endojen bir hormon olan melatonin bir¢ok doku ve organda
homeostazinin saglanmasi ve oksidatif hasarin diisiiriilmesi i¢in gorev alan 6nemli bir
hormondur (Basini ve Grasselli 2024). Ovaryum dokusunda siiperovulasyona bagl
olusabilecek oksidatif hasarin 6nlenmesinde melatonin etkileri ile ilgili molekiiler diizeyde

bilinenler ve yapilan ¢alismalar sinirlidir.

Melatonin antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkiler gibi organizmada
onemli biyolojik fonksiyonlara sahip endojen indolamin bir hormondur (Lv ve ark. 2023).
Bu hormonun antioksidan 6zelligi bilinen diger antioksidanlara kiyasla daha yiiksektir. Bu
nedenle melatoninin ovaryum, oosit ve gamet sagligini koruyarak iireme sistemine katki
sagladigr diisiiniilmektedir (Feng ve ark. 2023). Ovaryum folikiillerinde melatonin
konsantrasyonunun serum melatonin konsantrasyonuna kiyasla daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir (Gelen ve ark. 2022). Ayrica, folikiillerdeki melatonin konsantrasyonu

folikiil biiylimesine bagli olarak da artig gosterebilmektedir. Memelilerde primer folikiillere
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kiyasla graaf folikiillerde melatoninin konsantrasyonu daha yiiksektir. Bu durum
melatoninin ovaryum ve folikil sagligimi1 korumadaki roliinii desteklemektedir (Nakamura

ve ark. 2003, Basheer ve Rai 2016).

Eksojen melatonin uygulamasinin serum melatonin konsantrasyonlarina olan etkileri
ile ilgili yapilan ¢aligmalar tartigmalidir. Zira, yapilan cesitli caligmalarda farkli dozlarda ve
stirelerde eksojen melatonin uygulamasinin serum melatonin seviyelerine olan etkileri farkli
bulunmustur (Song ve ark. 2016, Dokoohaki ve ark. 2017). Isiga duyarli bir hormon olan
melatoninin giindiiz ve 1s18a maruziyet durumunda aktivitesinin azaldig1 bazi arastirmalarda
belirtilmistir (Kennaway ve ark. 2002, Kasahara ve ark. 2010, Zhao ve ark. 2018, Berbest
ve ark. 2019). Bu calismalarin yani sira melatoninin yarilanma omriiniin kisa olmasi
nedeniyle serum melatonin seviyesinin degisiklik gosterdigini belirten caligmalar da
bulunmaktadir (Fourtillan ve ark. 2001, Kennaway ve ark. 2019). Ayrica, Yeleswaram ve
ark. (1997) tarafindan yapilan bir calismada, melatoninin intravenoz uygulanmasina kiyasla
oral aliminin etkisinin daha biiyiik oldugu bildirilmistir. Terron ve ark. (2013) ratlarda 15
hafta silireyle 20 mg/kg dozda eksojen melatonin uygulamasinin serum melatonin
diizeylerine anlamli bir etkisinin olmadigini tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise 5
mg/kg ve 20 mg/kg dozlarda eksojen melatonin uygulamasinin ratlarda serum melatonin
seviyelerine anlamli bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Ratlarin 6tenazi yapildigi giin
melatonin enjeksiyonun yapilmamasi ve Ornek alim zamanin giindiiz olmasit serum
melatonin seviyeleri bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark olmamasina neden olmus
olabilecegi degerlendirilmistir. Gerek literatiirdeki benzer ¢alismalar gerekse bu ¢alismadan
elde edilen bulgular eksojen melatonin uygulamasinin siiresi, 6rnek alim zamani, melatonin
dozu ve yontem gibi faktorlere bagli olarak serum melatonin konsantrasyonlarmin

etkilenebilecegini gostermektedir.

Folikiiler gelisim sirasinda oksidan ve antioksidan tiretimi arasindaki denge 6nemli
bir yer tutmaktadir. Bu denge bozuldugunda folikiil ve ovaryum sagligi olumsuz etkilenerek
ovaryum hasar1 meydana gelebilmektedir (Xiao ve ark. 2019). Yapilan bir¢ok ¢alismada
tekrarlanan siiperovulasyonun ovaryum sagligini olumsuz etkiledigi bildirilse de bazi
caligmalarda tek sefer uygulanan siiperovulasyonun da disi iireme hiicrelerini olumsuz
etkiledigi gosterilmistir (Diamond ve ark. 1987, Van der Auwera ve ark. 2001, Van Blerkom
ve ark. 2001, Chao ve ark. 2005, Zhang ve ark. 2018). Yapilan bu ¢alismada tek seferde

yapilan siiperovulasyon uygulamasinin ovaryumda meydana getirdigi hasar lipid
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peroksidasyon son iiriinii olarak bilinen MDA ile degerlendirilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla sliperovulasyon gruplarinda ovaryum MDA seviyelerinin anlamli olarak azaldig
(P<0,01) belirlense de ratlarda ovaryum dokusunda normalde olmasi gereken MDA
seviyeleri ile ilgili referans aralik bulunmamaktadir. Zira yapilan ¢alismalarda ovaryum
dokusunda MDA miktarinin saglikli kontrol gruplarinda 4-10 nmol/mg protein arasinda
degisen miktarlarda bulundugu bildirilmektedir (Rezaee ve ark. 2015, Bandariyan ve ark.
2021, Demir ve ark. 2021, Nie ve ark. 2018). Her ne kadar siiperovulasyon gruplarindaki
ovaryum MDA seviyeleri kontrol grubu ovaryum MDA seviyelerinden daha az olsa da
kontrol grubu ovaryum MDA seviyeleri literatiirdeki benzer c¢alismalarda bildirilen
seviyelerden yiiksek bulunmamistir. Eksojen gonadotropinlerin uygulandigi ¢alismalarda
ovaryum dokusundaki MDA miktarinin yaklasitk 10-20 nmol/mg protein oldugu
bildirilmistir (Nie ve ark. 2018, Ma ve ark. 2021, Wang ve ark. 2021, Fan ve ark. 2022). Bu
caligmada kontrole kiyasla So, SOM5 ve SoM20 gruplarinda ovaryum MDA seviyelerinin
diisiik olmas1 eksojen gonadotropin uygulamasinin ovaryumda meydana gelebilecek hasara
kars1 koruyucu bir roliiniin olabilecegini akla getirmekle birlikte melatonin uygulamasi

sonucunda olusabilecek etkinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Calismada serum MDA diizeylerinin kontrol ve deney gruplarinda benzer
seviyelerde oldugu tespit edilmistir. Yapilan bazi ¢aligmalarda herhangi bir nedene bagh
olarak gelisen ovaryum hasarinin tedavisinde kullanilan farkli dozlardaki melatoninin serum
MDA diizeylerini anlamli olarak azalttig1 bildirilmistir (Kandemir ve ark. 2017, Jamilian ve
ark. 2019, Isgiider ve ark. 2021). Bu calismada elde edilen bulgularm ilgili ¢alismalardan
farkli olmasindaki temel sebebin kullanilan melatoninin uygulama dozu ve siiresi ile iliskili

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Siiperovulasyonun ovaryumda olasi etkilerini 6nlemek amaciyla farkli dozlarda
eksojen olarak verilen melatoninin ovaryum saglig1 ve ovulasyona olan etkilerini aragtirmak
amaciyla COX-2 geninin ekspresyon seviyesi arastirilmistir. Ovulasyon siireci, folikiiliin
yirtilmas1t ve maternal germ hiicrelerinin salinmasina yol acan bir dizi karmasik
biyokimyasal ve biyofiziksel olay1 igermektedir. Bu siireg, 16kosit ekstravazyonu, proteolitik
ve kollajenolitik aktivitelerin indiiklenmesi gibi akut inflamatuar reaksiyon prosesine
sahiptir. Inflamasyonda merkezi rol oynayan prostaglandinler ovulasyonun merkezi
aracilaridir (Duffy ve ark. 2019). Prostaglandinlerin ovaryumdaki sentezini ve islevini

arastirmak i¢in yapilan ¢aligmalarda fare ve tavsanlara verilen anti-prostaglandinin folikiiler
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yirtilmayr  inhibe ettii ve ovulasyonun tamamlanmadiginin  belirlenmesiyle
prostaglandinlerin ovaryum sagligi i¢in 6nemi belirlenmistir (Armstrong 1981, Lau ve ark.
1974). Prostaglandinlerin sentezinde rol alan COX-2, saglikli oosit olgunlasmasinin
siirdiiriilmesinde, folikiil yirtilmasinda ve ovulasyonun indiiklenmesinde Onemli rol
oynamaktadir (Kokabiyan ve ark. 2023). Preovulasyonda LH ve gonadotropinlerin etkisi ile
COX-2 geninin ekspresyon seviyesi artis gostermektedir (Berisha ve ark. 2019, Derkach ve
ark. 2023). Siiperovulasyon uygulamasinda kullanilan gonadotropinler bu genin
ekspresyonunu gegici olarak indiikklemektedir. PMSG enjeksiyonundan 24 saat sonra hCG
enjeksiyonundan ise 4 saat sonra COX-2 geninin ekspresyon seviyesi tetiklenmektedir. Agca
ve ark. (2013) vyaptiklar1 c¢aligmada tek seferde gergeklestirilen —siiperovulasyon
uygulamasindan sonra ovaryum dokusunda COX-2 geninin ekspresyon seviyesinin yaklasik
52 kat artis gosterdigini bildirmislerdir. Bu calismada da siiperovulasyon gruplarinin
tamaminda COX-2 gen ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli gekilde
artmistir (So, SoMS5 ve SoM20 gruplari igin sirastyla P<0,05; P<0,01; P<0,001). COX-2 gen
ekspresyonunun Agca ve ark. (2013) tarafindan bildirilen bulgulara benzer olarak So ve
SoM5 gruplarinda yaklagik 55 kat artis gostermesinin yani sira SOM20 grubunda yaklasik
92 katlik bir artis oldugu belirlenmistir. Choi ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada hCG
enjeksiyonundan sonra kandaki prostaglandin sentezinin arttigini1 buna bagli olarak da COX-
2 geninin ekspresyon seviyesinin arttigini bildirmislerdir. Benzer olarak yapilan bu
caligmada stiperovulasyon gruplarinda ovaryum dokusunda bu genin ekspresyon seviyesinin
artmasmin temel nedeninin siiperovulasyon uygulamasinda kullanilan hCG enjeksiyonu
oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte yiiksek doz melatonin grubuna gore fazla artis
gOstermesinin sebebinin melatoninle iligkili olabilecegi degerlendirilmistir. Ancak COX-2
geninin ekspresyonunu melatoninin inhibe ettigini belirten ¢esitli ¢aligmalar da
bulunmaktadir (Tamura ve ark. 2009, Yao ve ark. 2019, Pal ve ark. 2022). Bu bulgularin
aksine melatoninin gonadotropin salgisin1 diizenleyerek folikiilogenezi destekledigi
bilinmektedir. Eksojen olarak verilen gonadotropinler folikiil gelisimini, luteinizasyon
mekanizmasint ve prostaglandin sentezini de tetiklemektedir. Prostaglandin miktarinin
artmasi folikiilde COX-2 gen ekspresyon seviyesinin artmasina ve inflamasyona neden
olmaktadir. Ancak Park ve ark. (2020) ve Kokobiyan ve ark. (2023) yaptiklar1 ¢alismada
luteinizasyon veya oksidatif stres durumunda COX-2 mRNA seviyesinin artmasi ile

ovaryum dokuda anti-inflamatuar genlerin ekspresyonunun tetiklendigini bildirmiglerdir.
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Yapilan bu ¢alismada COX-2 geninin ekspresyon seviyesinin artmasi bu genin ovaryum
dokuda ovulasyonu destekledigi ve melatoninin bu gene etkisinin doz bagimli oldugunu
gostermektedir. Siipreovulasyon uygulamasiyla birlikte alinan eksojen melatoninin

ovaryumdaki rolleri ile ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Yapilan c¢alismada siiperovulasyon uygulamasinin ovaryumda fonksiyonel rol
oynayan proinflamatuar gen olan TNF-a ve inflamasyonda aktif rol alan IL-4 genlerinin
ekspresyon seviyelerinin melatonine bagli olarak nasil degistigi arastirilmistir. Bu genlerin
secilmesinin amaci ise melatoninin siiperovulasyon durumunda ovaryumda meydana
gelebilecek oksidatif stres ve inflamasyona etkilerini degerlendirmektir. Kontrole kiyasla
deneme gruplarinda benzer bulunan IL-1 ve TNF-a genleri hiicre proliferasyonu, folikiiler
atrezi ve oosit olgunlasmasi, ovulasyon, korpus luteum olusumu ve gerilemesi gibi
ovaryumda cesitli fonksiyonlara sahiptir (Devoto ve ark. 2009, Basheer ve Rai 2016).
Ovaryum sagliginda TNF-a ile birlikte hareket eden IL-1 bagisiklik sistemi ve ¢evre dokular
arasindaki etkilesimleri koordine etmek igin spesifik hiicre yiizey reseptorii araciligiyla
lokalize olan kiigiik proteinlerdir. Makrofajlar, IL-1, TNF-o ve graniilosit dahil olmak iizere
cesitli sitokinler ovaryumda gorev alirlar. Disilerde bu sitokinlerin inflamasyona bagli olarak
ovaryum ve folikiil saglig1 tizerinde etkilerinin oldugu bildirilmistir (Lliberos ve ark. 2021).
Folikiil luteinizasyonunda gorev alan ROT un kaynagi da makrofajlar ve bu sitokinlerdir
(Lliberos ve ark. 2021). Bazi galismalarda ovaryum hasarinin gelismesiyle birlikte verilen
melatoninin TNF-a ve IL-1§ genlerinin ekspresyon seviyesini azalttigi bildirilmistir
(Jamilian ve ark. 2019, Pal ve ark. 2022, Al-Shahat ve ark. 2022). Yapilan bu c¢aligmada
kontrole kiyasla deneme gruplarinda TNF-o ve IL-14 genlerinin ekspresyon seviyelerinde
anlamli bir fark olmamasmda melatonin dozu, uygulama sekli ve siiresinin etkili

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bcl-2 apoptozu 6nlemede ve hiicrenin hayatta kalmasinda gorev almaktadir. Ancak
oksidatif stres durumunda Bcl-2 geninin ekspresyonu doku ve hiicrelerde azalmaktadir
(Roshanaee ve ark. 2022). Rodentlere eksojen olarak uygulanan gonadotropinlerin
ovaryumda bu genin ekspresyonunu tetikledigi ve hiicre sagligina olumlu etkilerinin oldugu
bilinmektedir (Xiao ve ark. 2001). Yapilan bir ¢alismada ratlarda gonadotropin eksikligi
durumunda ovaryumda Bcl-2 geninin ekspresyonunun azaldigi ve hiicre Olimiiniin
gerceklestigi bildirilmistir (Tilly ve ark. 1995). Bu bulgularin yani sira gonadotropin

salimimini diizenleyen ve hiicre 6liimiinii 6nledigi bilenen melatoninin de ovaryumda Bcl-2
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geninin ekspresyonunu arttirarak apoptozu inhibe ettigi bildirilmektedir (Barberino ve ark.
2017, Jang ve ark. 2017). Yapilan bu ¢calismada Bcl-2 geninin ekspresyon seviyesinin benzer
cikmas1 tek seferde ve belirli dozlarda yapilan siiperovulasyon uygulamasinin
luteinizasyonu destekledigi bu nedenle anti-apoptotik bu genin ekspresyonunu
etkilemedigini disiindirtmektedir. Nie ve ark. (2018) 5 kez tekrarlanan siiperovulasyon
uygulamasinin farelerde Bcl-2’yi inhibe ettigi ve apoptozu destekledigini bildirmislerdir.

Bulgular yapilan bu ¢alisma bulgularini destekler niteliktedir.

Stiperovulasyonun folikiilogenez ve ovaryum sagligina olasi olumsuz etkilerine kars1
melatoninin doz bagimli etkilerini belirlemek amaciyla PGR geninin ekspresyon seviyesinin
incelenmesi amaglanmistir. Folikiilogenezin siirdiiriilmesi ve saglikli ovulasyonun
gerceklesmesinde bir¢cok gen gorev almaktadir. Bunlardan en bilineni ve bu ¢alismada
aktivitesi arastirilan PGR geni kontrol grubuna kiyasla SoM20 grubunda yaklasik 7 kat fazla
ifade edilmistir (P<0,001). PGR, ovaryumdan oosit salinmasini ve ovulasyonu kontrol
etmesi nedeniyle disi lireme sisteminde ovulasyon i¢in gerekli bir transkripsiyon faktoriidiir
ve progesteronun artigina paralel olarak hiicre i¢inde ifadesi artmaktadir (Robker ve ark.
2009). Rodentlerde ovulasyon oncesi LH artis1 bu genin ekspresyonunu gegici olarak
tetiklemektedir (Friberg ve ark. 2009, Coelho ve ark. 2022). Yapilan bir ¢alismada
gonadotropinlerce uyarilan folikulogenezde ovulasyon basarisinin bu genle iligkili oldugu
bildirilmistir (Akison ve ark. 2014). Ancak yapilan bir bagka calismada ovaryum hasarinin
olusmast durumunda toplam folikiil miktarinda bir azalma oldugu fakat PGR geninin
ekspresyon seviyesinde herhangi degisiklik olmadig bildirilmistir (Kathy ve ark. 2023).
Diger bazi1 caligmalarda ise sliperovulasyon uygulamasinin ardindan bu genin ekspresyon
seviyesinin arttig1 bildirilmistir (Agca ve ark. 2013, Choi ve ark. 2018). Bu bulgularin yani
sira melatonin de ovaryumda PGR geninin ekspresyonunu tetiklemektedir (Abd-Allah ve
ark. 2003). Ezzati ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada melatonin uygulama siiresine
bagli olarak ovaryumda PGR geninin mRNA miktarini yaklasik 5 kat arttirdig: bildirilmistir.
Bu calismaya benzer olarak ovaryum dokusunda PGR geninin mRNA seviyesinin

artmasinin nedeni 20 mg/kg dozda uygulanan melatonin oldugu diisiiniilmektedir.

Stiperovulasyonun ovaryumda Yol acabilecegi oksidatif strese karsi melatoninin doz
bagiml etkisini belirlemek amaciyla antioksidan siteminin temelini olusturan NRF2’nin gen
ekspresyon seviyesinin incelenmesi amaglanmistir. NRF2 geni oosit farklilasmasi sirasinda

ovaryum hiicrelerinde olusan oksidatif strese karsi antioksidan genlerin ekspresyonunu
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uyararak hiicre icindeki olas1 hasar1 engellemede gorev almaktadir (Baird ve Yamamoto
2020). Bu genin baskilanmast ovaryum sagligini, folikiil gelisimini ve fertilizasyonu
olumsuz etkileyerek ovaryumda meydana gelen oksidatif stresin artmasina ve ovaryum
hasarmin meydana gelmesine neden olmaktadir (Jiang ve ark. 2021). Yapilan ¢alismalarda
melatoninin ovaryum hiicrelerinde NRF2 genini etkileyerek ovaryum sagligini korudugu
ancak bu durumun doz bagimli oldugu bildirilmistir (Kim ve ark. 2019, Kim ve ark. 2020,
Sun ve ark. 2020, Zhan ve ark. 2022). Benzer olarak yapilan bu ¢alismada kontrol grubuna
kiyasla deneme gruplarinda NRF2 geninin mRNA seviyesinde anlamli bir degisiklik

olmamasi melatonin dozundan kaynaklandigini diistindiirmiistiir.

Stiperovulasyon durumunda melatonin uygulamasinin ovaryum saglig: tizerindeki
etkilerini anlamak amaciyla oosit sagligindan sorumlu aday gen olan BMP15 geninin
ekspresyon seviyesinin incelenmesi amaglanmistir. BMP15 folikiil gelisiminde, kiimiilis
hiicreleri ve oosit arasinda iletisimi saglamada, FSH duyarliliginin diizenlenmesinde,
apoptozun Onlenmesinde, oosit gelisiminin desteklenmesinde ve folikiilogenezin
stirdiiriilmesinde rol almaktadir (Yoon ve ark. 2015, Liu ve ark. 2021). Bu genin ekspresyon
seviyesinin diigmesi fertilizasyon ve ovaryum sagligini olumsuz etkilemektedir (L1 ve ark.
2014). Yapilan ¢esitli ¢alismalar siiperovulasyon ve ovaryum yaslanmasi gibi ovaryum
hasarinin olustugu durumlarda bu genin ekspresyon seviyesinin azaldigini bildirmektedir
(Thornton ve ark. 2015, Jahanbakhsh ve ark. 2018). Bununla birlikte bu ¢alismada gruplar
arasinda BMP15 gen ekspresyon seviyeleri bakimindan anlamli bir fark bulunmamaistir.
Siiperovulasyon uygulamasinin ovaryum hasarina neden olmadig bu nedenle de BMP15
geninin ekspresyon seviyesinde herhangi bir degisiklik olmamas1 beklenir bir bulgu olarak

degerlendirilmistir.

Melatoninin siiperovulasyona kars1 ovaryumda meydana gelebilecek oksidatif stres
durumuna etkilerini belirlemek amaciyla OSGIN1 geninin ekspresyon seviyesinin
incelenmesi amaglanmistir. OSGIN1 hem apoptotik hem de antioksidan 6zelliklere sahip
olan, pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar diizenleyici olarak hiicresel homeostaziste anahtar
rol oynayan bir gendir (Romanoski ve ark. 2011, Schrottmaier ve ark. 2014). Hedef
dokularda oksidatif strese yanit olarak p53’iin aktivasyonuyla OSGIN1 geninin ekspresyonu
indiiklenmektedir (Yao ve ark. 2008). Dokularda oksidatif stresin azalmasinda etkili olan bu
genin graniiloza hiicrelerinde ekspresyon seviyesinin LH aktivitesine bagli olarak arttigi

belirtilse de baz1 ¢alismalarda LH indiiksiyonu ile bu gen aktivitesinde anlamli degisiklikler
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olmadig bildirilmistir (Ong ve ark. 2004, Gilbert ve ark. 2012, Agca ve ark. 2013, Komuczki
ve ark. 2022). Bu durumun doku spesifik oldugu, her doku ve hiicrede ayni etkiyi
gostermedigi belirtilmektedir (Gilbert ve ark. 2012). Yapilan bu ¢alismada kontrol grubuna
kiyasla deneme gruplarinda anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir. Bu duruma temel
sebebin oksidatif stresin ovaryum dokusunda yiiksek olmamasindan kaynaklanmis

olabilecegi degerlendirilmistir.

Stiperovulasyonun ovaryumda meydana gelebilecek olas1 hasar1 dnlemek amaciyla
farkli dozlarda eksojen olarak verilen melatoninin ovaryum ve oosit sagligina etkilerini
incelemek icin EREG geninin ekspresyon seviyesi arastirilmasi amaglanmistir. EREG,
memelilerde in vitro oosit olgunlasmasini ve kiimiiliis hiicrelerinin genislemesini
indiikledigi i¢in LH sinyaline bagli olarak hareket etmektedir (Prohazka ve ark. 2000, Su ve
ark. 2002). LH dalgalanmasinin ardindan EREG mural graniiloza hiicreleri tarafindan
salgilanir ve kiimiiliis hiicreleri ilizerinde parakrin aracilar olarak goérev alir (Adir ve ark.
2017). Folikiilogenezin son agamasinda EREG geni upregiile olmaktadir (Richani ve
Gilchrist 2018). EREG genin ekspresyon seviyesinde meydana gelen bu artis saglikli bir
ovulasyonun gerceklesmesi i¢in 6nemlidir. Zira EREG geni ovulasyonda ve kiimiiliis oosit
hiicrelerinin genislemesinde diizenleyici olarak gorev almaktadir (Liu ve ark. 2010). Yapilan
cesitli ¢alismalarda ovaryum dokusunda bu genin ekspresyonunun gonadotropinlerce hizli
ancak gegici olarak tetiklendigi bildirilmistir (Espey ve ark. 2002, Sekiguchi ve ark. 2004,
Agca ve ark. 2013, Assidi ve ark. 2010). Yapilan bu c¢alismada siiperovulasyon
uygulamasimin bu genin ekspresyon seviyesine herhangi bir etkisinin olmadig
belirlenmistir. Elde edilen bu bulgu eksojen gonadotropin uygulamasinin folikiilogenezi
molekiiler olarak olumsuz etkileyebilecegini diisiindliirmektedir. Yapilan caligmalarda
melatoninin doz bagimli olarak EREG geni lizerinde etkili olmadigi bildirilse de bazi
caligmalarda melatoninin EREG geninin ekspresyonunu indiikledigi bildirilmistir
(Contreras-Navarro ve ark. 2020, Yang ve ark. 2021). Benzer olarak yapilan bu galismada
20 mg/kg dozda uygulanan melatoninin ovaryum dokusunda EREG gen ekspresyon
seviyesinin yaklasik 5 kat anlamli olarak artirdigi belirlenmistir (P<0,001). Elde edile bu
bulgu melatonin bu gen tlizerinden ovulasyon ve oosit sagligi i¢in olumlu etkiye sahip

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan korelasyon analizlerinde serum MDA seviyesi ile Bcl-2 ve NRF2 genleri

arasinda pozitif korelasyon bulunmasi (sirasiyla P<0,001; P<0,01), serumda meydana gelen
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hasarin apoptoz ve antioksidan mekanizmalar1 tetikledigini gostermektedir. Serum MDA
miktarinin Bcl-2 ve NRF2 genleriyle korelasyonuna dair net bir ¢alisma bulunmamasina
ragmen yapilan c¢aligmalar ROT miktarmin artisina bagli olarak bu genlerin ekspresyon
seviyesinin arttigini bildirmistir (Abdelrahman ve Abdel-Rahman 2019, Qiao ve ark. 2021).
Bu bulgularin yani sira bazi ¢aligmalar serum MDA seviyesindeki artigin Bcl-2 geninin
ekspresyon seviyesini azalttigini1 belirtmistir (Luo ve ark. 2015, Faawzy ve ark. 2021).
Stiperovulasyon durumunda serum MDA seviyesi ile Bcl-2 geni arasindaki iliskiye dair
yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak gonadotropinlerin (FSH ve LH) oositin hayatta
kalma mekanizmasimi tetikledigi  bilinmektedir. Bazi  calismalarda, eksojen
gonadotropinlerin ovaryumda Bcl-2 genini indiikledigi bildirilmistir (Tilly ve ark. 1999, Hsu
ve Hsueh 2000, Parborell ve ark. 2008). Eksojen gonadotropin uygulamasinin yapildigi bu
caligmada serum MDA miktariyla Bcl-2 geninin pozitif korelasyon gostermesi sistemik bir
hasarin ovaryum dokusunda Bcl-2 genini etkileyebilecegini disiindiirmektedir. Ancak bu
bulgunun desteklenmesi i¢in ek ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Serum MDA seviyesinin NRF2
geni ile olan pozitif korelasyonu da mevcut literatiir ile uyum gostermektedir. Yapilan ¢esitli
caligmalarda ovaryumda meydana gelen hasar durumunda bu genin ekspresyon seviyesinin
arttig bildirilmistir (Liu ve ark. 2018, Chen ve ark. 2022, Sun ve ark. 2020, Taheri ve ark.
2021, Fan ve ark. 2022).

IL-/5 geni ile Bcl-2 ve OSGIN1 genleri arasinda pozitif korelasyon oldugu
belirlenmistir (P<0,05). IL-74 geni ile Bcl-2 ve OSGIN1 genleri arasindaki iliski hakkinda
bilinenler sinirlidir. Ancak ovaryum dokusunda meydana gelen inflamasyon durumunda IL-
1§ geninin ekspresyonunun arttig1 ve apoptoz mekanizmasinda gorev alan OSGIN1 geninin
ekspresyon seviyesinde etkilendigi bilinmektedir. Bu ¢alismanin korelasyon sonuglari
genlerin temel islevleri bakimindan literatiirii desteklemektedir. Rodentlerde IL-/f’nin
ovulasyonda, apooptoz mekanizmasinin diizenlenmesinde gorev aldigi bilinmektedir
(Brannstrom ve ark. 2004, Yang ve ark. 2018, Silva ve ark. 2020). Bcl-2 geni ise graniiloza
hiicrelerde folikiiler artreziyi dnleyerek ovulasyona katki saglamaktadir (Yang ve ark. 2018).
Yang ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada primer oosit eksikligi olan hastalarda bu iki genin
ekspresyonunun hasta grupta birlikte azaldigin1 bildirmislerdir. IL-74 geni ile OSGIN1 ve
Bcl-2 genlerinin birbirlerine etkilerini belirlemek amaciyla daha fazla ¢alismaya ihtiyag

vardir.
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Bcl-2 geni ile NRF2 ve BMP15 genleri arasinda pozitif korelasyon oldugu
belirlenmistir (sirasiyla P<0,01; P<0,05). Bcl-2 ve NRF2 genlerinin korelasyon gostermesi
bu genlerin hiicrenin hayatta kalmasinda birbirlerini pozitif yonde etkilediklerini
gostermektedir. Anti-apoptotik gen olan Bcl-2 ve hiicrenin antioksidan mekanizmasinda
merkezi rol oynayan NRF2 geninin korelasyonu yapilan literatiir ¢alismalari ile uyumludur
(Guo ve ark. 2021, Jiang ve ark. 2021, Sun ve ark. 2020). BMP15 geni apoptoz
mekanizmasini Onleyerek ovaryum sagligini ve oosit gelisimini olumlu etkilemektedir (Liu
ve ark. 2021). Anti-apoptotik etki gosteren Bcl-2 geni ile BMP15 geninin korelasyonu ise
ovaryum sagliginda bu genlerin birlikte hareket ederek folikiilogenezi desteklemede gorev

aldiklarini1 gostermektedir. Bu genler arasindaki korelasyon mevcut literatiir ile uyumludur.

NRF2 geni ile BMP15 ve OSGIN1 genleri arasinda pozitif korelasyon oldugu
belirlenmistir (P<0,05). NRF2 geni ile BMP15 geninin korelasyonunu belirten bir ¢aligma
olmamasina karsilik folikiilogenez sirasinda oosit sagligini koruma da her iki geninin
ekspresyon seviyesinin arttigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (Yoon ve ark. 2015, Kim
ve ark. 2020). Hiicrede oksidatif stresin artmasi NRF2 sinyal yolagi araciligiyla OSGIN1
geninin tetiklenmesine neden olmaktadir (Tsai ve ark. 2017). Ancak bu durum dokuya bagli
olarak farklilik gosterebilmektedir (Yan ve ark. 2014, Khoi ve ark. 2022). Komuczki ve ark.
(2022) ovaryumda ROT miktarinin artisina paralel olarak NRF2 sinyal yolaginin aktive
oldugunu buna baglh olarak da OSGIN1 geninin ekspresyon seviyesinin arttigini
bildirmiglerdir. Korelasyon sonuglar literatiir ile uyum gostermesine karsilik ovaryum
saglig1 ve folikiilogenezde bu genlerin birbirleriyle iligkilerini belirlemek amaciyla daha

fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

COX-2 geni ile PGR ve EREG genleri arasinda korelasyon olmasi (P<0,001)
folikiilogenez ve ovulasyonda bu genlerin birlikte hareket ettiklerini gostermektedir.
Ovaryum dokusunda ROT miktariin ve prostaglandin sentezinin artmasi COX-2 genini
indiiklemektedir. Bu genin ekspresyonunun artist PGR genini tetikleyerek ovaryum
dokusundaki ROT konsantrasyonunun azalmasina yardimci olmaktadir (Park ve ark. 2020).
Yapilan galismalarda ovaryum dokuda COX-2 ve PGR genlerinin ekspresyonun birlikte
arttigi bildirilmistir (Sekiguchi ve ark. 2004, Park ve ark. 2004, Shimada ve ark. 2006). Bu
calismalardan elde edilen bulgular PGE2’nin artisiyla indiiklenen COX-2 geni ile
luteinizasyon sekillenmesinde gorev alan PGR genlerinin pozitif korelasyon gosterdiklerini

ortaya koymaktadir. Park ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada ovaryum dokusunda COX-2
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geninin  EGF ailesine  mensup genlerin  ekspresyon seviyesi tetikleyebilecegini
bildirmislerdir. COX-2 geninin ovaryum dokuda ve folikiilogenezde aktif rol alan EREG
geninin ekspresyonunu tetiklemesi ise ovulasyonun tetiklenmesinde birlikte rol aldigim
gostermektedir. Zira COX-2 geni her ne kadar pro-inflamatuar gen olarak bilinse de ovaryum
dokusunda ovaryum sagligi ve folikiil gelisiminde 6nemli rol aldigi yapilan bu tez
calismasinda ortaya konmustur. Ovaryum dokusunda siiperovulasyon uygulamasiyla birlikte
alinan melatoninin bu genlerin ekspresyon seviyesine etkisi ve genler arasindaki iliskilerin

arastirilacagi ek ¢alismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC

Yapilan bu ¢aligsmada siiperovulasyon uygulamasinin ovaryum sagligina etkileri hem
molekiiler hem de biyokimyasal agidan arastirilmistir. Elde edilen bu bulguda tek seferde ve
40 ng dozda GnRH, 300 1U/kg dozda PMSG ve 300 1U/kg dozda hCG hormonlart ile yapilan
stiperovulasyonun ovaryum dokuda hasara neden olmadigini ve eksojen gonadotropinlerin
folikiilogenezi destekledigini gostermektedir. Ancak siiperovulasyon uygulamasinin
ovaryum sagligmi ve folikiilogenezi molekiiler diizeyde olumsuz etkileyebilecegi

diistiniilmektedir.

Inflamasyonda ve prostaglandin sentezinde goérev alan COX-2 gen ekspresyon
seviyesinin deneme gruplarinda artmast (So, SoMS5, SoM20) eksojen olarak uygulanan
gonadotropinlerin folikiilogenezi destekledigi buna bagli olarak da prostaglandin sentezini
arttirdigini diistindiirmektedir. Prostaglandin sentezine yanit olarak artan COX-2 geninin
ekspresyon seviyesinin SoM20 grubunda yaklasik 92 katlik bir artig gostermesinin nedeni
ise melatoninin bu gene etkisinin doz bagimli oldugunu goéstermektedir. Ovaryum
dokusunda EREG ve PGR genlerinin ekspresyon seviyelerinin siiperovulasyonla birlikte
uygulanan 20 mg/kg melatonin dozunda anlamli olarak artig gdstermesi melatonin ovaryum
ve folikillogenez saghigina doz bagimli olarak olumlu etkisinin oldugunu ortaya

koymaktadir.

Calismada yapilan korelasyon analizlerinin sonucunda serum MDA seviyeleri ile
Bcl-2 ve NRF2 genleri arasinda pozitif korelasyon olmasi serum MDA seviyesinde meydana
gelecek bir artisin ovaryum dokuda antioksidan sistemi ve apoptoz mekanizmasini
tetikleyebildigini ortaya koymaktadir. Bu durum serum MDA seviyesine bakarak ovaryum
dokuda bu genler ile ilgili fikir sahibi olunabilecegini diisiindiirmektedir. Ovaryumda COX-
2 geni ile PGR ve EREG genleri arasinda pozitif korelasyon olmasi bu genin ovaryum sagligi
ve folikiilogenezde aktif rol aldigin1 gostermektedir. IL-74 geni ile Bcl-2 ve OSGIN1 geni
arasinda pozitif korelasyon olmasi ovaryumda meydana gelen bir hasar durumunda apoptoz
mekanizmasinin tetikleyebilecegini akla getirmektedir. Bcl-2 geni ile NRF2 ve BMP15 geni
arasinda pozitif korelasyon olmasi ise ovaryum dokuda Bcl-2 aktivitesi ile NRF2 ve BMP15
genlerinin ekspresyonunun etkilenebilecegini gostermektedir. Bu bulgu ovaryum dokusunda
ROT veya oksidatif stres durumunda Bcl-2 geninin ekspresyon seviyesindeki artigin
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ovaryum sagligin1 dogrudan etkileyebilecegini ortaya koymaktadir. Ancak bu bulgunun
dogrulanmasinda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Folikiilogenez ve ovulasyonda
merkezi rol alan PGR geni ile EREG geni arasinda pozitif korelasyon olmasi1 ovaryum sagligi

i¢cin bu genlerin birbirlerini pozitif olarak uyardigini géstermektedir.

Sonug olarak siiperovulasyonla birlikte 20 mg/kg dozda melatonin uygulamasinin
ovaryum sagligini koruyarak folikiilogenezi destekleyebilecegi degerlendirilmistir. Ancak
tekrarlanan siiperovulasyon uygulamasiyla birlikte melatonin enjeksiyonunun ovaryum

dokusuna etkilerini belirlemek i¢in yeni aragtirmalara ihtiyag vardir.
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