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OZET

DHEA iLE INDUKLENEN PKOS FARE MODELINDE NARINGENIN’IN
ENDOMETRIYAL RESEPTIVITE UZERINE OLAN KORUYUCU
ETKIiLERI

Ozlem DELIBAS
Sivas Cumhuriyet Universitesi Saglhk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Damsman: Prof. Dr. Serpil UNVER SARAYDIN
2024, xv+107 sayfa

Calsmada deneysel olarak olusturulan PKOS fare modelinde
Naringenin’in - endometriyal reseptivite tizerine olan etkilerinin histopatolojik,

morfometrik ve immiinofloresan yontemlerle incelenmesi amaglandi.

Cahgsmada viicut agrhg yaklagikk 15-20 gram arasmda degisen 25
giinlik Swiss albino cinsi 40 adet disi fare kullanildi Fareler rastgele bes gruba
ayrildi. PKOS modeli olusturmak icin farelere dehidroepiandrosteron (DHEA)
(6 mg/100g) 0,2 mL susam yag icinde ¢oOziilerek 30 giin boyunca giinde bir
kez subkutan (sc.) enjekte edilerek uyguland. Kontrol grubundaki farelere 30
giin boyunca susam yad enjekte edildi PKOS olusan fareler her grupta sekiz
fare olacak sekide PKOS (model grup), naringenin, metformin ve
naringenintmetformin ~ uygulanan ~ tedavi  gruplarma ayrildi. PKOS
indiiksiyonundan sonra naringenin ve metformin yedi gin boyunca tek basma
ve kombinasyon halinde uygulandi Bu siiregte kontrol ve PKOS grubundaki
farelere %1 karboksimetil seliloz (CMC) ve salin ¢ozeltisi oral gavaj
aracihgryla yedi giin boyunca uygulandi Yedinci giiniin sonunda tim deney
gruplarma intraperitoneal glukoz tolerans testi (IPGTT) yapildi Ardindan tiim
deney gruplarmda endometriyal reseptivitc modeli olusturuldu.  Fareler
dordiincii  giin  sakrifiye edildi Alman wuterus dokulari histopatolojik,

morfometrik ve immiinofloresan yontemler kullanilarak degerlendirildi.
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PKOS grubunda uterus agmhg, luminal epitel yiiksekligi, subepitelyal
stroma kalmhgt ve endometriyal bez sayisida artiy belirlendi. Naringenin
tedavisinin  epitel  yiikkseligini, subepitelyal stroma kalmhgm ve uterus
agrhgm azaltmada yeterli olmadig goriildi. Naringenin +metformin tedavisi
histopatolojik hasar1 1iyllestrmede daha etkili olabilir. Naringenin uterusta
kollajen birikimini azaltmada etkilidir, ancak metformin ile kombinasyonunun
kollajen birkimini azaltmada daha etkili oldugu goriildi. Musinl (MUC1) ve
Homeobox A10 (HOXA10) iyi bilinen endometriyal resptivite belirtecleridir.
MUCL1, integral bir transmembran misin glikoproteinidir ve endometriyal
epitelin apikal ylizeyinde eksprese edilir. Uterus reseptivitesi sirrasmda
ekspresyonun baskilanmast  embriyo imlantasyonu  i¢cin  Onemlidir.
Immiinofloresan boyama sonuglari PKOS grubunda MUC1 ekspresyonunun
arttigmi  ve  naringenintmetformin  tedavismin @ MUC1’in  ekspresyonunu
azaltabilecegini gosterdi. HOXALO0 embriyo implantasyonu ile iligkili ¢ok
sayida genin diizenlenmesinde rol oynayan transkripsiyonel bir faktordiir.
PKOS grubunda stromada HOXAL10'un ekspresyonunun azaldigi goriildii.
Ancak naringenin+metformin  tedavisinden sonra stromada HOXAL0'un
ekspresyonu artmustir.  Sirtuinl  (SIRT1) bir histon deasitilazdr ve hedef
molekdilleri deasetile ederek veya gen transkripsiyonunu baskilayarak birgok
hiicresel yolu etkiler. Endometriyal reseptivite swasmda SIRT1  stromal
hiicreler tarafindan eksprese edildi. Fakat PKOS grubunda SIRT1 ekspresyonu
stromada Onemli Olglide azaldi Naringenin’in tek basma veya metformin ile
birlikte uygulanmasi stromal SIRT1 ekspresyonunun geri kazammmda etkili
olmadi.

Bu caligma naringenin'in tek basma veya metformin ile birlikte PKOS
kaynakh endometriyal reseptivite hasart iizerinde koruyucu bir etkiye sahip
olabilecegini gostermistir. Naringenin'in  terapdtik  etkisinin - hangi  mekanizma
ile gerceklestigini aciklamak i¢in daha kapsamh cahsmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Naringenin, PKOS, Endometriyal Reseptivite, Uterus
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ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECTS of NARINGENIN on ENDOMETRIAL
RECEPTIVITY in DHEA INDUCED PCOS MOUSE MODEL

Ozlem DELIBAS
Sivas Cumhuriyet University Health Sciences Institute

Department of Histology and Embryology

Advisor: Prof Dr. Serpil UNVER SARAYDIN
2024, xv+107 pages

The aim of this research is to investigate the effects of naringenin on
endometrial receptivity by histopathological, morphometric and
immunofluorescence methods in an experimentally induced PCOS mouse

model.

In the study, 40 female Swiss albino mice of 25 days of age with a body
weight of approximately 15-20 g were used. The mice were randomly assigned
to five groups. To establish the PCOS model, dehydroepiandrosterone (DHEA)
(6 mg/100g in mice) were dissolved in 0.2 mL sesame oil and injected
subcutaneously (sc.) once daily for 30 consecutive days. The mice in the
control group were injected only with sesame oil for 30 days. The mice with
PCOS were divided into four groups: PCOS, naringenin, metformin and
naringenin+metformin. There were eight mice in each group. After the PCOS
induction, naringenin and metformin were administered alone and in
combination for 7 days. In this process,1% carboxymethyl cellulose (CMC)
and saline solution were administered by oral gavage in the control and PCOS
groups for 7 days. At the end of the 7™" day, intraperitoneal glucose tolerance
test (IPGTT) was performed in all experimental groups. Subsequently, the
endometrial receptivity model was established in all experimental groups. The
mice were sacrificed on day 4. The uterine tissues were evaluated by

histopathological, morphometric and immunofluorescence methods.

Uterine weight, height of the Iluminal epithelium, thickness of the

subepithelial stroma and number of endometrial glands were increased in the

viii



PCOS group. Naringenin therapy was not sufficient to reduce the epithelial
height, the subepithelial stroma thickness and the uterine weight. However, the
naringenintmetformin  therapy may be more effective in improving the
histopathological damage. Naringenin is effective in reducing the accumulation
of collagen in the uterus, but the combination with metformin were found to be
more effective in reducing collagen accumulation. Musinl (MUC1) and
HomeoboxA10 (HOXA10) are well-known endometrial receptivity markers.
MUC1 is an integral transmembrane mucin glycoprotein and is expressed on
the apical surface of the endometrial epithelium. The suppression of expression
during uterine receptivity is important for embryo implantation. In the
immunofluorescence staining results showed that MUC1 expression was
increased in PCOS group and naringenintmetformin therapy may be reduce
the MUC1 expression. HOXAL10 is a transcriptional factor involved in the
regulation of numerous genes associated with embryo implantation. In PCOS
group, HOXAL0 expression was decreased in the stroma. However, the
expression of HOXA10 in the stroma was increased after therapy with
naringenintmetformin.  Sirtuinl (SIRT1) is a histone deacetylase and affects
many cellular pathways by deacetylating target molecules or suppressing gene
transcription. SIRT1 was expressed in stromal cells during endometrial
receptivity. However, SIRT1 expression in the stroma was significantly
reduced in the PCOS group. Therapy of the naringenin alone or in combination

with metformin was not effective in the restoration of SIRT1 expression.

This study showed that the naringenin alone or combined with
metformin  may have a protective effect on PCOS induced endometrial
receptivity damage. The more comprehensive studies are needed to explain the

mechanism by which the therapeutic effect of naringenin is achieved.

Keywords: Naringenin, PCOS, Endometrial receptivity, Uterus
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS) dogurgantk ¢agndaki kadmlarm
yaklagik %5-10'unu etkileyen ireme ve endokrin bozukluklar ile seyreden
Klinik ~ bir  sendromdur. PKOS hiperandrojenemi,  polikistik  ovaryan
degisiklikler,  ovulasyon  disfonksiyonu ve  msiilin direnci (IR) ile
karakterizedir. Bununla birlikte PKOS'un patogenezi simdiye kadar net bir
sekilde aydmlatlamamistr ve simdiye kadar hiperandrojenemi, IR, kronik
inflamatuar yant ve oksidatif stres ile iliskili olabilecegi belirtimisti. Bu
patofizyolojik degisiklikler kadm infertilitesine neden olabilmektedir ve bu da
sosyal gelisin ve aile hayati iizerinde biiylikk bir etkiye sahiptir. Son yillarda
PKOS'da tedavilerin etkisi ve mekanizmasma odaklanan arastrmalar biiyiik
ilgi gormiistiir ancak etkili miidahale stratejisi hala smrlidir (Khan vd., 2019).

PKOS hastalarmda ovulasyon bozukluklar1 diizeltilebilse de gebelik
oranlarmm diisiikk kaldigi ve spontan gebelik kaybi oranlarmm yiksek oldugu
bildirimistir. Bu durum PKOS’un uterusta fonksiyon bozukluguna ve bdylece
infertiliteye  neden  olabilecegini  gostermektedir. PKOS'u  kadmlarn
endometriyumu  kapsamh bir sekide c¢ahsimamustr. Ancak baz  kantlar
implantasyon basarisizigma, disiiklere ve hatta endometriyal kansere neden
olan anormal gen ekspresyonunu desteklemektedir (Zhao vd., 2022). PKOS
olgularmda anovulasyon yasayan kadmlarda yiiksek Ostrojen seviyelerinden
dolayr endometriyal hiperplazi ve endometriyal kanser riski artar. Cahsmalar
PKOS olan kadmlarda endometriyal kanser riskinin diger kadmlara gére daha
fazla oldugu bildirmektedir (Achache&Revel, 2006; Fearnley vd., 2010).
Normal bireylere gore PKOS’lu hastalarda oksidatif stres markwrlarmmn da
Oonemli derecede artnus oldugu gosterilmistir. Asmt serbest oksijen radikali
tretimi sonucunda PKOS, endometriyozis ve aciklanamayan infertilite
problemlernin de arttizi yapilan ¢ahgmalarla  bildirilmistr. PKOS ve
endometriyal reseptivite arasmda oksidatif strese bagh gelisen dogrudan bir
iliskide mevcuttur (Furat Rencber wvd., 2018; Carson & Kallen, 2021;
Mohammadi, 2019; Shan vd., 2022).



Dogal olarak bulunan bir flavonoid olan naringenin agrlikh olarak
turunggillerde  bulunmaktadr. Genis biyolojik  aktivitelere  sahip  oldugu
gosterilmistir. Bircok preklnik ve klink ¢ahsma antioksidan, antidstrojenik,
antiinflamatuar, antidiyabetik, antihiperlipidemik, antikanserojen ve
antifibrotik olarak yararlh rolinii gostermistir. Daha Onceki cahsmalar da
naringenin'in  infertilite, endometriozis ve gebelikte olumiu sonuglar verdigini
belirtmistir (Rashid vd., 2023). Insilin duyarhhgm artrict bir ilag olan
metformin  skklkla PKOS ile iligkili mfertilite de ilk basamak tedavi olarak
kullammaktadr. Cahsmalar naringenin'in  AMP ile aktive olan protein kinaz
(AMPK)'m  ekspresyonunu  arttrarak ~ metformin  benzeri  etkileri ile
enflamasyon ve hiicre proliferasyonunu azaltan etkilerini  bildirmistir (Nyane
vd., 2017). Ayrica polifenollerin steroidlerle olan yapisal benzerligi nedeniyle
naringenin’in PKOS'ta yer alan degismis steroidojenik enzimler tizerinde etkili
olabilecegi diistiniimiistir. Naringenin PKOS yonetimi i¢in olas1 bir potansiyel
etkiye sahip olabilmektedir (Cai vd., 2023; Rashid vd., 2023).

Bu c¢alismada DHEA il indiiklenen PKOS fare modelinde olusan
endometriyal reseptivite hasar1 {izerine naringenin'in  iyilestirici  etkilerinin
histopatolojik, — morfometrk ve  immiinofloresan  yontemler  kullamlarak

gosterilmesi amaglanmistir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Uterus

2.1.1. Uterus Embriyolojisi

Gelisimin  {glincii  ve sekizinci haftalarmda {ic germ yaprag olan
ektoderm, mezoderm ve endodermin farklanmasi sonugu doku ve organlarm
gelistigi  donem embriyonik donem olarak adlandridmaktadr.  Ektodermal
germ tabakasmdan merkezi ve periferik sinr sistemi elemanlari, epidermis ve
duyu organlarmm epiteli gbi yapilar gelismektedi. Mezodermal germ
tabakasmdan {rogenital sistem organlari olan bdbrek ve gonadlar vaskiiler
sistem  gelismektedir. Endodermal germ tabakasmdan ise gastrointestinal

sistem, solunum sistemi ve mesane epiteli gibi yapilar gelismektedir (Sadler,



2004). Embriyonun cinsiyeti genetikk ac¢idan fertilizasyon swrasmda belli olsa
da disi ya da erkek gonadlara farkanmasi gelisimin 7. haftasma kadar belirgin
degildir. Seksiiel dimorfizmden Y kromozomu kisa kolu (Ypll) iizerinde
bulunan cinsiyet belirleyici bolgedeki SRY geni sorumludur. SRY geni Testis
belirleyici faktor (TBF) olarak da adlandwihir. SRY geninin {iriinii olan protein
cinsiyet organlarmm disi mi erkek mi fenotipik Ozelliklere sahip olacagm
belirleyen bir transkripsiyon faktoriidir. TBF varhgmda embriyonun cinsiyeti
erkek, TBF yoksa kiz tipinde gelisir.

TBF ile gonad farkhlasmasi testis yoninde olur ve testisin Leydig
hiicreleri tarafindan  {iretilen testosteron testisin  sertoli hiicreleri tarafindan
tiretilen miillerian inhibe edici faktor (MIF)
ile embriyo erkek fenotipi olacak sekilde farklilagr.  Genital veya gonadal —sirt
Olarak ortaya ¢ikan gonadlarm i¢inde 6. haftaya kadar germ hiicreleri bulunmaz
(Sadler, 2017; Dudek, 2014). Gonadal gelisimin ik sathalari 5. haftada
mezotelyal bir kalmlasma olan primitif bobrek gelisimi ile ortaya ¢ikar.
Genital veya gonadal kabarti epitel ve altmdaki mezenkim tabakasmmn
¢ogalmasi sonucunda olusur. Parmak seklinde bir yapiya biirlinen gonadal
kordonlar mezenkim icine dogru biiylirler. Farklanmamis gonad yapisal olarak
dista bir korteks igte ise medulladan olusmaktadr. Embriyonun genetiginde
XX kromozomu varsa farklanmamus gonadtaki korteks overe differansiye olur
ve medullast geriler. Embriyo XY kromozomuna sahip ise medulla testise
differansiye olur ve korteksi geriler (Sadler, 2017). Epiblasttan koken alan ve
primitif ¢izgi boyunca gO0¢ eden primordiyal germ hiicreleri 3. haftada
yolk kesesinin allontoise yakm bir bolgesinde endoderm hiicrelerinin oldugu
bolgeye konumlanr. Son bagrsagin mezenterinin  dorsali boyunca hareket
ederek 5. haftann basmda primitif gonadlara ulasir; genital swtlara gelisi ise 6.
haftayi bulur (Sadler, 2004). Farklanmamis evrede embriyonun mezonefrik
(Wollfian) ve paramesonefrik (Miillerian) olmak {iizere 2 ¢ift genital kanallari
vardr. Paramesonefrik kanal karm bosluguna kranial ucundan agilr. Kaudal
yonde ilerlerken  mezonefrik  kanali  Onden  ¢aprazlar  sonrasmnda
kaudomediyal yonde biiylimeye devam eder. Orta hatta gelince karsi tarafin

paramesonefrik kanal ile temas eder.



Oncesinde birbirleriyle bir septum ile ayrims olan bu ki kanal sonrasinda
birlesir  ve uterus  kanalmi olustururlar. Kaynasan  paramesonefrik  kanallarm
lateralinden uterusun broad ligamenti meydana gelir. Broad ligamentin st
smrnda uterus tiipleri, arka taraf ylizeyinde ise overler yer almaktadir.
Paramesonefrik kanallarm kaynasmasindan ayrica uterusun korpusu ve serviksi
de olugsmaktadr. Mezensim tabakasi uterusun miyometriyum ile perimetriyum
tabakalarmn meydana getirir. Cinsiyet farklanmasmda  Ostrojen  hormonunun
etkisiyle paramesonefrik kanallardan tuba uterinalar, uterus, serviks ve vajenin
ist kismu gelisir. Aymt zamanda dig genital organlar olan labum majus, labum
minus, klitoris ve vajenin alt kisimlar1 da gelismektedir (Sadler, 2004; Sadler,
2017; Moore, 2020; Robbins, 2015; Guioli, 2007).

2.1.2. Uterus Anatomisi

Uterus ici bos, kalm duvarl ve kash yapida bir organdir. Vagma’nn iist
tarafinda vesika wurinaria’nn arkasmda ve rektumun On tarafinda yer
almaktadwr. Uterus st kisimda ince bagrsak kivrmlart ile  komsuluk
yapmaktadr. Uterusun pelvis igerisindeki boliimii vaginayla iist bolimii ise
tuba uterina ile devam etmektedir  (Snell, 2004). Uterus pelvis duvarma
ligamentum  (lig.)  pubocervicale, lig. transversum cervicis ve lig.
sacrocervicalis olarak adlandmlan giicli ligamentler ile tutunmaktadr. Lig.
Teres uteri ile lig. latum uteri uterusun durusunu saglayan ligamentlerdir (lan
Peate & Nair, 2015). Uterus tepesi asagiya tabam yukariya bakan ters konumlu
bir armut goriinimiindedir. Arkadan ve onden hafif basiktrr ve uzun ekseni orta
hatta yerlesim gostermektedir. Uterusun One-asagiya bakan ve pelvis eksenine
uyan bir konkavitesi bulunmaktadir. Dogum yapmis kadmlarda yapmayanlara
oranla farklliklar olmakla beraber agrhg 50-80 gr, genisligi yaklasik 5 cm,
uzunlugu 7-9 cm ve duvar kalmhgt 2,5 cm kadardr. Hamilelikte uterus
biiyliyerek sekil ve durus olarak degisiklikler gostermektedir. Dogumdan sonra
ise neredeyse eski haline geri donmektedir (Seftaliogli, 2003). Uterus
fonksiyon, yapt ve anatomik olarak 3 boliime ayrlr. Bunlar; corpus uteri,
fundus uteri ve cervix uteridir. Cervix uteri ve corpus uteri arasmda yaklasik 1
cm uzunlugunda corpus uterinin en dar yeri olan istmus uteri denilen bir bokim
bulunur. Uterusun dis yiizeyinden belirgin olmayan bu bélge i¢ yiizeyinden



belirgin olup canalis cervicis uteri ile uteris boslugunun birlesme yerine uyum
saglar (Seftalioglu, 2003; Moore, 2007; Sancak & Cumhur, 2008).

Corpus uteri, tuba uterinalarm uterusa acidig yerin altndaki 5-6 cm
uzunlugunda, 5 cm genisliginde ve 3 cm kalnhgmnda olan bolimdir. Tuba
uterinalarm uterus ile birlestigi yere cornu uteri denilmektedir. Cornu uterilerin
st kismindaki corpus uteri kismu fundus uteridir. Fundus uterinin dis yiizi
tamamiyla peritonla kaplanmistr ve ince bagrsagm kiwvrimlartyla komsuluk
yapmaktadr. Corpus uteri asagiya dogru daralarak alt kisimdaki cervix uteriyle
birlesmektedir (Ozan, 2005). Corpus uterinin ince bagwsak ile komsu olan st
ylizine facies intestinalis, mesane ile komsu olan alt yiizine ise facies vesicalis
denilmektedir. Fundus uteri, tuba uterinalarm uterusa acidig kisimlarm
tizerindeki kaln ve genis olan boliimdir. Fundus uteri konveks seklinde olup
periton ile ortiiliidir. ince bagrsak kivrmlari ve colon sigmoideum ile
komsudur. Fundus uteri ile corpus uterinin birlestigi yerde ve yanlardaki
cikmtlar  cornu  uteri  dextrum ve cornu uteri  sinistrum  olarak
isimlendirilmektedir. Tuba uterinalar uterusa bu kismlardan baglanmaktadir
(Moore, 2007). Cervix uteri, uterusun 1/3 alt parcasi olup, vagina ile istmus
uteri arasnda kalan, uterusdan daha dar olan kisidr. Yaklagk olarak 2,5 cm
boyunda olan cervix uterinin, icerisinde canalis cervicis uteri denilen bir kanal
yer almaktadr (Yidrim, 2003; Han&Sadiq, 2023).

2.1.3. Uterus Histolojisi

Uterus histolojik olarak i¢erden disartya dogru iic tabakadan olusur.
Bunlar swrasiyla;

e Endometriyum (tunika mukoza)

e Miyometriyum (tunika muskularis)

e Perimetriyum  (tunika seroza) ‘dur  (Ovalle, 2009;
Ross&Pawlina, 2011).

Endometriyum, zigot ya da embriyonun yerlesip gelistigi uterusun en i¢
tabakasidrr. Endometriyum tek kath prizmatk epitel ve bunun altmda yer alan
propriadan olusmaktadwr. Burada salgi yapan mikrovilluslu hiicreler ve silyah



hiicreler olmak tizere iKi tip hiicre bulunmaktadr. Bu tabaka yiizey epiteli,
lamina propria  ve endometriyal mukozadan olusmaktadr. Yiizey epiteli,
lamina propriaya dogru invaginasyonlar yaparak dalh basit tiibiiler tipteki
uterus bezlerini olusturmaktadr. Bezlerin sekilleri ve biiylikliikleri menstrual
dongiiniin evrelerine gore degisiklik gostermektedir. Uterus bezlerini olusturan
epitelde silyah hiicreler ¢ok az sayidadr ve uterus beZlerinin epiteli ylizey

epiteline benzemektedir (Junqueira vd., 2009; Kierszenbaum& Demir, 2006).

Lamina propria bol hiicre icermektedir. Fibroblastlardan zengin ve bol
miktarda esas madde igeren siki diizensiz bag dokusundan olusmaktadir. Bag
doku tip Il kollajen liflerini ve retkiler Lif aglarmdan olusmaktadr. Elastik
lifler ise sadece arteriollerin etrafinda bulunur. Bu liflerin arasmda ¢ok sayida
i§ seklindeki bag doku hiicreleri yer almaktadr (lenfositler, graniiler l6kositler
ve makrofajlar). Gebelik boyunca degisiklige ugrayan hiicrelere “’desidual
hiicreler’”  denilmektedir. Bu hiicrelerin  bir ya da iki c¢ekirdekli olup
sitoplazmalarmda glikojen, lipid tanecikleri ve vakuoller yer alr (Junqueira
vd., 2009; Ross&Pawlina, 2011).

Endometriyum stratum bazale ve stratum fonksiyonale olmak tizere iki
katmandan olusur. Stratum bazale, endometriyumun miyometriyuma komsu
1/3’lik derin kismudwr. Siki fibréz bag dokusu yapismdadw. Uterus bezlerinin
son kismlarmi  ve lamina propriyayi igermektedir.  Stratum  bazale
menstruasyon srrasmda dokiiimeden korunur ve daha sonra endometriyumun
yenilenmesinden sorumludur. Bu kisim arkuat arterlerden beslenir.  Stratum
fonksiyonale, endometriyumun 2/3’lik st kismudwr. Burada uterus bezlerinin
govde ve boyun kisimlart yer almaktadwr, lamina propria ve yiizey epiteli
bulunmaktadr.  Menstruasyon  dongiisi  bu  tabakada  gerceklesir ve
menstruasyon srasmda dokiilir. Bu tabakanmn yenilenmesi stratum bazale
tarafindan gergeklestirilir (Kierszenbaum & Demir, 2006; Ross & Pawlina,
2011).

Endometriyum epiteli puberta doneminde tek kath alcak kiibiktir ve
ince bir stroma icermektedir. Epitelin stromaya yaptii invagmnasyonlar ile az
sayida tiibiiler bezler icerir (Stevens & Lowe, 2005). Puberta doneminde epitel



hiicreleri ve stromal hiicreler ve kan damarlan hizla c¢ogalmaktadr. Menapoz
doéneminde ise endometriyum ve miyometriyum atrofiye olur ve endometriyum
bezleri diizleserek kaybolur ve doku daha fibrotik bir hal almaktadir
(Seftalioglu, 2003) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Uterus dokusunun histolojik goriintiisii. Hematoksilen-eozin
boyama. 10X, 20X ve 40X’lik biiyiitmeler.

Miyometriyum, uterusun en kaln tabakasidr ve ortalama 12-15 mm
kalnhgndadr. Bu tabakada bulnan diiz kas demetleri 4 kat halindedir. Igten
disa dogru sraladimizda en i¢te stratum subvasculare bulunur ve oblk ve
longitudinal kas demetlerinden olusmaktadr. Dista ise stratum vasculare yer
alr aralarmda c¢ok sayida kan damarlar1 bulunan longitudinal seyirli diiz kas
demetlerinden olusur. Stratum vasculare’nin disinda stratum supravasculare yer
alr ve en dig tabaka ise yine longitudinal diiz kas demetlerinden olusan stratum
subserosum’dur. En dista yer alan longitudinal kas lifleri tuba uterina’larm dis
yizii ile devam etmektedir (Junqueira vd., 2009).

Perimetriyum, orgam en distan saran bag dokusu ve peritonun viseral
yapragidir. Bu tabaka ince gevsek bir bag dokusuyla desteklenen tek kath yassi
epitel  hiicrelerinden  olusmaktadwr.  Uterusun  farkh  boliimlerine — gore
perimetriyum, seroza (bag dokusu ve mezotelyum) veya adventisya (bag
dokusu) olarak adlandmilir. Uterusun On yiizii tunika adventisya ile arka yiizii
orten perimetriyum peritonla devam eder (Junqueira vd., 2009; Ross &
Pawlina, 2011).



2.1.4. Uterusta Siklusa Bagh Fizyolojik Degisimler

Puberteye grrisle  hipotalamustan  gonadotropin  salgilatict  hormon
(GnRH) araciigiyla 6n hipofiz bezi uyarilr ve gonadotopinlerin (FSH, LH)
salmmu baglar. Salgilanan gonadotropinler 1. mayoz bdliinmenin diploten
evresinde  (duraklama)  olan  primer/preantral  folikiilleri  uyarr  ve
endometriyumun da senkronize oldugu bir dongii baglar (Mara vd., 2012; Cha
vd., 2012). Puberteden itibaren menopoza kadar 28 giinde bir tekrar eden
dongli “menstrual dongli’’ olarak adlandrimaktadr ve 4 e 5 gin
sirmektedir. Ardindan proliferasyon evresi ve sekretuvar (luteal) evre
gelmektedir (Mara vd., 2012; Junqueira vd., 2009).

Folikill uyarict hormon (FSH) etkisiyle primer folikiiller geliserek
Ostrojen salglar ve plazmadaki Ostrojen miktar1 artar. Ostrojen seviyelerinin
artmasiyla endometriyum proliferatif faza girer. Proliferatif faz, luteinize edici
hormon (LH) seviyelerindeki artis sonucu gergeklesen ovulasyona kadar
devam eder. Bu faz 14 gin sirmektedir. Ovulasyondan sonra geriye kalan
folikiil korpus luteum denilen yapiya doniisiir ve progesteron salglamaya
baglar. Progesteronun seviyelerinin yiikselmesiyle sekretuvar faza girilir (Mara
vd., 2012; Cha vd., 2012; Maybin vd., 2015) .

Proliferasyon  (folikiiler) evresi: Menstrual siklus srasmda dokiilen
endometriyumun fonksiyonel tabakasi proliferatif faz srrasmda
yenilenmektedir. Bu yenilenme 0Ostrojenin  endometriyumdaki mitotik  aktivitesi
le  saglanmaktadr.  Endometiyumun  epitel  hiicrelerinde,  beZlerinde,
kapillerlerinde ve stromasmda proliferasyon gerceklesmektedir. Bu evrede
uterus bezleri dar limenli diiz tibiiller seklindedir, tek kath silindirik epitelden
olusur ve sekresyon i¢cin hazrlanarak endoplazmik retikulum sistemalar ile
Golgi kompleksi boyutlarmn arttrrlar.  Endometriyum  kalmhgr — proliferasyon
evresinde 3-4 mm’ye kadar ulasr ve 14. giin olan ovulasyonda endometriyum

tamamen yenilenmektedir.

Sekresyon (luteal) evresi: Owulasyonu takiben 2-3 giin igerisinde
baslaypp 28 giin siiren evredir. Korpus luteumdan salglanan progesteron ve

Ostrojenin  etkisiyle gelisen endometriyal bezlerin sekresyon igin uyaridmasi



sekretuvar faz olarak adlandmrimaktadr. Uretilen glikoprotein yapisimdaki
salgt Trlinleri sekresyon yapacak bezlerin kimenlerinin genislemesine neden
olmaktadr. Bu ewvrede bezler kivrmh bir hal alr. Sekresyon evresinde
salglarm artmast sonucu olusan O6dem nedeniyle endometriyum kalnhg 5-6
mm’ye kadar ulagsmaktadr ve hiicre bolinmesi smrh hale gelmektedir. Eger
bu evrede dollenme gerceklesirse Ostrojen ve progesteronun etkisiyle stromal
hiicreler desidual hiicrelere doniisiir. Glikojen igerigi fazla olan desidual
hiicreler embriyo gelisimi i¢in gerekli ortamu saglamaktadir.

Menstruasyon (kanama) evresi: Bu evre 4-5 giin sirmektedir. Gebelik
gerceklesmedigi zaman korpus luteum aktif olarak 10 giin kadar hormon
salgllar ve sonra gorevi azalmaktadr. Ostrojen ve progesteron seviyelerindeki
ani disme ile endometriyumda nekroz baglar. Bu evrede fonksiyonel tabaka
iskemik bir hal almaktadwr. Lokal olarak salglanan sitokinler, prostaglandinler
ve nitrik oksit nedeniyle kan damari duvarlar1 ve bazal membranlar parcalanr.
Endometriyum stromasmdaki 6dem azalr ve endometriyum biiziisir ve lamina
propriada bulunan kollajenler parcalanr. Endometriyal arterlerin  yirtimasiyla
bezlerin limenleri kan ile dolar boylece sekresyon durur ve kanama sebebiyle
limmnal epitel bozularak dokiilir. Bu dokiime stratum bazaleye kadar devam
etmektedir ve fonksiyonel tabakann tamamu dokilir (Junqueira vd., 2009;
Kierszenbaum & Demir, 2006; Stevens & Lowe, 2005).

2.2. Infertilite

Kadmlarda dogurganhgm yirmili ve otuzlu yaslarda en yiksek seviyede
oldugu soylenirken, erkeklerde dogurganhk kukh vyaglara kadar yiiksek
kalmaktadr. Saglkh ciftlerde gebe kalma ortalama 8 ayhk diizenl iligkiden
sonra gerceklesir. Infertilite, bir yillk diizenli korunmasiz cinsel iliskiden sonra
gebe kalamama olarak tanmlanmaktadr. Kiiresel olarak dogurganhk orant
basta ¢evresel degisiklikler olmak Ttizere birgok farkh faktére bagh olarak
azalmaktadir (Starc vd., 2019).

Infertilite  sorunu {ireme tibb1 icin her zaman Oncelikli bir zorluk
olmustur. Diinya Saghk Orgiitii (DSO)ne gore infertilite spesifik bir sorundur
ve yaygmhgl nedeniyle sosyal bir hastalk olarak kabul edimelidir. Bununla



birlikte konuyla ilgili makalelerde tek tip ve net bir tamm sunmamaktadir.
Ulusal Saghk ve Klink Mikemmellik Enstitiisi (NICE 2013), infertilitenin
bilinen bir treme patolojisinin  bulunmadigm, iKi yl boyunca diizenlh
korunmasiz cinsel iligki sonrasmda gebe kalmamamasi olarak tanmlanmasm
onermistir. Amerikan Ureme Tibb1 Dernegi infertiliteyi 12 ay veya daha uzun
stire diizenli korunmasiz cinsel iligkiden sonra basarih bir gebelk elde

edilememesi olarak tanimlamaktadir (Szamatowicz & Szamatowicz, 2020).

Infertilitenin sebepleri kadn veya erkekde hatta bazen her ikisinde de
bulunabilir. Kadmn {ireme fonksiyonu {ireme organlarmm normal fonksiyonunu
etkileyen dogustan gelen veya sonradan olusan durumlar (genital etiyoloji),
hastaliklar  (ekstragenital etiyoloji) veya psikolojik faktérler nedeniyle
bozulabilir. Erkek infertilitesi i¢in {ic olas1 neden mevcuttur; engelleyici
olmayan etiyoloji (sorunun sperm tiretimi oldugu durumlar), engelleyici
etiyoloji (sorunun spermin genital kanaldan tagmmasi olan durumlar), koital
mfertilite  ise  ereksiyon ve  ejakiilasyonu engelleyen  bozukluklardan
kaynaklanrr. Genellkle, ¢iftn kisrhgt icin erkek ve kadm faktorlerinin ortak
nedenleri  vardr. Vakalarm %10-15'inde infertilite  etiyolojisi  idiyopatik
mfertilite olarak kalr (Starc vd., 2019).

2.2.1. Kadin infertilitesi

Kadmn infertilitesi dinya ¢apmda iireme c¢agndaki tiim kadmlarm
%10'undan fazlasmi etkileyen kiiresel bir saghk sorunu haline gelmistir.
Yardmer iireme teknolojisi (YUT) birgok infertl kadmm gebe kalmasma ve
dogum yapmasma yardimci olsa da birgok inferti kadm oosit olgunlagsmasmmn
durmasi ve erken embriyo durmasi gibi farkh fenotipler nedeniyle tekrarlayan
YUT basarsizli1 yasamaktadir (Harrison vd., 2022).

Infertilite vakalarmm %35-40'mdan kadmn kaynakh faktorlerin sorumliu
olduguna inanimaktadir. Kadn  mfertilitesi ~ endokrin  bozukhiklar,
endometriozis, fallop tiipii hasari, enfeksiyon veya cevresel faktorlere bagh
olabilir.  Bununla  birlikte kadn infertilitesi yaygm olarak ovulasyon
bozukluklar1 ile iliskilidir. Bunlar cogunlukla giiniimiizde {ireme cagmndaki
kadmlarda en yaygm endokrin bozukluklardan biri olarak goriilen polikistik
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over sendromun (PKOS)’dan kaynaklanmaktadwr. PKOS'u kadmlarda
anowulasyonun  patomekanizmasi  ¢ok  karmagiktr. Gonadotropinlerin
salmmmndaki  anormallikler antral folikill gelisimnin  engellenmesine  yol
agmaktadr. PKOS'lu owvulasyon olmayan kadmlarda sk goriilen endokrin
anormallikleri arasmda ovaryan graniiloza hiicrelerinin  uygun sekilde
cogalmast i¢cin gerekli olan serum FSH diizeylerinin normal veya hafif
azalmasiyla birlikte yiiksek serum androjen ve LH diizeyleri yer almaktadr. Bu
ylizden ovulasyon bozukluklarmmn patomekanizmasmda LH'nin roli Onemlidir.
Ovulatuar faktorler kadmlarda en sik gorillen infertilite nedenlerindendir (Sun
vd., 2020; Hakimi&Cameron, 2017; Shang vd., 2021).

Uterin-servikal ~ faktorler, kadn  infertlitesinin  en az  goriilen
nedenlerindendir. Uterusdaki  leimyomlar,  konjenital ~ malformasyonlar,
submilk6z myomlar ve intrauterin adezyonlar fertiliteyi olumsuz sekilde
etkilemektedir. Tiberkilloza bagh kronk endometrit gbi durumlar da
implantasyonu olumsuz etkileyerek infertiliteye neden olmaktadr (Speroff vd.,
2007).

Tubal-pelvik  faktorler kadmn  infertilitesinin =~ ikinci  sikk  nedenleri
arasmdadr. Ozellikle klamidya enfeksiyonlari basta olmak iizere, tiberkiiloz
veya pelvik inflamatuar hastalk gibi ilthabi hastaliklar hidrosalpinkse, tubal
tikaniklklara ve tubalarda fonksiyon bozukluklarma neden olarak nfertiliteye
sebep olmaktadr. Ayrica pelvik faktor olarak bilinen endometriozisde, tubal
adezyonlar  yiizinden  fallop  tiiplerinin  fonksiyonlar1 ~ bozulmaktadir.
Endometriozis aym zamanda tubal tikankliklara, over rezervinin azalmasma

ve ovumun endometriyuma tutunamamasina neden olmaktadir.

2.2.2. Polikistik Over Sendromu (PKOS)

Polikistik over sendromu kadmlarda oOzellikle de treme ¢agmdaki
kadmlarda sk goriilen bir endokrin bozukluktur. PKOS'un diinya capmdaki
prevalansmn  %5-10 oldugu tahmin ediimektedir. PKOS infertilite, akne,
amenore veya oligomenore, hirsutizm, msilin  direnci, obezite,
hiperandrojenizm ve ultrasonografi ile polikistik overler ile teshis edimektedir.
PKOS'un infertilite ile iliskisi ¢ok fazla arastrimistr ve kadm infertilitesinin
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%40'mdan sorumlu oldugu disiinilmektedir. Ayrica endometriyal karsinomun
onde gelen nedenlerinden biridir. PKOS {reme anormalliklerinin yam sira
karaciger yaglanmasi, glukoz mtoleransy, dislipidemi, diabetes mellitus tip II
(T2DM) ve hipertansiyon gibi ¢ok ¢esitli metabolik bozukluklarla da giighi bir
sekilde iligkilidir (Khan vd., 2019).

PKOS tipik olarak adolesan popiilasyonda menstrual fonksiyon
bozuklugu ve hiperandrojenizm kombinasyonu ile kendini gdsterir. Insiilinin
salglanmas1 ve etkisi, androjenin sentezi ve etkisi goreceli gonadotropin
oranlari, ovulatuar fonksiyon ve pro- Ve anti-oksidan sistemlerin dengesindeki
bozukluklarla iligkilidi. PKOS vyasam boyu siiren bir hastalktr ve bu
sendromun metabolk ve iireme ile ilgili sonuglar1 yasammn her doneminde 1yi
bir sekilde belgelenmist. PKOS'lu kadmlar siklkla obezdir bu da insiilin
direncini arttrr. Bu kadmlarm ileriki yasamlarmda bozulmus glukoz toleransi,
T2DM, dislipidemi, kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon ve nihayetinde
metabolik sendrom gelistirme riski daha yiiksektir (Teede vd., 2010).

Fizyolojik rahatsiziklarm yam swra c¢ahsmalar PKOS'u kadmlarm
siklkla olumsuz beden imaji algisi, diisik benlik saygisy, depresyon ve yasam
kalitesinde azalma belirtileri gosterdigini ortaya koymustur (Deeks vd., 2011).

Yapian ¢ahgmalar PKOS gelisinine genetk yatkmhgn Onemini
bildirmistir. Ancak PKOS i¢in belirlenmis bir genetik belirteg tizerinde fikir
birligne  varlamamistr  (Lowe&Reddy, 2015). Genetik ve epigenetik
modellerin protein profilleri tizerindeki etkilermin arastiriimasi,
biyobelirteglerin -~ kesfedilmesine ve PKOS'un molekiiler patofizyolojisinin
cOziilmesine  katkida  bulunmustur. Bdylece c¢ok yonlii bir yaklagimm
kullaniimas1 ve en son teknolojilerden yararlaniimasy, bol ve kapsamh veriler
elde edimesini saglamis ve bu da PKOS etiyolojisine iliskin mevcut anlayisi
genisletmis ve sekillendirmistir. Bu durumun ve genis kapsamh sonuglarmmn
anlagiimasi hem arastrmacilara hem de klinisyenlere bu sendromun c¢esitli
yonleri arasmdaki iligkiyi anlama ve bu hormonal dengesizlifi basarih bir
sekilde tedavi etme ve fertiliteyi yeniden kazandwrma konusunda yeni yollar
saglayacaktir.

12



Owulasyon bozukluklar/anovulasyon PKOS ile iligkili infertilitenin
oneml bir nedenidir. Teknolojinin gelismesiyle birlkte gliniimiizde kontrolkii
ovaryan hiperstimiilasyon ile yiiksek Kkaliteli oositler elde edebilmekteyiz.
Ayrica in vitro fertiizasyon (IVF) ile dollenmis yumurtalarm kalitesi garanti
edilmektedir. Ancak yapilan c¢ahsmalar ideal bir blastosist in vitro olarak
nakledildiginde PKOS'u kadmlarda canh dogum basart oranmm normal
kontrollere kiyasla daha diisiik oldugunu gostermistir (Steiner vd., 2020).

Hipotalamo-Hipofizer Disfonksiyon

PKOS’Ilu hastalarda LH seviyelerinin artmasiyla serum gonadotropin
seviyeleride artmaktadr. Bu artism sebebi hipotalamik bir defekte baghdur.
PKOS hastalarmda LH/FSH oranlarmn olduk¢a yiiksek oldugu bildiriimistir.
Yiksek LH seviyelerinin sebep oldugu ovaryan androjenlerdeki artis LH’m
etkisiyle teka hiicrelerinden androjenlerin asir sentezlenmesiyle
acikklanmaktadr. FSH etkisiyle androjenik prekiirsorler graniiloza hiicrelerinde
P450 aromataz enzimi ile Ostrojene donistiriilir. Normal seviyelerdeki FSH
etkisiyle birlikte asmt LH varhg teka hiicrelerinde asmt androjen sentezine
neden olmaktadr. Hiperandrojenemi (HA) PKOS'un tipik bir 0Ozelligidir.
PKOS’lu kadmlarda klinikk olarak total serum testosteron, androstenedion,
dehidroepiandrosteron ve dehidroepiandrosteron  siilfat seviyelerine bakilr.
PKOS'u kadmlarm %80'inde serum androjen seviyeleri yiiksektir (Azziz vd.,
2009).

PKOS’lu hastalarm biiyik c¢ogunlugunda infertilite  goriilmektedir.
PKOS’da primer defektin anovulasyon oldugu ve artan LH seviyelerinin oosit
lizerine olumsuz etkilerinden dolayr spontan diisik oranmm arttig bildiriimistir
(Jiang& Li, 2022; Zhao wvd., 2022 ). Anovulatuar PKOS’ta E2 seviyesinin
yiksek olmasi hipofizin duyarlihgmi ve GnRH reseptorlerinin sayismi artrarak
LH’m salmmmnmn artmasma neden olmaktadr. PKOS hastalarmm ¢ogunda
semptomlarm  peripubertal donemde baslamasi hipotalamo-hipofizer eksende
GnRH salmm frekansmin artmasiyla ilgili olabilecegi disiindiirmektedir.
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Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi

PKOS patolojisinde insiilin direnci ve hiperinsiilinemi 6nemli  rol
oynamaktadrr. Insiilin, LH sekresyonunun potansiyel bir diizenleyicisidir ve
LH-beta geninin transkripsiyonunu arttrmaktadr. Yapilan ¢ahsmalar anormal
gonadotropin  salmmindan insiilin  direnci veya hipermsiilinemmnin  sorumlu
olabilecegini bildirmektedir (Dorn vd., 2004; . Lawson vd., 2008). insiilinin
fazlahlgn LH 1ile sinerjetik hareket ederek ovaryumun teka hiicrelerimden
androjen Uretimini uyarr ve androjen {iretimiyle karacierden SHBG iiretimi
baskilanr.  Bu  faktorlerm  her  ikiside  hiperandrojenizm  gelisimmi
desteklemektedir (Nestler vd., 1991; Nestler vd., 1998).

Pankreasm beta hiicrelerinden salglanan insiilin  viicuttaki  insiilin
reseptorlerine baglanr ve hiicrelerin glukoz ihtiyact karsilanir. Insiilin direnci
gelistiginde hiicreler glukozu hiicre i¢ine alamaz ve sonug olarak pankreas daha
fazla insiilin salglar ve sonu¢ olarak hiperinsiilinemi olusur. Insiilinin
metabolik  aktivitesine  duyarhhigin azalmasi insiiin  direnci (IR) olarak
tanmlanr.  Insiilin direnci metabolik faaliyetler icin asm1 insiiline ihtiyac
duyulmastyla agiklanrken metabolik faaliyetlerin yani swra mitojenik ve iireme
faaliyetleri i¢in de insiiline ihtiya¢ duyulmaktadr (Saltiel& Kahn, 2001). Hizh
ve etkin glukoz analizi sayesinde arastrmaciar insiiin direncini analiz
edebilmektedir. Bu amagla homeostatik model degerlendirmesi aglk glikoz ve
insiilin ~ seviyeleri Olgtimii  klink arastrmalarda ve PKOS'daki metabolik
incelemelerde kullanilmustir (Ciaraldi vd., 2009; Xu&Qiao, 2022).

PKOS'da karm bolgesindeki obezite msiilin direncinin bir sonucudur.
Ancak metabolik olarak aktif karm i¢i yag dokularmda bir artisa neden olup
olmadig belirsizdir. Yapilan ¢alismalar obeztenin PKOS'lu bireylerde instilin
direncinin ana risk faktorii oldugu sonucuna varmustr. PKOS'u kadmlarm
bliyik bir kismmnn bozulmus glukoz toleranst ve Tip 2 diabetes mellitus
(T2DM)’dan muzdarip oldugu tespit edilmistir. Glukoz tolerans1 bozuklugu ve
T2DM'nin istatistiksel olarak yiiksek prevalans oram saglkl yasam i¢in ciddi
bir tehdit olusturmaktadr. Cesitli ¢ahsmalarm bulgularma gore obez ve asiri
Kilolu olan tim PKOS kadmlarm glukoz metabolizmasmdaki bozukluklar
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acismdan daha biyik risk altinda oldugu ve uygun metabolik profilleme ile
glukozlarm diizenli olarak kontrol ettirmeleri gerektifi sonucuna varimistr
(Hao vd., 2016; Xu&Qiao, 2022).

PKOS ve oksidatif stres iliskisi

Oksidatif stres PKOS, IR, obezite, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler
hastalklarla ilgli cesith patolojikk bozukluklarda tanmmustr. Oksidatif Stres
biyolojik sistemlerde serbest radikallerin ve antioksidanlarm iiretimi arasmnda
bir dengesizlk oldugunda ortaya ¢ikar. Bu orantisizhk negatif bir denge
kaymasiyla sonuglanir. Serbest  radikaller  viicuttaki ~ mikro ve
makromolekiillerle oksidasyon yoluyla etkilesime girerler ve boylece hiicre
icinde ve dismda zararh degisiklikler meydana gelir. (Dubey vd., 2021).
Oksidatif stres sonucunda DNA ve protein hasari meydana gelir. Normal
reaktif oksijen tiirleri (ROS)’in oosit olgunlagsmasi ve folikiilogenez ile birlikte
fetal ve plasental gelisimi iceren embriyonik siireglere katildig bilnmektedir.
Asirt oksidatif stresin ise  fetal biiyiime kisitlamasma, disiklere veya fetal
Olimlere neden oldugu bildirimistir (Mohammadi, 2019; Shan wvd., 2022).
Oksidatif stres ile iliskili hastalk durumlarinda hiperglisemi ve artan serbest
yag asitleri ROS olusumunu indiikler. PKOS'da oksidatif stresi arttran
faktorler obezite, IR ve hiperglisemidir. Ancak IR olmayan obez olmayan
PKOS kadmlarmda da oksidan durumun arttigi bildirimistr. Bu durum diger
faktorlerm bu kadmlarda ROS iiretimini indiiklemeye katkida bulunabilecegini
distindiirmek ted r.

PKOS ve diisiik dereceli kronik inflamasyon

Insiilin direnci, oksidatif stres ve inflamasyon siklkla PKOS il
iligkilendirilmekte ve metabolik sendrom gelisimi icin risk faktorleri olarak
tammlanmaktadrr (Duleba & Dokras 2012). Bir ¢ok inflamatuar mediator ve
kemokinlerde kadm ireme organlarmm iglevinde Onemli rol oynamaktadir
(Montanino Oliva vd., 2018; Ruan & Dai, 2009). Oksidatif stres belirtegleri
genellikle artmis inflamasyon ile iliskilidir. Yiksek CRP seviyesi PKOS'lu
bireylerde gozlenen belirgin inflamatuar belirteclerden biridir ve bu olgu diger
metabolik sendromlar1 olan hastalarda da sklkla bulunur (Kelly vd., 2001).
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PKOS'lu hastalarda interlokin (IL)-18 wve monosit kemoatraktan proteinl
(MCP-1) artmustr. PKOS'lu hastalar birgok calismada artmus akyuvar sayist
(WBC) diizeyleri gostermistir (Dubey vd., 2021). C-C motif ligand 3 (CCL3)
gbi  kemokinlerin  katmiyla  gerceklesen  Iokositlerin  toplanmasi  ve
aktivasyonu da PKOS'lu bireylerde metabolik sendroma yol agabilir (de Jager
vd., 2008). PKOS ve inflamasyon arasinda diisik dereceli kronik inflamasyon
iliskisi  olabilir. Endotelyal infllamasyonun yam swra endotelin-1 (ET-1),
¢coziinir interselliler adezyon molekiili-1 (SICAM-1) ve ¢oziniir vaskiiler
hiicre adezyon molekiii 1 (sVCAM-1) gibi endotelyal fonksiyon
belirteglerimin - PKOS'lu  kadmlarda yiiksek oldugu bildirimistir  (Orio  vd.,
2004; Tarkun vd., 2004).

PKOS’ta ovaryum ve uterus histolojisi

Deneysel olarak  olusturulan PKOS  modellerinde  ovaryumlarin
morfolojik  degisiklikleri dikkat c¢ekmektedr. PKOS modeli olusturulan
kemirgenlere bakildignda ovaryumlarm yiizey alanmm ve hacminin iki kat
arttigt  bildirimistir. Ovaryumlar morfolojik olarak siki bilye paketiyle dolu
kiigiik beyaz bir balona benzetimektedir. PKOS’lu ovaryumlarm yiizeyinin
diiz oldugu ve ovulasyon gerceklesmediginden dolayr yilizey skarlasmasmmn
olmadigi belirtimistir. PKOS durumunda ovaryumlarda primordiyal folikiil
sayisinda anlamh bir degisiklik goriilmemistir. Biiylimekte olan folikiilerde ve
atretik foliklil saylarmda iki kat artis oldugu belirlenmistr (Ross & Paulina,
2011). Polikistk over morfolojisi su oOzellkleri icermektedir: tunika albuginea
kalnlagsmasi, over stromal hiperplazisi, stromal hiicre luteinizasyonu ve biiyik
kistik antral folikiiller. Kortikal stroma kalnhg iigte bir oranmnda subkortikal
stroma ise bes kat artmustr. Ayrmtih ultrason degerlendirmesinde PKOS'lu
kadmlarm kontrollere kiyasla yumurtalk hacmi, stromal hacim ve stromal tepe
kan akis hizmn O6nemh oOlclide arttign bulunmustur. PKOS hastalarmda artnig
ovaryan vaskiilarizasyon ve kan akis1 kaydedilmistir. Folikiil birkimi, korpus
luteum yoklugu ve ovaryum hacmindeki artis, PKOS'u ovaryumlarmm dikkat
¢ekici belirtilerinden bazlaridir. (Kinnear vd., 2020) (Sekil 2.2 A-B’).
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Ovaryumda bulunan folikiillerin biiyilk ¢ogunlugu atrezi adi verilen
dejeneratif bir siirece ugramaktadr. Olgun folikiiller de dahil olmak tizere
folikiller ~— gelisimn  herhangi  br  asamasmdaki her folkill atreziye
ugrayabilmektedir.  Atreziye ugrayan folikiillerdeki yapisal — degisikliklere
bakildiginda; graniiloza hiicrelerinin apoptoza ugrayarak birbirinden ayridigy,
oosttin otolizi ve zona pellusidann dejenere oldugu gozlenir. Ardmdan
makrofajlar dejenere olmus folikiilii istila eder ve hiicresel kalntilar fagosite
ederler. Fibroblastlar atreziye ugramis folikiile gelerek graniiloza hiicrelerinin
yerini almaktadwr. (Sekil2.2.A-A’). Ovaryumlarda owvulasyonu gerceklesmeyen
sekonder folikiillerden kistk folikiiller meydana gelmektedir. Kistik folikiiller
ince bir duvar yapisma sahiptic (Sekil2.2.B-B’), soluk asidofilik boyanma
Ozelligi gOsteren kalntilar ya da kanla dolu kistik yapilar seklinde
tanmmlanmaktadr. Bu yapilar hiicre dokiintiileri, dejenere olmus oositler ve
kopiiksii  gorlinimde, ~ vakuoli  veya  pigment  yikli  makrofajlar
icermektedirler. Kistik folikiiller 1-4 kath kibik yapida graniiloza hiicresi ile
cevriliyken, boyutu daha biiyikk olan kistler ise fibroz bir kapsiil lizerinde tek
bir hiicre tabakasi ile ¢evrilidir (Mescher, 2013; Dixon vd., 2014; Simsek,
2016).

Sicanlarda dehidroepiandrosteron (DHEA) ile indikklenen bir PKOS
modelinde degisen hiicre organizasyonu, kolajen birkimi ve su emilimi
nedeniyle genel uterus kalmhgr arttig bildirimistir (Bracho vd., 2019). Ayrica
hamsterlarda letrozol ile indikklenen bir PKOS modelinde kistik dilatasyonlu
genislemis endometriyal bezlerle birlikte endometriyal hiperplazi gosteriimistir
(Hansda & Haldar 2021). Bir diger ¢ahsmada ise DHEA farelerinde
implantasyonla ilgili genlerin degismis ekspresyonu ile uterus reseptivitesi ve
desidualizasyon bozuldugu gosterilmistir (Li vd., 2016). DHEA ile indiiklenen
bir PKOS murin modelinde uterusun hiperplastik ve daha kaln oldugu, Kiminal
epitel kalmhgmnm arttii ve daha disik hiicresellik gosteren alttaki stromaya
invajine  oldugu, glandular ve Iluminal epitel hiperplazisi, ¢oklu hiicre
katmanlarmm olusumu, artmus kollajen birikimi, endometriyal stromada daha
yiksek vaskiilarite ve inflamatuar hiicrelerm (eozmnofiller, lenfositler ve
makrofajlar) artmis oldugu bildirilmistir (Palmerini vd., 2023).
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Sekil 2.2. PKOS ovaryum goriintiisii. A-A’, dejenere olmus oosit (siyah yildiz)
ve bozulmus zona pellusida (siyah ok) yapisi ile bir atretk folikill. B-B’,
graniiloza hiicre katmanmndaki azalma (siyah ok basi) ve teka tabakasmdaki
incelme (sart ok) ile bir kistik folikiil histolojisinin gosterimi. AF, atretik
folikiil. KF, kistik folikiill. Hematoksilen-eozin boyama. A) 40X A’) 100X, B)
40X ve B’) 100X’lik biiyiitmeler.

2.2.3. Aciklanamayan infertilite

Infertilite 12 ayhk diizenli korunmasiz cinsel iliskiden sonra gebelik
elde edilememesi olarak tammlanr. Infertl ¢iftlerin - yaklask  %85'inin
tanmlanabilir bir nedeni vardr. Infertilitenin en yaygm nedenleri ovulatuar
disfonksiyon, erkek kaynakh infertilite Ve tubal hastalklardr. Infertil giftlerin
geri  kalan %15'inde "agiklanamayan infertilite" vardr. Agiklanamayan
mfertilite tanis1 infertilite i¢cin tedavi arayan ciftlerin 6nemli bir alt grubunu
kapsamaktadir. Ovulatuar fonksiyon, tubal a¢klk ve semen analizinin
degerlendiriimesinden sonra infertilite icin tedavi arayan ¢iftlerin  %10-
%30'unda herhangi bir etiyoloji tespit edilememektedir (Gunn &Bates, 2016).

Sigara ve obezte gbi yasam tarzi ve c¢evresel faktorler dogurganhd
olumsuz etkileyebilir. Owulasyon bozukluklar1 infertilite tamlarmmn —yaklagik
%25'mi  olusturur; anovulasyonu olan kadmlarm %70'inde polikistik over
sendromu vardr. infertilite, infertilite ile iliskili altta yatan kronk bir hastahgm
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belirteci de olabilir. Klomifen sitrat, letrozol gbi aromataz mnhibitorleri ve
gonadotropinler, yumurtlamayr indiiklemek veya IVF dongiileri swrasmda
ovaryum stimiilasyonu i¢in kullamlr. Gonadotropmlerin yan etkileri arasmda
cogul gebelik (spesifik tedaviye bagh olarak sikluslarm %36'sma kadar) ve
asit, elektrolit dengesizlifi ve hiperkoagulabiliteden kaynaklanan ovaryan
hiperstimiilasyon sendromu (sikluslarm %1-%5")  yer  almaktadir
(Carson&Kallen, 2021).

Aciklanamayan infertilitenin  belki de en 1yl subfertilite olarak
tammlanabilecegi g6z Oniinde  bulundurulmaldw. Bu isimlendirme  baz
ciflerin miidahale olmaksizn gebe kalmasi agismdan Onemlidir (Steures vd.,
2006; Carson&Kallen, 2021). Agiklanamayan infertilitesi olan 253 hasta
tizerinde yapilan randomize bir c¢ahsmada beklenti yonetimi grubunda %27
orannda devam eden gebelk gozlenmistir. Digerleri IVF bekleyen bir grup
hastada %13 spontan gebelik orami gozlemlemisti. Ancak bu grup 2 yil veya
daha uzun siireli agiklanamayan subfertilitesi olan hastalardan olugmaktadr ve
daha kotii prognostik bir alt grubu temsil ediyor olabilir. Baska bir grupta IVF
bekleyen tedavi edilmemis bir hasta grubunda 12 ay boyunca kiimiilatif gebelik
oram yahizca %5,9 olmustur. Bu degiskenlige ragmen ciftlerin bir kisnm hicbir
miidahale olmadan gebelik elde edebilmektedir (Carson & Kallen, 2021).

2.3. Endometriyal Reseptivite

Embriyo implantasyonu hem embriyo hem de maternal endometriyumu
iceren karmasik bir siirectr ve ik admlarn orta luteal faz srasnda yaklasik
dort ia alti ginliik bir aralkta gerceklesir. Endometriyumun normal
implantasyona izin verme yetenegine reseptivite denir ve optimal reseptivite
saglikh bir gebelk i¢cin temel olusturan normal implantasyon siireglerine yol
acar. Robert Edwards bir yazsmda endometriyumun yardimer {ireme
teknolojisinde ilerlemenin Oniindeki son engel oldugunu belirtmistr (Edwards,
2006). Embriyolar birgok doku bolgesine kolayca implante  olurken
endometriyum bu kisith reseptivite penceresi dismda embriyolarm implante
olmasmi engelleyebilme kabiliyetiyle benzersiz bir yapiya sahiptir (Lessey&
Young, 2019a). Cogu kadmn luteal fazm ortalarmda yalizca steroid hormonlar
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E2 ve P4'nin ardigkk etkileri ile yOnlendirilen normal reseptiviteye ulasir.
Endometriyum ovulasyondan onceki iki hafta boyunca E2'ye maruz birakilarak
hazirlanr ve bunu takiben korpus luteumdan P4 {iretimi ve sistemik salmmu ile
desidualizasyon siireci baglar. Insanda ve farelerde endometriyal reseptivitenin
prereseptif faz, reseptif faz ve nonreseptif faz olmak iizere {ic faz vardur.
Insanlarda ovulasyondan sonra yedinci giine kadar uterus prereseptif fazdadrr,
yedi ile onuncu giinler arasmda reseptif durumdadr. Onuncu giinden sonra
blastosist bulunsa bile artk bir cevap olusmaz uterus nonreseptif durumdadir.
Farelerde ve ratlarda yapilan cahsmalarda ise dordiincii ve besinci giinler
reseptif fazdr. Besinci giin 6gleden sonra uterus artk nonreseptiftir (Cha vd.,
2012; Zhang vd., 2013).

Endometriyal reseptiviteyi degerlendirmek icin altm standart ydntem
histolojik degerlendirmedir. Endometriyal biyopsiler bu amagla tipik olarak 28
giinlik menstrual dongiisinin 19 ie 21. ginleri arasmda gergeklesen
implantasyon penceresi srasmda alnr. Histolojik degerlendirme implantasyon
penceresi srasmda glandular ve stromal gelisim, vaskiilarizasyon ve immiin
hiicre nfiltrasyonu dahil olmak {izere morfolojik degisiklikleri degerlendirmek
icin endometriyal dokunun analizini icerir. Rahatsizlk ve kanama ile iligkil
olabilen invaziv bir prosedir olmasma ragmen histolojik degerlendirme igin
endometriyal biyopsi endometriyal reseptiviteyi degerlendirmek i¢in hala en
giivenilir yontem olarak kabul edimektedir (Munro, 2019; Bajpai vd., 2023)

Reseptif bir endometriyumun olusmasi  Ostrojen  ve  progesteron
hormonlarma ardisik olarak maruz kalndiginda gergeklesir (Lessey& Young,
2019a). Ostrojen mitotik aktiviteyi arttrr, endometriyumun  fonksiyonel
tabakasmmn implantasyona hazrlanmast ign  kalnlagsmasm saglar.  Ras-
mitogen-activated  protein  kinase = (Ras/MAPK), Wnt/beta Kkatenin ve
phosphoinositide-3-kinase/Akt  (PI3K/Akt) sinyal yolaklart Onemlidir ve
ostrojen ile iliskilidir. Ostrojen preovulatuar faz srasmda endometriyal
tabakann proliferasyonunu saglar ve progesteron reseptor ekspresyonunda bir
artisa neden olur (Moustafa& Young, 2020). Ostrojen proliferasyon icin

gerekli olsa da asm Ostrojen aktivitesi endometriyal reseptiviteyi olumsuz
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etkileyebilir (Lee vd., 2010). Ostrojen reseptorii alfa (ER alfa) proliferatif faz
srasinda Ostrojene yantt olarak ekspresyonu artar. ER alfanmn sekretuar fazda
progesteron  tarafindan  ekspresyonunun  azalmasi  basarih  embriyo
implantasyonu i¢cin  gereklidir. Owulasyondan sonra progesteron reseptif bir
endometriyum olusturmak ve erken gebeligin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan
Oonemli hiicresel degisiklikleri indiikler. Progesteronun ayrica erken gebelikte
immiintolerans1  indiikledigi  diistinilmektedir.  Normal owulatuar  menstrual
dongiilerde implantasyon birkag giin iginde gerceklesebilir.  Senkronize
embriyo ve reseptif endometriyum arasmdaki karsiikh iletisim Gstrojen ve
progesteron tarafindan kolaylastrilr ve embriyonun implantasyon siirecine
izin verir. Implantasyon bir embriyonun uterus duvarma tutunarak once epitele
ardndan da plasentay1 olusturmak iizere annenin dolagim sistemine niifuz ettigi
stire¢ olarak tanmlanir (Blanco-Breindel vd., 2023).

Endometriyal reseptivite  blastosistin  trofektoderminin  endometriyal
epitel hiicrelerine baglanabildigi ve daha sonra endometriyal stroma ve damar
sistemini istla etmeye devam ettifi endometriyal maturasyon donemidir
(Lessey& Young, 2019b). Endometriyal reseptivitenin elde edilmesi "ya hep ya
hic" seklinde ikili bir olay olmadigi gibi pencere benzetmesi de endometriyal
iskili subfertilite ile iligkii klnk g6zlemleri agiklamak i¢in yeterli degildir.
Aksine anormal reseptivitenin  dereceleri ve tirleri tam implantasyon
basarisizhigindan (infertilite) ciddi derecede eksik implantasyona (diisik) ve
hafif anormal implantasyon ve mvazyona (6rn. preeklampsi) kadar bir diz
tireme sorununa yol agar. Aslnda reseptiviteyi bozan faktorlerin  hepsi
bilinmeyebilir. ~ Ancak  endokrin  nedenler, inflamatuar  olaylar, ince
endometriyum, fibroidler, polipler, septalar ve bagsiklk sistemi aracih
bozukluklar1 igermektedir (Lessey& Young, 2019b).

PKOS'lu kadmlarda olumsuz gebelik sonuglari g¢ogunlukla diistikler,
zayif embriyonik gelisim ve azalmig embriyonik implantasyon oranlart olarak
ortaya cikmaktadwr. PKOS'lu hastalarda bildirilen diisiik oranlar1 dier subfertil
popiilasyonlarla  karsilastiridignda  %15-25 arahgindadw. IVF tedavisi alan

hastalarda owvulasyon, metabolizma ve hormonal dengesizlik farmakolojik
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olarak diizeltilebilir. Ancak transfer edilen embriyolarn yiiksek kalitede olmasi
bagarith gebelk oranlarmi artrmayabilir. PKOS'lu hastalarda  implantasyon
basarisizhgi ve spontan diisiik oram daha yiksekti. Bu durum jinekologlar
Ozelikle de iireme endokrinologlarmi yillarca saswtus ve bu  sorunlar
iyllestirmenin  olduk¢a karmasik oldugu goriilmiistir. Bu durum endometriyal
reseptivitenin  PKOS'lu  kadmlarda gebelign olugsmas1 ve gelismesinde Onemli
bir rolii olabilecegmi diistindiirmektedir. Embriyonik implantasyon karmagik
bir siirecti. Yeni olusan embriyoyu kabul etmek ve tutmak icin
endometriyumun hazirlanmasi kritik bir admmdr. Bir ¢ok doku embriyonik
implantasyonu kabul edebilirken endometriyum implantasyon penceresi olarak
adlandmlan kisa bir reseptif donem disinda embriyolarm implante olmasm
engelleme kabiliyeti acismdan benzersizdir (Zhao vd., 2022).

Endometriyal reseptivite progesteron direnci ve Ostrojen baskmhg
yoluyla steroid hormonlarmmn dengesizligi ile bozulabilir. Hem dogal hem de
yapay  dongilerde progesteron direnci proinflamatuar  bir  durumdan
kaynaklanabilir. Endometriyumda inflamasyona neden olan durumlar arasmnda
endometriozis,  endometrit,  adenomiyozis ve  hidrosalpingler  bulunur.
Etiyolojiden bagmmsiz olarak progesteron direncine bagh Ostrojen-progesteron
dengesizligi azalmis desidualizasyona ve Ostrojen baskmnh§ma yol agar. Uygun
desidualizasyon  desiduann embriyoya besin  sagladig, gelismekte olan
embriyoyu maternal immiin yantttan korudugu ve trofoblastm invazyonunu
diizenledigi i¢cin implantasyonda kilt bir faktérdir (Blanco-Breindel wd.,
2023).  Ostrojen  dominanst  hiicre  proliferasyonu,  inflamasyon  ve
anjiyogenezde artiga yol acarak nonreseptif endometriyal durumu daha da
kotiilestirir. Asir1 Ostrojen ve progesteron direnci ile tammmlanan bir durum olan
endometriozis ¢ahsmalarmda endometriyumda ortaya ¢ikan inflamasyonun
progesteron-ostrojen aktivitesi dmamigini degistren p450 aromatazin asir
ekspresyonu ile iligkili oldugu gOsterimisti. Aromatazm asm ekspresyonu
koti IVF sonuglan ile iligkilendirilmistir (Brosens vd., 2004). Endometriyal
reseptivite  ¢cok aktif bir arastrma alam olmaya devam etmektedir.
Endometriyal reseptiviteye katkida bulunan faktorlerin timil bilinmemektedir

ve arastrilmaya devam etmektedir.
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2.3.1. Endometiyal Reseptivitenin Belirtecleri

Basarih implantasyon reseptif bir endometriyum ve implantasyon
yeterliligi kazanmus bir blastosist arasmda senkronizasyon gerektirir. Bu iKi
olay maternal hormonlar ozellkle de ovaryan Ostrojen ve progesteron

tarafindan hassas bir sekilde diizenlenir.

Molekiiler ve genetik veriler sitokinler, biiytime faktorleri homeobox
transkripsiyon faktorleri, lipid mediatorler ve morfojen genler gibi lokal olarak
tiretlen  sinyal molekiilleri ile birlkte ovaryan hormonlarm  karmasik
implantasyon  siirecini  belilemek  i¢in  otokrin, parakrin ve  jukstakrin
etkilesimler yoluyla islev gordiiginii gostermektedir. Bununla birlikte erken
gebelk doneminde embriyo-uterus etkilesimlerini  yoneten molekiiler smnyal

yollar1 derinlemesine arastirilmaya devam etmektedir.

[mplantasyonun endometriyal yoniinii degerlendirmek igin  giiniimiizde
homeobox genes A (HOXA), Mucn (MUC)’ler, pmnopodlar, I6semi nhibitér
faktor (LIF), avB3- integrin ve hiicreler arasi baglantilar gibi bazi gdstergelerin
endometriyal  reseptivite ile  yakmndan iliskili oldugu bulnmustur ve
endometriyal reseptivitenin belirtecleri olarak kabul edilmisitir.

Morfolojik belirtecler

Endometriyumun menstrual dongii boyunca Ostrojen ve progesteronun
etkisi altmda mitotik aktivite, glandiiler sekresyon ve stromal 6dem gibi baz
morfolojk  degisikliklere ugradi®i uzun zaman Once kesfedilmisti. Bu
endometriyal morfolojik degisiklikler ile endometriyal reseptivite arasmdaki
kesin korelasyon heniiz tam olarak belirflenmemisti. Taramah elektron
mikroskobu ile  menstrual siklusun 19-21. giinleri arasmda endometriyal
reseptiviteye  ulasidiginda mevcut oldugu tespit edillen pmnopod olarak
tanmlanan  epitelyal  yiizeydeki  spesifik  globular  ¢ikmntilart  tanmmlanir.
Pinopodlar uterus Kimenine dogru uzanr. Endometriyal maturasyonun
fonksiyonel belirtegleri olarak kabul edilirler. Ancak baz arastrma verileri

endometriyal ~ epitel  yiizeylerinde  ekspresyonlart  olmaksizm  basarih
gebeliklerde bildirmektedir. Olusumlar1 Gstrojen (ER) ve progesteron reseptor

23



(PR) ekspresyonundaki dalgalanmalara bagh gibi gorinmektedir (Neykova vd.,
2022).

Pinopodlar ~ progesterona  bagimh  gorinmektedir. ~ Progesteron
seviyesindeki orta luteal fazdaki artis ile menstrual dongii boyunca
pinopodlarm ik ortaya c¢ikist arasmda iliski kaydedilmisti.  Dahasi
ekspresyonu blastosist implantasyonundan endometriyal reseptiviteye kadar
gerekli olan bir Homeobox geni olan HOXAL0 pinopod gelisiminde Snemli bir
role sahipti,. HOXAI0 ifadesinin bloke edimesi pinopod saysmu Onemli
Olciide azaltm. HOXA10 hem endometriyal stromal hiicre proliferasyonunu
hem de epitelyal hiicre morfogenezini diizenleyerek endometriyumda ikili bir
rol sergilemektedir (Achache & Revel, 2006). Pmnopodlarm rolii tam olarak
bilinmemekle  birlikte  embriyo-endometriyal ~ etkilesimlerde  tercih  edilen
bolgeler  olduklart  goriilmektedir.  Blastosist — tutunmasmmn  endometriyal
pinopodlarm  iistiinde gerceklestigi  gOsterilmistir.  Blastosist adezyonu i¢in
gerekli  reseptorler pinopod  yiizeyinde yer almaktadwr. Endometriyal
pinopodlarm gelisimi 16semi inhibitér faktor (LIF) ve reseptorii, progesteron ve
integrinaVP3'in orta luteal fazda artan ekspresyonu ile iligkilidir. Mid-
sekretuar faz swrasmda pinopodlarm tespiti implantasyon oranlarmi optimize
etmek icin endometriyal reseptivitenin degerlendiriimesinde son derece yararh

olabilir.

Biyokimyasal Belirtecleri

Yillar ~ boyunca cesith ~ yontemler  kullanlarak  endometriyal
reseptivitenin - bircok potansiyel biyobelirteci arastrimistir.  Bunlart  incelemek
icn en son gelistirilen yOntemler yalizca  viicut  swvist - Ornekleri
gerektirmektedir ve lipidomik, proteomik ve metabolomik yontemleri
icermektedir (Altmde vd., 2014). Proteomikler ve proteomik teknolojiler
Onemli yolaklarm bir pargast olan c¢esith protein  biyobelirteclerinin
arastrilmasmda  proliferatift ve  sekretuvar endometriyal faz arasmdaki
ekspresyon  farkim  incelememizi  saglayan  yontemlerdir.  Endometriyal
reseptivitenin ~ biyokimyasal  belirtecleri arasmda  endometriyal —adezyon

molekiilleri  (integrin),  endometriyal anti-adezyon molekiilleri  (miisinl),
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endometriyal sitokinler, endometriyal biiyime faktorleri ve endometriyal
mmiin belirte¢cler bulunmaktadir.

Pinopod olusumu maksimum seviyeye ulastigmda heparin baglayic
epidermal biiyiime faktoriinin Kiminal epitel hiicrelerinde  ekspresyonunun
artit ve pinopodlar ile birlikte implantasyona Onemli katkismmn oldugu
diisiiniilir. Leukemia inhibitory factor (LIF), integrinler, L-selektin, HOXA 10,
Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF), MUCI1, glikodelin A
(GlyA), glutaredoksin (Glrx) gibi pek ¢ok biyobelirte¢ pinopodlarla iliskilidir
(Quinn vd., 2020).

Hiicre adezyon molekiilleri yapt ve fonksiyonlarma gore integrinler,
kaderinler,  selektinler,  imminoglobulin ~ (Ig)  siiper  ailesi  olarak
smiflandirilmaktadir.

Hiicre membrannda yaygmn olarak bulunan bir tiir adezyon molekiilii
olan integrin o ve B alt birimlerinden olusan bir heterodimerdir. integrinler
uterusta hem epitel hiicrelerinde hem de stromal hiicrelerde bulunur. Integrin-
ligand etkilesimleri trofoblastlarm invazyonu, adezyonu ve migrasyonunu
artrrr.  Bunlar arasmda ovp3-integrin ile endometrial reseptivite arasmdaki
iliski en belirgin olanidir (Mokhtar vd., 2018).

Kaderinler kalsiyum bagmh transmembran proteinleridir. Hiicre-hiicre
adezyon mekanizmalarmdan sorumludur. Kaderinler bulunduklari dokuya gore
E-kaderin, epitel hiicrelerinde bulunan epitelyal kaderin; N-kaderin, ndronal
kaderin, sinir sisteminde bulunan kaderin; P-kaderin, plasental kaderin olarak
adlandmrilirlar. Embriyonik gelisin srasmda spesifik adezyon molekiillerinin

iretilmesini saglar, hiicre gogii ve doku diferansiyasyonunda rol oynamaktadir.

Selektinlerde  kaderinler gbi kalsiyum bagmh hiicre adezyon
molekiilleridir. Hiicre ylizeyinde bulunan transmembran yapitya sahip bir
glikopreteindir. Bulundugu hiicreye gore Iokosit (L-Selektin), trombosit (P-
Selektin) ve endoteliyal (E-Selektin) olarak isimlendirimektedir. Implantasyon
srasmda embriyonun trofoblastlardan salgilanan L-Selektin ile
endometriyumdan  salginan  L-selektin  ligantlan  arasmda  bir  koprii
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olusturularak endometriyuma baglanmasi saglanr.  L-selektinler endometriyal
reseptivite srasmda 6nemli bir biyobelirtegtir (Achache&Revel, 2006).

Losemi inhbitér faktor (LIF) endometriyal bezler tarafindan salgilanan
bir tiir sitokindir ve IL-6 ailesine dahildir. LIF saghkh embriyo gelisimi i¢in
zorunludur ve implantasyon penceresi srasmda embriyo implantasyonunda
oldukga 6nemli bir rol oynar (Adu-Gyamfi vd., 2021).

Endometriyal epitel hiicreleri arasmdaki hiicreler arasi baglantiar
endometriyumun  biitiinkigiinii korumak ve dis patojenik faktorlerin istilasmm
Oonlemek i¢in tam bir epitelyal bariyer olusturmakla kalmaz aym zamanda
endometriyal reseptivitenin olusturulmasinda da Onemli bir rol oynar. Hiicreler
arast baglantlarm anormal lokalizasyonu veya ekspresyonu endometriyal
desidualizasyonun basarisiz olmasma ve anormal embriyo implantasyonuna

yol agabilir.

Miisin ailesinin  Oonemli bir {iyesi olan MUCI1 vyiksek oranda
glikozillenmis bir makromolekiildir. Hiicre yiizeyinde yiiksek seviyelerde
eksprese edildiginde MUCI1 sterk bir engelleme etkisiyle hiicresel yapismaya
miidahale edebilir. Bu nedenle MUC1 bir anti-adezyon molekiilii olarak
hareket ederek blastosistin endometriyuma yapismasmi Onleyebilir. In vitro
fonksiyonel ~ analizer MUC1'n fare endometriyal hiicresinin  blastosiste
tutunmasi ve msan endometriyal hiicrelerinin trofoblast hiicrelerine tutunmasi
lizerinde olumsuz bir etkisi oldugunu gostermist.  MUC-1'in  engelleyici
etkisinin  blastosistin  implantasyon i¢in en uygun bdlgeye yonlendirimesinde
Onemli olabilecegi One sirimistir. Bulgular memelilerde  endometriyal
reseptivitenin  kazanilmas1 ve ardmdan embriyo implantasyonu icn MUCI'in
endometriyumdan  uzaklastriimasmn ~ 6nemini  vurgulamaktadr.  (Song  vd.,
2012; Kubota vd., 2021).

HOX gen ailesi tiyesi olan HOXA geni uterusun epitelyal ve stromal
hiicrelerinde ~ eksprese edilir. HOXA10 embriyogenez swasmda uterusun
gelisimi ve sekillenmesi icin ¢ok Onemli olan bir transkripsiyon faktoriidiir.
Seks steroidleri ve embriyolar HOXA10'un ekspresyonunu yonlendirir ve artan
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progesteron seviyelerine yanit olarak implantasyon swrasmda ekspresyonu artar
(Cheng vd., 2022). HOXA10 ve HOXAI1 eksikligi olan siganlarda embriyo
implantasyon bozukluklar1 goriimiistir. Benzer sekilde arastrmalar infertilite
hastalarmmn bir kismmda HOXA10 mRNA ve protein ekspresyon seviyelerinin
azaldigm gostermistir. PKOS, endometriyozis, hidrosalfinks gibi implantasyon
bozukluklar1 ile ilgili durumlarda da HOXAI10 ekspresyonunun azaldigi
bildirilmistir. HOXA10'un yiiksek ekspresyonu pinopodlarm gelisimi ve artisi
lle iligkilendirilmistr. HOXA  genleri endometriyumdaki  B3-integrin  alt
birimlerinide diizenler. avp3 integrin pinopodlar iizerinde bulunur. Embriyo ile
endometriyum arasindaki c¢apraz iletisime katiir. Pinopodlar ayrica uterus
bosluguna LIF iceren salgt vezkiilleri salabilir ve bu da avp3-integrin
ekspresyonunu arttirarak  trofoblastn  endometriuma adezyonunu  artirabilir
(Akbas&Taylor, 2004; Matsuzaki vd., 2009).

Sirtuinler  (SIRTS) son yirmi yilda memelilerde tammlanan ve
arastrilan nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) bagmh histon deasetilaz
ailesidir. Yillar i¢inde sirtuinlerin histon deasetilasyonu, protein asilasyonu ve
deasetilasyon dahil olmak iizere bir¢cok hiicresel fonksiyonda kilit rol oynadig
gosterimistir.  Yedi enzimden olusan sirtuin ailesi uzun yasam, mitokondriyal
fonksiyon, DNA hasar1 onarmu ve metabolizma dahil olmak iizere c¢esith
antioksidan ve oksidatif stresle iliskili siire¢ ve fonksiyonlarla da baglantih
oldugunu gosterimistir. Buna ek olarak deasetilaz aktivitelerinin anahtar bir
redoks sinyal molekilii olan NAD™ya bagh olmasi sirtuinlerin hiicresel
antioksidan ve redoks sinyal (ARS) yollarmi diizenlemede ayriimaz oyuncular
olabilecegi fikrini desteklemektedir. Oksidatif stresin bashca aktorlerinden
bazilari reaktif tiirler olup bunlar arasmda en yaygm olarak reaktif oksijen
tirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) yer almaktadr. Birgok hastalik
ve bozukluk hiicrelerdeki oksidan/antioksidan dengesizligi ile
lligkilendirimistir. ~ Cahsmalar  sirtuinlerin ~ antioksidanlar1  ve  redoks sinyal
yollarmi ~ diizenlemedeki rolinii  gOstermisti. Mevcut ¢alismalar ~ sirtuinlerin
onemli biyolojik siireclerin diizenlenmesinde ve dolayisiyla cesitli hastaliklarm
patogenezinde  kritk  Oneme  sahip  olabilecek  redoks  sistemlerinin
homeostazinda onemli oldugunu gostermektedir. Bu nedenle sirtuinler redoksla
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diizenlenen hastalk durumlarmm yonetiminde hedef olarak hizmet edebilir
(Singh wvd., 2018; Palmerini vd., 2023). Hiicresel oksidatif stresin normal
SIRT1 isleyisinde disregiilasyona neden olabilecegi goriimiistir (Oberdoerffer
vd., 2008).

2.4. Naringenin

Naringenin (4',5,7-trinydroxyflavonone) bashca turunggillerde (greyfurt
ve portakal) ve domatesde bulunmaktadr. Aromatkk bir aminoasit olan
fenilalanin'den  sentezlenir ve farklh konjuge formlart (Gzellikle aglikon,
neohesperidoz ve glikosil) bulunmaktadr (Sekil 2.3). Bu formlarm her biri
absorpsiyon, dagihm, metabolizma ve elimnasyon gibi farmakokinetik
Ozellikleri bakmndan farkhhk gosterir. Naringenn'in  en zengin kaynag
greyfurttur ve “naringin" adi verilen inaktif bir glikon formuda bulunur. Hem
naringin hem de naringenin giicli antioksidanlardr. Ancak naringin naringenin
lle karsilastrildignda daha az etkilidir. Naringin suda orta derecede ¢oziiniir
(Alam vd., 2014). Kimyasal olarak naringin sindiriminden hemen sonra
bagwrsak bakteriyel naringinaz enzimi tarafindan hidrolize edilir ve iki ara {iriin
olan rhamnose ve naringenin (4',5,7-trihydroxyflavonone - en aktif aglikon
formu) olusur (Shakeel vd., 2017).

Sekil 2.3. Naringenin'in kimyasal yapis. Gri kiireler: karbon atomlars
sart kiireler: hidrojen atomlar; kwrmizi kiireler: oksijen atomlar1 (Bhia vd.,
2021).
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Naringenin'in ~ intestinal ~ sistem  tarafindan  kolaylkla  emildigi
bildirimigtir. Bu  ylizden dolasimmda hizla biyolojik olarak kullanilabilir hale
gelir. Naringenin  hizh emiliminden dolayr naringinin  farmakolojik olarak en
etkii ~ formudur (Mir&Tiku, 2015). Farmakolojik c¢aligmalarm  birgogu
Naringeninin  gesiti metabolik kosullar swrasmda olusan serbest radikalleri
temizleyerek oksidatif stresi baskilama fonksiyonuna deginmistir (Zaidun vd.,
2018). Naringin veya greyfurt suyunun oral alimmdan sonra kanda ve idrarda
Onemli miktarda naringenin bulinmustur (Alam vd., 2014). Naringenin'in
insanlarda baghca etki mekanizmasi sitokrom P450 izoformlar1 olan CYP1A2
(Fuhr vd., 1993) ve CYP3A4'in (Fuhr&Kummert, 1995) inhibisyonudur.
Naringenin tim opioid reseptor tipleri lizerinde basarih bir sekilde antagonistik
aktiviteler gostermistir (Katavic vd., 2007). Insanlarda olumlu saghk etkileri
vardr. Naringenin’in hepatoprotektif (Renugadevi & Prabu, 2010), anti-
mutajenik (Francis wvd., 1989), anti-kanserojen (Ekambaram vd., 2008),
antioksidan (Santos wvd., 1999), anti-diyabetik (Rayidi &Pari, 2011) ve
antiaterojenik (Goldwasser vd., 2010) aktivitelere sahip oldugunu bildiren ¢ok
sayida arastrma mevcuttur. Inflamasyon ve oksidatif hasarlara karsi rolii onu
cesit oksidatif stresle iligkili bozukluklarm tedavisi i¢in potansiyel bir aday
haline getirmektedir (Sekil 2.4).

Normal hiicrelerde herhangi bir eksojen uyaran wveya endojen bir
anomalinin  neden oldugu DNA  mutasyonlar1  hiicrelerin  kontrolsiiz
bolinmesine neden olarak tiimor gelisimne ve ilerlemesine yol acabilir.
Kemoterapotik ajanlar hiicre apoptozuna yardime1 olarak kanser Onleyici
aktivite gOstermektedir (Varghese vd., 2019). Ancak kemoterapinin canlt
sistem lizerindeki yikici etkileri ¢ok fazladir; mide mukozasi kil folikiiki ve
kemik iligi hiicreleri dahil olmak iizere her saglkh hiicre ve Oncelikle hizla
bolinen hiicreler bu siirecten zararh bir sekilde etkilenr ve bu da normal
islevlerini  kisitlar (Friesen vd., 1996). Naringenin’in anti-kanser potansiyeli
tartisgmustr.  Stefani ve ark. tarafindan yiriitilen kontrolli vaka ¢ahsmasmda
flavonoid gibi maddelerin uygulamasmdan sonra Ozofagus, grtlak, agz
boslugu ve farenks ile iligkili kanser riskinde azalma bildirmistr (De Stefani
vd., 1999).
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Sekil 2.4. Naringenin'in viicuttaki sindirim, emilim ve atlm yoln. Naringenin
naringinaz ve a-L-rhamnosidaz tarafindan hidrolize edilerek prunin ve ramnoz
elde edilir. Prunin’in B-d-glukosidaz tarafindan naringenin’e par¢alanmasmdan
sonra naringinaz naringenin’i hidrolize eder wve sindirim sistemi tarafindan
absorbe edilir. Daha sonra hizla glukozid veya tiyoglukozidle Dbirlestirir.
Ardndan serum albiiminine baglanr ve bdbrek, dalak, kalp, karaciger ve beyin
gibi hayati organlara dagtiir. Metabolitleri safra ve triner sistem Yoluyla atihr
(Cai vd., 2023).

Insan enzimleri prokarsinojenlerin aktif kanserojenlere ddniismesine
Oonemli bir katki saglar. Bu doniistim biiyiik Olgtide sitokrom P450 araciigiyla
gerceklestirilir. Naringenin bu doniisiimii antagonize eder ve bundan dolay
karsinojenezi ve hiicrelerin zarar goérmesini Onler (Tiwari & Mishra, 2017).
Naringenin'in  aromataz (CYP19) enziminin aktivitesini baskilayarak Gstrojen
biyosentezinde azalmaya yol actign bilinmektedir. Ostrojene bagh meme
kanserinde naringenin Gstrojen biyosentezinde rol alan Ostrojen sentetaz enzimi
iizerinde mhibe edici etkiler sergilemistir ve boylelikle Ostrojenlerin kanseri
tesvik edici uyaric1 etkilerini azaltmistir (Zhao vd., 2019).

Yapilan  ¢ahsmalar,  naringenin  uygulamasmmn  streptozosin  ile
indiiklenen diyabetik siganlarda kan glukoz seviyelerinde diisiise neden
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oldugunu bildirilmistir (Kumar&Pandey, 2013; Sanchez-Salgado wvd., 2007).
Naringenin’in  fruktoz verilen insiiline direngli siganlarda nsiilin ~ duyarllig
gelistirdigini (Kannappan & Anuradha, 2010) ve LDL reseptorlerinden yoksun
olan yikksek yagh diyetle beslenen farelerde ise insiilin direncini azalttig
bildiriimektedir (Mulvihill vd., 2009). Tip 2 diyabetlilerde naringenin etki
mekanizmasmm metformin ile karsilastirilabilinecegi sOylenmigtir
(Purushotham vd., 2009). Diyabetik ve obez kisilerin yag dokular1 ¢ok sayida
Toll benzeri reseptor (TLR, Toll Like Receptor) ailesi iiyelerini eksprese eder
(Creely vd., 2007). TLR2 ve TLR4 reseptorlerinin serbest yag asitleri
tarafindan aktive edimesi insiilin direnci olarak sonuglanr (Shi vd., 2006).
Naringenin  peroksizom proliferatérii. ~ ile  aktive olan reseptor-gama
(PPARy)’nn  aktivasyonu  yoluyla  adipositlerde ~TLR2  ekspresyonunu
baskilamaktadir (Yoshida vd., 2013; Yoshida vd., 2014).

Naringenin PKOS semptomlartyla miicadelede faydal olabilecek ilging
bir madde olabilir. Naringenin dogal olarak bulunan bir flavonoiddir. Biyolojik
olarak cok aktif bir molekiildiir. Hiicre dongiisiinii durdurur ve farkh histolojik
tiplerdeki msan timdér hiicre dizilerinde apoptozu indikledigi gdsterimigtir.
Mide kanseri hiicrelerinin ve hepatoselliler karsinom hiicrelerinin yaylma ve
metastatik potansiyelini baskilamustr. Naringenin ayrica glutatyon peroksidaz,
SOD ve CAT gbi cesitli antioksidan enzimlerin hiicre ici seviyelerinde artisa
neden olmustur. Siganlarda yapilan bir ¢ahsmada naringenin'in  kilo almmm
Onleyerek PKOS semptomlarm kontrol etmede etkili olabilecegi ve serum
glikoz seviyelerinde bir diisiise neden oldugu gosterimistir (Hong vd., 2019;
Joshi vd., 2018).

Yakmn tarihli arastrmalar PKOS’lu kadmlarda naringenin'in testosteron
ve Ostradiol seviyelerini azaltabildigini bildirmistir.  Naringenin - PKOS’un
Ozelliklerinden biri olan oksidatif stresi azalttizi ve reaktif oksijen tiirlerini
uzaklastran enzim konsantrasyonlarmi  arttrdigi  gosterilmistir.  Naringenin'in
sitoprotektif ve anti-enflamatuar etkileri bir in vitro deneyde cycloheximide ile
kombinasyon halinde TNF-o tarafindan indikklenen hasara karsi naringenin
aracih@ryla hiicrelerin  korundugu belirtiimistr (Hong vd., 2019; Kicinska vd.,
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2020). Naringenin'in tammlanan o&zellikleri onu PKOS tedavisinin bir unsuru

olarak diisimmeyi hakh g¢ikarmaktadir.

Daha Once yapilan PKOS c¢ahsmalarmda oksidatif stres hasarmda
malondialdehit (MDA)  seviyelerinin  artti@i  gosterilmisti.  Deneysel PKOS
modeli olusturularak resveratrol ve metforminin ovaryum iizerine etkilerinin
arastrildim  bir cahsmada PKOS gruplarmda MDA  seviyesinin  arttiy,
Resveratrol ve Resveratrot-Metformin  verilen  gruplarda  serum MDA
seviyesinin anlamh oranda distiigii sadece metformin verilen grupta ise MDA
seviyesinde anlamli bir fark olmadig bildirilmistir (Furat Rencber vd., 2018).
Bu durum tedavide metforminin  tek basma yetersiz olabilecegini

diistindiirmek tedir.

3. GEREC VE YONTEM

Cabsmamizda Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Laboratuvarmda yetistirilen viicut agwhg yaklasik 15-20 gram
arasmda degisen 25 ginlik Swiss albino cinsi 40 adet disi fare kullanild:.
Fareler oda sismda, 12 saat aydmhk — 12 saat karanhk periyotlarm saglandigi
ortamda bulundu ve deney siiresince standart pellet yem ve c¢esme suyu ile
beslendiler.  Cabsma icin Sivas Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulundan 18.05.2021 tarih ve 65202830-050.04.04-551 sayilh onay
belgesi (EK) alndi. Rutin histolojik doku takip asamalari ve immiinofloresan
boyamalar Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip  Fakiiltesi Histoloji Ve
Embriyoloji Anabilim Dal Laboratuvarmda gerceklestirildi. Ayrica  Sivas
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma Merkezi (CUTFAM)
laboratuvarinda yer alan cihazlarda kullanild1.

3.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler
o Etil Alkol (Merck, Germany)
¢ Ksilol (Merck, Germany)
e Paraformaldehit (Sigma. USA)

e Sodyum dihidrojen fosfat (Merck, Germany)
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¢ Di sodyum hidrojen fosfat (Merck, Germany)

e Hematoksilen (Biooptica, Italy)

eEo0zin-Y (Biooptica, Italy)

e Masson Trichrome Stain Kit (BesLab, BS-336))
ePicro Sirius Red Stain Kit (Abcam, ab150681)
ePhosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
e Tween-20 (Merck, Germany)

e Fluoroshield™ with DAPI histology mounting medium (abcam,
ab104139)

eEntellan (Merck, Germany)

¢MUCL1 (S. Cruz Bio., sc-53381)

e HOXA10 (E-11) (S. Cruz Bio., sc-271428)

¢SIRT1 (S. Cruz Bio., sc-74465)

e Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Flour 488) (ab150113 Abcam)
e Antibody Diluent Reagent (Invitrogen, USA)

e SuperBlock (Sky Tech Lab, USA)

eEDTA Buffer

o Citrat Buffer

¢ Dehidroepiandrosteron (DHEA) ( Boston Usa Chemistry, BDM-
806985)

e Metformin (Boston Usa Chemistry, BEE-080733)
e Naringenin (Boston Usa Chemistry, BNM-859367)
e Susam yag1 (Zadevital, Tirkiye)
e Carboxymethylcellulose (CMC)

3.2. Kullanilan Cihazlar

e Hassas tarti (Denver Instrument Company, USA)
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e Manyetik karistric1 (BIBBY Stuart, UK)

e Vorteks (Clifton Cyclone, UK)

e Santriftij (Msc Micro Centaur, UK)

o PH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

e Mikrodalga firm1 (Argelk MD 554 Intellwave, Tiirkiye)

e Mikropipetler -10 pl, 20 pl, 200 ul ve 1000 ul- (Gilson, USA)
eBen Mari (Leica, Germany)

e Doku Takip Cihazn (Leica, Germany)

eFloresan Mikroskop (Olympus BX51, Japan)

e Mikrotom (Leica, Germany)

3.3. Deney Gruplarimn Olusturulmasi

Grupl: Kontrol grup, Grup2: PKOS grup, Grup3: Metformin grup,
Grup4: Naringenin grup ve GrupS: NaringenintMetformin grubu olmak {izere
her grupta sekiz fare olacak sekilde bes gruba ayrildi Prepuberal 25 giinlik
disi farelere dehidroepiandrosteron (DHEA) (6 mg/100g) 0,2 mL susam yag
icinde ¢ozilerek 30 giin boyunca giinde bir kez subkutan (sc.) enjekte edilerek
PKOS modeli olusturuldu (Delibag, 2017; Xie vd., 2019). PKOS modeli
olusturma siirecinde kontrol grubumuzdaki farelere 30 giin boyunca DHEA
maddesini  ¢ozmekte kullandigmiz susam yag sc. enjekte edildi. Grup 2,
PKOS durumu tedavi edilmeyen model grubudur ve tedavi faz siiresince yedi
gin boyunca metformin ve naringenin maddesini ¢ozmekte kullandigmiz %1
karboksimetil seliloz (CMC) ve salin ¢ozeltisi 0,2 mL olacak sekilde oral
gavaj aracihgyla veridi. Grup 1’de bulunan farelere 30 giin susam yagt
enjekte edildikten sonra yedi giin boyunca 0,2 mL %1 CMC ve salin ¢ozeltisi
oral gavaj aracihigyla verildi ve yedici giniin sonunda endometriyal reseptivite
modeli olusturuldu.
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Grup 2, 3, 4 ve 5’te bulunan farelere 30 gin boyunca DHEA
uygulanarak PKOS modeli olusturuldu. Ardndan Grup 2’de bulunan
hayvanlara yedi gin boyunca 0,2 mL %1 CMC ve salin ¢Ozeltisi oral sekilde
verildi. PKOS model grubumuz olan Grup 2’deki farelerde yedinci giiniin
sonunda endometriyal reseptivite modeli olusturuldu. Grup 3’te bulunan fareler
metformin tedavi grubu olup 50mg/100g metformin 0,2 mL salin ¢dzeltisinde
coziilerek oral gavaj araciligiyla verildi (Huang vd., 2015; Fu vd., 2020). Grup
4 naringenin tedavi grubu olup 0,2 mL olacak sekide 50mg/kg naringenin
maddesi %1 CMC ¢ozeltisinde ¢ozilerek oral gavaj aracih@iyla verildi (Hong
vd., 2019). Grup5 naringenin+metformin tedavi grubudur 0,2 mL olacak
sekide %1 CMC’de hazrlanan 50 mg/kg naringenin ¢Ozeltisi ve salin
cozeltisinde hazrlanan 50mg/100g metformin ¢ozeltisi oral gavaj yoluyla
verildi. Grup 3, 4 ve 5°te bulunan farelerin yedi giinlik tedavi siirelerinin
bitiminden sonra endometriyal reseptivite modeli olusturuldu (Sekil 3.1).
Deney gruplarimiz Tablo 3.1°de 6zetlenmektedir.

Ostrus sikius ve vicut agirhigi

1. gln OEA - 30. gin Tedavi faz 37.gun Gebelik 4. gun
3 — © — i
“=a 30 g0n subkutan -ttt ' Reseptlivite modell
) enjeksivon ' gun oraigavaj |
IPGTT
% Kontrol Grup 02 ml susam yad) ey KoONtrol Grup, 0.2 mi %1
N8 CMC ve salin gozeltisi
\
" PKOS (model) Grup, 0.2 i
ml %1 CMC ve salin Ovaryum
cozeltisi (N8 Uterus
ey N3CINQENIN SOMQ
kg %1 CMC i¢ nde -
(N:B)
= Metformin 50mg/100g
% PKOS Grup 0.2 ml susam yads ile salin ¢ozeltisi icinde (N:8)
N32 r’:u:v_,an““a‘wg"an

DHEA 60 mg/kg

NareMet (N

mmonfloresans boyama B o\l
Ny MUC1, HOXA10 Histoloijik analiz hodesiapatiior s
- , \rn iR H‘E ’
Masson Trikrom
i' Picro 5 Red
--.' Created in BioRender.com bio

Sekil 3.1. Deney prosediirinin sematikk gosterimi (Biorender’da
olusturuldu).
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Tablo 3.1. Deney gruplarinin gosterimi

Gruplar PKOS indiiksiyon faz Tedavi faz (7 giin)
(30 giin)
Grupl 0,2 mL susam yagmmn sc. 0,2 mL %1 CMC ve salin
(N=8) enjeksiyonu ¢ozeltisi oral gavaj
aracihigiyla
Grup?2 0,2 mL susam yag igcinde 0,2 mL %1 CMC wve salin
(N=8) 60 mgkg DHEATmm sc. ¢ozeltisi oral gavaj
enjeksiyonu aracihgyla

Grup3 0,2 mL susam yag igcinde 0,2 mL Metformin (50mg/

(N=8) 60 mgkg DHEAmnm sc. 100g) saln c¢ozeltisi ile
enjeksiyonu ¢ozilerek oral gavaj
aracihigiyla

Grup4 0,2 mL susam yag iginde 0,2 mL 50mg/ kg Naringenin
(N=8) 60 mgkg DHEA'nn sc. %1 CMC ile ¢ozilerek oral
enjeksiyonu gavaj aracihfiyla

Grup5 0,2 mL susam yag iginde 0,2 mL 50mg/ kg Naringenin
(N=8) 60 mgkg DHEAmmn sc. ¢ozeltisi + 50 mg/ 100g
enjeksiyonu. Metformin ~ ¢Ozeltisi  oral

gavaj aracihigiyla

3.4. Viicut Kiitlesinin Ol¢iimii

Tim gruplarda farelerin agrlklari deney baglamadan once ve deney
sonunda tartild1.

3.5. Ovaryum ve Uterus Kiitlesinin Ol¢iimii

Tim gruplarda fareler sakrifiye edildikten sonra alman ovaryum ve
uterus dokular1 etraflarmdaki yag ve bag dokularn temizlendikten sonra
agrliklart olgtildii
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3.6. Vajinal Smear Yontemi

Deneyin 10. giiniinden baglayarak hergin saat 10:00-12:00 saatleri
arasmda vajinal yayma metoduyla farelerin Ostrus siklusu izlendi. Bir pipet
aracihigrtya 0,5 mL serum fizyolojik farenin vajinasma piuskiirtiilerek vajinal
ykkama islemi yapidi ve pipet ucu c¢ikarimadan birkag kez vajinaya
puskiirtilen serum fizyolojik ¢ekildi Daha sonra bir lam iizerine yayiarak bir
ile iki saat oda sismda kurutularak fikse edildi Boyama islemi i¢in bes dakika
metilen mavisi uygulandi. Boyayr uzaklastrmak icin distile suda ykandi ve
kurutuldu. Epitel hiicresi, kornifiye hiicreler ve Iokosit varhgma bakilarak
Ostrus evreleri belirlendi. Prodstrus evresinde yuvarlak morfolojide, kiiglik ve
nikkleusa sahip epitel hiicreleri yer almaktadr. Ostrus evresi niikleusu olmayan
keratinize kornifiye epitel hiicrelerinin  varhgiyla karakterizedir. MetOstrus
ewresi niikleusu olmayan keratinize Kornifiye epitel hiicreleri ve Iokositlerin
kombinasyonu seklindedir. Didstrus evresi nilkkleusu olmayan keratinize
kornifiye epitel hiicreleri ve ¢ok sayida Iokositin bulunmasi ile karakterizedir
(Delibas, 2017) (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Ostrus siklus evreleri ve bu evrelerde mevcut olan hiicre
tipleri. Epitel hiicresi (siyah ok), kornifiye hiicreler (sar1 ok) ve lokosit (kirmizi

ok). Metilen mavisi boyama, 40x.

3.7. Intraperitoneal Glukoz Tolerans Testi IPGTT)

Deneyin 37. giniinde tim gruplarda farelere 6 saatlik aglhktan sonra
(08:00-14:00) intraperitoneal glukoz tolerans testi uygulandi (Ji vd., 2021).
Farelerin glukoz yiiklemesinden once kan glukoz seviyeleri kuyruk veninden
alman kan ile bir glukometre araciigiyla Olgiildii. Ardmdan %50 d-Glukoz,
farelere 2g/kg olacak sekilde intraperitonal olarak enjekte edildi ve 0., 15., 60.
ve 120. dakikalarda kan ghikoz seviyeleri olgiildii (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Kan glukoz 6l¢iimiinlin  gdsterimi.

3.8. Endometriyal Reseptivite Modeli
Fareler ki disiye bir erkek olacak sekilde bir gece ciftlesmeye brakildi.
Ertesi giin vajinal plak yapis1i gorilen fareler gebeligin birinci giinii kabul
edilip, gebeligin  dordincti  ginii  farelerde  reseptif donem  olarak
belirtilmektedir (Dey vd., 2004; Wang & Dey, 2006). Gebeligin doérdiincii
giniinde tiim gruplardaki farelere 200 mg/kg pentotal sodyum (tiyopental
sodyum) intraperitoneal yoldan enjekte edilerek Otenazi ile Oldiiriiliip uterus ve

ovaryum dokular1 toplandi

3.9. Doku Preparasyonu

Tim gruplarmdan toplanan uterus ve ovaryum dokulann 151k
mikroskobik  inceleme i¢in taze hazwlanmis  %4’lik  paraformaldehid
¢ozeltisinde 6 saat +4°C’de fikse edildikten sonra dehidratasyon ve
seffaflandirma basamaklarin1 takiben parafin iginde blokland.

3.10. Isik Mikroskopi
Isk mikroskobik incelemeler i¢in parafine gomilen dokulardan
mikrotom ile 4-5 pm kalmhgmnda seri kesitler alndi Gruplar arasmdaki

histopatolojik  farkliiklart gdstermek amaciyla hematoksilen-eozin  boyamasi
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ve dokudaki kollajeni degerlendirmek i¢in masson trikrom ve picro sirius red

boyamalar1 yapildi.

3.11. Histomorfometrik analiz

Tim gruplarm uterus ve ovaryum parafin doku bloklarmdan seri
kesitler alndi Ovaryumlardan alman bes seri Kesit iizerinde 10x biiyiitmede
kistik folikiil, atretik folikiil ve korpus luteum yapilar1 sayild. Uterustan yedi
seri kesit almdi ve her gorintide bes farkh alanda Olgiim yapildi Luminal
epitel yiksekligi 40x biiyiitmede, subepitelyal stroma kalnhgi ve endometriyal
bez sayis1 10x biiyilitmede Imagej yazihm kullanilarak analiz edildi.

Kullanima hazr olan masson trikrom ve picro sirius red boya Kitleri
tiretici firmann tarif ettigi gibi uygulandi. Mikroskop ile uygun goriintiilerin
mikrograflart  almdi.  Kollajen Lf yogunlugu masson trikrom boyama
goriintiileri lizerinde analiz edidi (Song wvd., 2023). Endometriyal kollajen
Image) yazihmu kullanilarak olgtildii. Her gruptan aym biiyiitmede bes uterus
goriintiisii  se¢ildi  bolgesel yogunluk Olglimii her gbriintide stromada  esit
biiyiikliikteki bes farkl alanda yapidi ve istatistiksel degerlendirmede bu bes
olclimiin  ortalamas1 esas alndi. Olciim ozelliklerinden %alan  okumalar

degerlendirildi ve istatistiksel analizde kullanild1

3.12. Immiinofloresan Boyama Protokolii

Parafine gomiilii uterus dokularmdan alman 3-4 pm’lik seri Kkesitler bir
gece etiivde Dbekletidikten sonra asagida belirtilen islem basamaklar

uyguland1.

10 dk. ksilolde deparafinizasyon
% 100 ’lik etil alkol 2 dk.

% 100°’1ik etil alkol 2 dk.

% 96’lik etil alkol 2 dk.

% 80’lik etil alkol 2 dk.

% 70’lik etil alkol 2 dk.

Distile su 5 dk.

N o a bk~ w D E
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8. Mikrodalga firmda 2 defa 10’ar dakika swrasiyla maksimum
giicte ve 600W’da MUC1 antikorular1 i¢in sitrat tamponu (pH:6.0) igerisinde
epitoplarm agiga ¢ikariimast gergeklestirildi. HOXA10 ve SIRT1 antikorulart
icin Edta tamponu (pH:8.0) kullanild1.

9. Pappen ile 6rneklerin etrafi ¢izildi.

10. Yikama ¢ozeltisi (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika yikandi

11. Kesitler hidrojen peroksit (H.O,, Thermo scientific, USA)
cozeltisiyle oda isismda 30 dakika nemli karanlk ortamda endojen peroksidaz
bloklama.

12. Yikama c¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 2 kez 3'er dakika
yikandi.

1] Serum Bloklama: Kesitlerin  immunoglobulinin - nonspesifik
tasmmasm engellemek icin SuperBlock bloklama ¢ozeltisinde oda isismda 30
dakika ikiibe edildi.

14. Kesitler primer antikorlarla +4 °C'de neml karanhk ortamda
gece boyu inkiibe edildi. Bu g¢aligmada kullandan MUC1, HOXA10 ve SIRT1
primer antikorlar 1/50 orannda seyreltildi. Primer antikorlar antibody diluent
reagent (Invitrogen, USA) ¢ozeltisiyle seyreltildiler.

15. Yikama c¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3'er dakika
yikand1.

16. Sekonder antikor (Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Flour
488)) oda isisinda 1 saat nemli ortamda inkiibe edildi.

17. Yikama c¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3'er dakika
yikandi.

18. DAPI’li (Fluoroshield™ with DAPI, ab104139)  kapatma
medyumuyla kapatma yapidi ve floresan atagmanh mikroskop (Olympus
BX51, Japan) altnda incelendi ve goriintiiler kaydedildi.

Immunofloresan  boyama ile  boyanan antkorlarm gruplar arasmda
yogunluk farkim kantitatif olarak Olgmek i¢in ImageJ yazilmu kullanildi Her
bir protein i¢in relatif floresan daha 6nce tarif edildigi gibi olgtidii (Kinjo vd.,
2014; Bagavandoss & Grimshaw, 2012; Venegas vd., 2019). Kisaca yesil
kanalda isaretlenen her protein i¢in ortalama piksel yogunlugu olciildii. Segilen
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alan (ilgilenilen bolge, ROI), her kesitten rastgele secilen en az bes bdlgeden
(kare pikseller esit olacak sekilde) olciildii.

3.13. Istatistiksel Analiz
Cabsmamizda  gruplar  arasmdaki  farklilklar1  karsilastrmak  i¢in
GraphPad Prism 8 yazilmu kullaniddi. Normal dagim gosteren en az ii¢ veya
daha fazla grup arasmdaki karsilastrmalarda kullandan One Way Anova
varyans analizi yapidi (Kim, 2017). Coklu Kkarslastrma i¢in Tukey testi
secildi. P<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1. PKOS Bulgulan

4.1.1. Ostrus Siklusu, Viicut Kiitlesi ve Ovaryum Kiitlesi

Tiim gruplarda farelerin Ostrus sikluslart takip edildi Grup 1’de yer
alan fareler diizenli bir Ostrus siklusu gosterdi. Grup 2’de bulunan farelerde
siklus diizensizligi vardi. Bu grupta yer alan farelerin uzun siire Ostrus
asamasmda kaldi@ gorildi. Ayrica prodstrus  ve didstrus  asamalarmm
kayboldugu izlendi. Deney gruplari olan Grup 3, 4 ve 5°‘de bulunan farelerin
prodstrus, Ostrus, metostrus ve didstrus asamalarmi igeren normal Gstrus

siklusu gostermeye basladigi izlendi (Sekil 4.1).

Grup 1

3 - Grup 2

§ - Grup 3

»n =¥ Grup 4
7]

g == Grup 5
7]
O

Sekil 4.1. Tim gruplara ait Ostrus sikluslarmm grafiksel gosterimi P;
prodstrus, O; dstrus, M; metdstrus, D; didstrus.
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Deney sonunda tiim gruplarda farelerin agirliklari 6lgiildii. Kontrol grup
olan Grupl ile karsilastridignda diger tiim gruplarda anlamh bir artis oldugu
belirlendi. Grup 2 ile karsilastrildignda Grup 3, 4 ve 5’de anlamh bir azalma
oldugu belirlendi (Sekil 4.2). Fareler sakrifiye edildikten sonra toplanan
ovaryumlarm agrhklart olgiildi. Grup 1 ile karsiastrildignda Grup 2’de
anlamh bir artig belirlendi. Tedavi gruplart olan Grup 3, 4 ve 5’te bir azalma
oldugu goriildii. Bu azalmanin sadece Grup 3’te anlamh oldugu belirlendi
(Sekil 4.3).

%k 3k %k %k

J
|

Viicut Kiitlesi (g)
|_\
T

0 |

SO PN PN PN
O@Q S S S S

Sekil 4.2. Tim gruplarm viicut kiitlelermin karsilastiriimast.. * p<0,01,
**p<0,007, ***p<0,0008, ****p<0,0001.
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Sekil 4.3. Tim gruplarm ovaryum kiitlelerinin karsilagtirilmasi. * p<0,01.

4.1.2. Ovaryum Histopatolojik Bulgulan

Tim gruplarda ovaryumlar histopatolojik olarak degerlendirildi. Grup
1’de ovaryumlar normal histolojik goriiniimdeydi. Korteks ve medulla normal
yaptya sahipti. Kortekste cesith gelisim asamalarmda folikiiller yer ahyordu.
Ayrica ovulasyon sonrasi olusan korpus luteum yapisi da bulunmaktaydi (Sekil
44 A-A’’). Grup 2’de ovaryum korteksinde graniiloza hiicre tabakasmmn ve
teka tabakasmmn inceldigi kistikk folikiillerin yeraldigi gorildi. Grup 1 ile
kargilagtrildignda  Grup 2’de kistk folikil ve atretik folikiill sayisinda
istatistiksel olarak anlamh bir artis belirlendi (Sekil 4.5). Kortekste folikiiller
arasmda yer alan stromal alanlarda ve medullada kanlanmann arttig goriildii.
Ayrica Grup 2’ de korpus luteum yapisi izlenmedi. Bu durum owvulasyonun
gerceklesmedigini gostermekteydi (Sekil 4.4 B-B’’). Grup 3’te kistik ve atretik
folikill sayssmda anlamh bir azalma vardi (Sekil 4.5) Grup 2 il
karsilastmldignda korpus Iuteum yapismda anlamh bir artiy belirlendi (Sekil
44 C-C”). Grup 4 ait ovaryum Kesitlerine bakidignda Grup 3’c¢ kiyasla
korpus luteum yapist daha az izlendi (Sekil 4.4 D-D’). Grup 1 ile
karsilastrildiginda Grup 4’te kistik ve atretik folikiil sayis1 anlamh bir sekilde
artmistt (Sekil 4.5). Grup 2 ile karsilastrildignda Grup 5°te Kistik ve atretik
folikill sayismda anlamh bir azalma vardi (Sekil 4.4 E-E*). Grup 5, Grup 4 ile
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karsilagtrildiginda  kistik folikiil yapilarmda anlamh bir azalmann oldugu ve
Grup 2 il karslastrldignda korpus luteum sayismda anlamh bir artig
belirlendi (Sekil 4.5).

Sekil 4.4, Tim gruplara ait ovaryum Kesitlerinin hematoksilen-eozin
boyanma gorintiileri. Korpus luteum; (KL), kistik folikiil; (KF), atretik folikiil;
(AtF). A, B, C, D ve E gorintileri 10X’lik, diger goriintiler ise 20X
biiyiitmelerdir.
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B **** 1 Grup 1
¥ B Grup?2
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Sekil 4.5. Gruplar arasmda ovaryumunlarda korpus luteum, kistik folikil ve
atretik  folikiill  karslastriimas.  *  p<0,01, **p<0,005, ***p<0,0005,
****pn<(0,0001.

4.1.3. Achk Kan Glukozu ve Intraperitoneal Glukoz Tolerans Testi
(iPGTT) Bulgulan

Gruplar arasmda 6 saat aglhktan sonra yapilan kan glukoz Ol¢iimiinde
Grup 1 ile karsilastrildignda Grup 2 ‘de istatistiksel olarak anlamh bir artis
tespit edildi. Bu durum PKOS model grubu olan Grup 2’de glukoz seviyesinin
yikksek olmasi ile glukoz toleransmm bozuldugunu gostermektedir. Grup 4’te
de anlamh bir artis bulundu. Grup 2 ile karsilastwrildignda Grup 3’de anlaml
bir azalma vardi. Grup 2 ve 4 ile karsilastmildignda Grup 5°de istatistiksel
olarak anlamh bir azalma mevcuttu (Sekil 4.6 A). Intraperitoneal glkoz
uygulamasmdan sonra 0., 15., 60. ve 120. dakikalarda yapilan Olciimlerde Grup
1 ile Kkarslastrildignda Grup 2’de anlamh bir artis belirlendi. Grup 2 ile
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karsilastmldignda Grup 3’teki azalma istatistiksel olarak anlamh bulundu
(Sekil 4.6 B).
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Sekil 4.6. GCruplar arasmda glukoz toleransmn kargilastrimas.
*p<0,01, **p<0,002.
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4.2. Endometriyal Reseptivite Sirasinda Uterus Bulgulan

4.2.1. Uterus Kiitlesi ve Isik Mikroskop Bulgulan

Tim gruplara ait uterus dokularmm agrhklart 6liildi. Grup 1 il
kiyaslanmca Grup 2 ve Grup 4’te anlamh bir artis oldugu belirlendi. Grup 2 ile
karsilagtirildiginda tedavi gruplari olan Grup 3 ve Grup 5°’te anlamh bir azalma
vard.  Tedavi gruplart arasmdaki Kkarsilastrmada ise Grup 3 ile
karsilagtrildignda Grup 4’te  anlamh bir artis oldugu ve Grup 4 il
karsilagtrildigmda Grup 5°teki azalmanmn anlamh oldugu belirlendi (Sekil 4.8
A).

Uterustan alman seri kesitler ile gruplar arasmdaki histopatolojik ve
morfometrik  farklilklar degerlendirildi. Kontrol grubu olan Grup 1’de
uterusun endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum tabakalari normal
histolojik yapitya sahipti Stromada yer alan uterus bezlermin yapilari1 normal
goriinimdeydi (Sekil 4.7 A-A’”’). PKOS grubu olan Grup 2’de epitelde ve
stromada apoptotik ve vakuolize hiicrelerin fazlahgi dikkat ¢ekiyordu.
Endometriyal stromada immiin hiicre infitrasyonu mevcuttu. Stromal alanda
plazma hiicrelerinde bir artis oldugu ve plazma hiicrelerinin sitoplazmasmmn
asidofilk boyandig goriildii. Baz alanlarda 6dem mevcuttu. Hem Kiminal hem
de bez epitelinin ¢ok kath veya yalanci ¢ok kath bir hal aldig goriildi.
Endometriyumda yer alan baz bezlerin limenleri genislemisti (Sekil 4.7 B-
B’’). Grup 3’te liminal ve bez epitelinin gorinimi Grup 1° daha yakmndi
Grup 2 ile Karsilastrildignda Grup 3’te genislemis liimenlere sahip bez
yapilar1 daha az gortildii (Sekil 4.7 C-C””’). Grup 4’te hem liminal hem de bez
epitelinin - Grup 2’ye benzer oldugu goriildii. Endometriyumda —genislemis
limene sahip bezler yer almaktaydi (Sekil 4.7 D-D’’). Grup 5, Grup 1 ile
benzer gorinimdeydi (Sekil 4.7 E-E””). Grup 3 ve 5’te epitel ile stromada
izlenen apoptotik ve vakuolize olmus hiicrelerin varhgmnda bir azalma vardi

Ayrica immiin hiicre infiltrasyonunda da azalma oldugu goriildii.

Grup 1 ile karsilastridignda Grup 2 ve Grup 4’te epitel yiksekliginin
anlamh bir sekilde arttii belirlendi Grup 2 ile karsilastridignda Grup 3 ve
5te epitel yiksekligi azalmistt ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlydi.

48



Tedavi gruplart arasmndaki kiyaslamada Grup 4 ile karsilastriddignda Grup 3
ve 5’teki azalmalar anlamli bulundu (Sekil 4.8 D).

Subepitelyal ~ stroma  kalmligma  bakiddigmda Grup 1  ile
karsilastrildignda Grup 2, 3 ve 4’te anlamh bir artis oldugu belirlendi. Grup 2
lle  karsilastrildignda Grup 5°te subepitelyal stroma kalnhgndaki azalma
anlamh  bulundu. Grup 4 ile Kkarslastrildignda Grup 5°teki azalmada
anlamliyd1 (Sekil 4.8 C).

Grup 1 ile Kkarsilastridiginda Grup 2’de endometriyal bez sayismda
anlamh bir artig vardi. Grup 2 ile Kkarsilastridigmda tedavi gruplari olan Grup
3, 4 ve 5’te bez sayismda azalma oldugu belirlendi ve bu azalmalar istatistiksel
olarak anlamli bulundu (Sekil 4.8 B).
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Sekil 4.7. Tim gruplarda endometriyal reseptivite swrasmda uterusun

goriiniimii.  Hematoksilen-eozin ~ boyamas.. Immiin sisteme ait hiicreler;
eozinofil (siyah ok) ve plazma hiicresi (mavi ok). Apoptotik ve vakuolize
hiicreler (krmiz1 ok). LE, luminal epitel; GE, glandular epitel; S, stroma; E,

embriyo.
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Sekil 4.8. Tim gruplar arasmda uterus kiitlesinin, bez sayismm, subepitelyal
stroma kalmhgmm ve luminal epitel yiikseklignin karsilastrimast. * p<0,02,
**p<0,003, ***p<0,0006, ****p<0,0001.

4.2.2. Picro Sirius Red ve Masson Trikrom Boyama Bulgulan

Tim gruplardan alman uterus kesitlerine  kollajen  gosteriminde
kullanllan ~ 6zel boyamalar yapildi ve kollajen birkkimindeki farkhlklar
karsilastrild.  Grup 1’e  bakildiginda endometriyumun miyometriyuma  yakmn
bazal kisminda kollajenin daha yogun oldugu goriildii (Sekil 4.9 A-A”" ve Sekil
4.10 A-A”’). Grup 2’de uterusta genel olarak kollajen yogunlugunda bir artis
oldugu goriildii. Ozellikle endometriyal stromada ve miyometriyumda kas
demetleri arasmdaki bag dokusunda kollajen birkimde bir artis vardi (Sekil 4.9
B-B” ve Sekil 4.10 B-B’’). Yapilan kantitatif 6l¢iim sonucunda da Grupl ile
karsilastmldignda Grup 2’deki bu artism istatistiksel olarak anlamh oldugu
belirlendi (Sekil 4.11). Grup 3’te kollajen birikiminde azalma izlendi (Sekil 4.9
C-C” ve Sekil 4.10 C-C’’). Endometriyal stromadaki kollajen yogunlugu Grup
2 ile Kkarsilastrildignda anlamh bir sekilde azalmsti (Sekil 4.11). Grup 4’te
uterusta Grup 1 ile Kkarsilastirildignda kollajen birikiminde anlamh bir artig
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vardi (Sekil 4.9 D-D” wve Sekil 4.10 D-D’). Fakat Grup 2 il
karsilastmldiginda Grup 4’te anlamh bir azalma oldugu belirlendi. Grup 5’e
bakildiginda kollajen birkimi Grup 1’e benzer goriniimdeydi (Sekil 4.9 E-E”
ve Sekil 4.10 E-E”) ve Grup 2 ve 3 il kiyaslaninca kollajen yogunlugunun
anlamh bir sekilde azaldigi belirlendi. Tedavi gruplarnt kendi aralarmda
karsilagtirildignda, Grup 3 ile yapilan kiyaslamada Grup 4’te kollajen
birikiminde anlamh bir artis vardi ve Grup 5’te de anlamh bir azalmann
oldugu goriildii. Grup 4 ile yapilan karsilastrmada da Grup 5°te anlamh bir
azalma mevcuttu (Sekil 4.11).
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Sekil 4.9. Tim gruplarda uterusun Picro Sirius Red boyanma goriintiisii. Sari

oklar, kollajen alanlar1 isaret etmektedir.
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3

Sekil 4.10. Tim gruplarda uterusun Masson Trikrom boyanma goriintiisii. Sart

yildizar

uterus stromasmit isaret etmektedir. Mavi boyanan alanlar stromada

b

yer alan kollajen liflerin bulundugu alanlardr.
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Sekil 4.11. Gruplar arasmda endometriyal stromada kollajen birikiminin
kantitatift ~ Olgtim  sonuglarmmn  karslastriimasi. ~ *p<0,02,  **p<0,006,
***p<0,001, ****p<0,0001.

4.3. immiinfloresan Bulgulan

Tim gruplardan alman uterus kesitlerme MUC1, HOXA10 ve SIRT1
proteinlerinin  ekspresyonlarmi ~ karslastrmak  icin  immunfloresan  boyama
yapildi

4.3.1. MUCL1 Bulgulan

Tim gruplarda MUCI1 protein ekspresyonu immiinfloresan boyama ile
degerlendirildi. Grup 1’¢ bakidignda MUC1 ekspresyonu izlenmedi (Sekil
412 A-A’’). Grup 2’de Ozellkle liminal epitelin apikal yiizeyinde ve
endometriyal stromada MUCL ekspresyonunda bir artis izlendi. Uterus
bezlernin limenlerinde de yogun bir ekspresyon vardi (Sekil 4.12 B-B’”).
Grup 1 ile karglastridignda Grup 2’de artan MUC1 ekspresyonu istatistiksel
olarak anlamh bulundu (Sekil 4.13). Grup 2 ile karsilastrildignda Grup 3’te
MUC!I’in ekspresyonu hem luminal epitelde hem de stromada anlamh bir
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sekilde azaldi (Sekil 4.12 C-C’”). Grup 1 ile karsilastridignda Grup 4
stromasmda MUC1 ekspresyonunda anlamh bir artiy izlendi (Sekil 4.12 D-
D’’). Tedavi gruplart arasmdaki karslastrmada, Grup 4’deki MUC1
ekspresyonu ile karsilastrildignda Grup 3 ve 5’teki azalmalar anlaml

bulundu. Grup 5, Grup 1 ile benzer boyanma yogunlugu gosterdi. Grup 2 ile
karsilastmldignda hem stromada hem luminal epitelde ekspresyonun anlaml
sekilde azaldigi belirlendi (Sekil 4.13).

Sekil 4.12. Tim gruplarda uterusta MUCI1 ekspresyonun immiinfloresan

boyama ile gosterilmesi. Luminal epitel (beyaz ok), uterus bezlerinin limeni
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(sar1 ok) ve endometriyal stroma (beyaz yidiz). S, stroma; LE, luminal epitel,

GE, glandular epitel.

Grup 1
Grup 2
Grup 3
Grup 4
Grup 5

NI Wl

Luminal Epitel Stroma

Sekil 4.13. Gruplar arasmda MUC1 ekspresyonunun karsilastiriimasi.
*p<0,0001.

4.3.2. HOXA10 Bulgulan

Tim gruplarda HOXA10 protein ekspresyonu immiinfloresan boyama
ile degerlendirildi. HOXA10 ekspresyonu, Grup 1°’de endometriyal stromal
hiicrelerde yogun bir sekilde goriildii (Sekil 4.14 A-A’’). Grup 2’de HOXA10
ekspresyonu  oldukca azalmisti  (Sekil 4.14 B-B”). Grup 1 il
karsilastmldignda Grup 2’deki azalma istatistiksel olarak anlamh bulundu
(Sekil 4.15). Grup 3’te stromal hiicrelerde HOXAL0 ekspresyonunda bir artis
izlendi (Sekil 4.14 C-C”’). Grup 4’¢ bakildigmda HOXA10 ekspresyonu Grup
2’ye  benzerdi (Sekil 4.14 D-D”’). Grup 5’te stromada HOXA10
ekspresyonunda artis oldugu ve baz stromal hiicrelerde ekspresyonun daha
kuwetli oldugu goriildii (Sekil 4.14 E-E’”). HOXAL0 ekspresyonunun, Grupl
ile karsilastrildignda Grup 2, 3, 4 ve 5’te istatistiksel olarak anlamh bir
sekilde azaldii ve Grup 2 ile karsilastridigmda ise Grup 5°te anlamh bir
sekilde arttig1 belirlendi (Sekil 4.15).
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Grup4 Grup3 Grup2 Grupl

Grup5

C

Sekil 4.14. Tim gruplarda uterusta HOXA10 ekspresyonun immiinfloresan
boyama 1ile goOsterilmesi Endometriyal stroma (beyaz yidiz), HOXAI10
ekspresyonu yogun olan stromal hiicreler (beyaz ok).
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Sekil 4.15. Gruplar arasmda HOXAI10 ekspresyonunun karsilastiriimast.
*p<0,02, **p<0,003, ***p<0,001, ****p<0,0001.

4.3.3. SIRT1 Bulgulan

Tim gruplarda SIRT1 protein ekspresyonu immiinfloresan boyama ile
degerlendirildi. Grup 1’e bakildigmda SIRT1’m stromal hiicreler tarafindan
yogun bir sekilde eksprese edildigi gorildi (Sekil 4.16 A-A”). Grup 1 ile
karsilastrildiginda SIRT1 ekspresyonu Grup 2, 3, 4 ve 5’te azalmist SIRT1
ekspresyonundaki bu azalmalarm istatiksel olarak anlamh oldugu belirlendi
(Sekil 4.17). Ayrica Grup 5’te epitelde (luminal ve bez) SIRT1 ekspresyonu
belirlendi (Sekil 4.16 E-E*).
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Sekil 4.16. Tim gruplarda uterusta SIRT1 ekspresyonun immiinfloresan

boyama ile gosteriimesi. Endometriyal stroma (beyaz yildiz), luminal epitel
(beyaz ok), bez epiteli (krmizi ok).
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Sekil 4.17. Gruplar arasmda SIRT1 ekspresyonunun karsiastirimast.
**p<0,002, ****p<0,0001.

5. TARTISMA

Polikistik over sendromu tireme c¢agndaki kadmlart etkileyen Kklinik,
hormonal ve morfolojik anormaliklerin kombinasyonu olarak
tammlanmaktadr. PKOS  owulatuar  disfonksiyon,  hiperandrojenizm  ve
polikistik owverler ile karakterizedir. PKOS’un insiilin direnci (IR), anormal
glikoz ve lipid metabolizmasi gibi durumlara da neden oldugu bilinmektedir.
Bunlar dogurganlk c¢agndaki kadmlarm fertilitesini ve saghgmi ciddi sekilde
etkileyebilmektedir. Cesitli ¢alismalar yasam tarzi, genetik ve ¢evresel
faktorlerin - PKOS  gelisimiyle iligkili oldugunu dogrulamuis olsa da PKOS
ortaminda bu temel biyokimyasal ve metabolik sorunlan tetikleyen altta yatan
mekanizma hala belirsizligini korumaktadr (Wu vd., 2022; Rasquin vd., 2023).
Etiyolojisi karmasiktr; genetk ve epigenetik yatkmlk, hipotalamik hipofiz
eksenindeki karmagiklklar ve ovaryan disfonksiyon, asi1 androjene maruz
kalma, msiilin drenci ve adipozte 1ile ilgli mekanizmalart kapsamaktadir.
Rotterdam Kriterleri PKOS tanismi {i¢ ana Ozellk tizerinden tanimlamaktadir.
Bunlar hiperandrojenizm  (hirsutizm gibi  klinik  belirtiler veya biyokimyasal
belirtegler), owvulatuar  disfonksiyon ve ultrasonda goriilebilen  polikistik
ovaryumlar (Joham vd., 2022).
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Genellikle PKOS olan kadmlarda mnfertilitenin ana nedeninin degismis
owulatuar ~ fonksiyon oldugu distiniilmektedir. Ancak PKOS ile iligkili
mfertilitenin  patogenezinde baska faktdrler de rol oynayabilir. Son yillarda
PKOS ile iligkili infertiliteye katkida bulunan endometriyuma giderek daha
fazla Onem verilmektedir. PKOS gebelik kaybi, erken dogum, endometriyal
hiperplazi ve uterus karsmomu ile iliskili olarak endometriyum fenotipinde ve
slevinde bozulmalara neden olmaktadr. Endometriyal fonksiyon bozukluklari
hormonal ve immiin sorunlar da dahil olmak fizere cesitli komplikasyonlarn
bir araya gelmesinden kaynaklanabilmektedir (Furat Rencber wvd., 2018;
Palmerini vd., 2023).

Metformin tip 2 diyabet, metabolk sendrom ve PKOS hastalarmn
tedavisinde yaygmn olarak kullanlan hipoglisemik bir ilagtr. Metformin insiilin
duyarlligmi artrarak kas glikoz almmnda artisa ve hepatik glikoz tretiminde
azalmaya neden olumaktadwr. Metformin, AMP ile aktive olan protein kinaz
(AMPK) vyolunu aktive ederek hepatik glukoneogenezi azaltarak kan
glikozunu  disiirtir ve insiilin duyarhhi@mi artrr. Kullanmindaki en  biiyilik
dezavantaj yan etkileri olup bunlar agrhkh olarak bulanti, ishal ve siskinlikten
olusan gastrointestinal reaksiyonlardr (Tao vd., 2019). PKOS'un yonetimi
zordur hastalarda gozlenen belirti ve semptomlara baghdr. Yeni farmakolojik
miidahaleler daha az yan etki ve daha fazla etkinlk ile PKOS yonetimindeki

potansiyellerini degerlendirmek i¢in denenmektedir.

Dogal bir flavonoid olan naringenin agulhklh olarak turunggillerde
bulunmaktadr (Mbaveng wvd., 2014; Zobeiri vd, 2018). Genis biyolojik
aktivitelere sahiptir. Cok sayda preklink ve klink cahsma antioksidan, anti-
Ostrojenik, anti-inflamatuar, anti-diyabetik, anti-hiperlipidemik ve anti-kanser
olarak naringenin’in yararh rolini vurgulamaktadr (Ghofrani vd., 2015;
Kicinska vd., 2020; Roy vd., 2016; Sandeep&Nandini, 2017; Zhang vd., 2016).
Yapilan c¢ahsmalar ile naringeninin infertilite, endometriozis ve gebelikte
olumlu etkileri olabilecegi gosterimistir (Adana vd., 2018; Lim&Song, 2016;
Park vd., 2017). Naringenin’in PKOS durumunda artis gosteren IR, oksidatif
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stres, viicut agrh@ ve steroidojenik enzimleri azalttig bildirilmistir (Hong vd.,
2019; Wu vd., 2020).

Caligmalar oksidatif stresin, reaktif oksijen tiirleri (ROS) tireterek DNA
hasarma neden olabilecegini ve ovaryan hiicrelerin asi1 ¢ogalmasma, ovaryum
Kistlerine ve infertiliteye yol acabilecegini gostermisti. ROS  folikiilogenez,
steroidogenez ve korpus Iuteum fonksiyonu dahil olmak tizere fizyolojik
aktiviteleri etkilemektedir. Bu nedenle yetersiz antioksidan savunmasi Ve artan
ROS iireme fonksiyon bozukluklarma neden olmaktadwr. Oksidatif stres kistik
folikiilleri ve folikiiler atreziyi artrarak PKOS patogenezine dahil olmaktadir.
Aym zamanda PKOS'da folkilogenez ve kistk folikill olusumundaki
degisiklikler bu sendromdaki hiperandrojenizm ile de iliskilidir. Bu sendromda
artmig ROS ve hiperandrojenizmin  ovaryan kistik folikiillerde ve folikiiler
atrezide artisa neden oldugu bilinmektedir. PKOS’da goriilen oksidatif stresin
hasar1 ovaryumlarla smrh degidir genital sistemdeki diger organlarm da
etkilendigi  bilinmektedir (Shamsi wvd., 2023). Oksidatif stres durumunda
gelisen hasarm tedavi edilmesi i¢cin yapilan c¢ahsmalarda ortaya ¢ikan
ROS’larm gigli bir antioksidan ile ortadan kaldrimas:1 temel hedeflerden
birisidir.

PKOS patogenezinin karmasikligt nedeniyle PKOS tedavisi belirti ve
semptomlara bagh olarak bireysellestirii. PKOS  tedavisinde kullanilan
sentetk  ilaglarm  yam swa  quercetin, rutin, apigenin,  resveratrol,
proantosiyanidinler gibi genis bir dogal polifenolk bilesik grubu PKOS
tedavisinde umut verici sonuglar gostermistir (Banaszewska vd., 2016; Darabi
vd., 2020; Jahan vd., 2016; Wang vd., 2017).

Bu calgmadaki amacmuz Ozellkle literatirde giicli antioksidan
Ozelligi ile One ¢ikan ve anti-Ostrojenik, anti-inflamatuar, anti-diyabetik, anti-
hiperlipidemik, anti-kanserojenik etkileri olan naringenin’in  PKOS’a  bagh

gelisen endometriyal hasar iyilestirmedeki potansiyelini analiz etmektir.

Kemirgen PKOS modelleri olusturmak i¢in androjenler, Ostrojenler,
aromataz inhibitorleri, antiprogestinler, 15182 maruz kalma degsiklikleri ve
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genetikk manipiilasyonlar gbi cesith yontemler kullanmaktadr.  Bununla
birlikte hiperandrojenizm en yaygm PKOS ozelligidir ve bu nedenle son
yillarda ¢ahsmalarm ¢ogu kemirgen modellerinde PKOS'wu indiklemek i¢cin
androjenlerin  kullamimasma odaklanmig ve asmt androjenin insan PKOS'unun
ireme ve  metabolik  birgok  Ozelligmi  indikleyebilecegini  acikca
gostermektedir. Androjen biyosentezindeki metabolik ara iiriinlerden biri olan
DHEA, testosteron (T) ve dihidrotestosteron (DHT)'a doniisiim yoluyla kilit rol
oynayan ¢ok Onemli bir prohormondur. Yapilan c¢ahsmalarda PKOS fare
modelini indiiklemek i¢cin prepubertal disi fareler genellikle 15-35 giin boyunca
DHEA'ya maruz brakilr. Ozelikle 20 ginlik uygulama farelerde en ¢ok
kullamlan DHEA  uygulama siresidi. DHEA ile  indiklenen fareler
hiperandrojenizm, asiklik anovulasyon, polikistik overler ve baz metabolik
bozukluklar dahil olmak iizere insan PKOS o6zelliklerini sergilemektedir (Wu
vd., 2023). DHEA androjen biyosentezinde anahtar ajan olarak kabul edilir ve
fare ovaryumunda polikistikk degisiklikleri etkiledigi bilinmektedir. DHEA
uygulanan fare ve siganlarla yapilan cahsmalar anovilasyon, ince graniiloza
hiicre tabakasma sahip folikiiler kistler, atretik folikiil sayismda artig, overlerde
yag ve stromal hiicrelerde artis, androjen, Ostrojen ve prostaglandin serum
seviyelerinde yikkselme ile degismis over steroidogenezi ile sonuglanmustir.
Diger c¢alsmalarda DHEA ile indikklenen hiperandrojenizmin ovaryan lipid
peroksidasyonunu arttrdigi ve Kkatalaz aktivitesi ile glutatyon igerigini azalttigy,
prepubertal hiperandrojenizmin ise serum TNF-o seviyelerini artrdigi ve sonug
olarak lipid peroksidasyonunu arttrdigi ve ovaryan fonksiyonu bozdugu
gosterimistir (Walters vd., 2012; Misugi vd., 2006; Motta, 2010). Polikistik
over sendromunu incelemek i¢in uygun bir sigan modeli se¢mek amaciyla
yapilan  bir  ¢ahsmada  letrozol intragastrik  enjeksiyon  grubu ile
karsilastmildignda, DHEA subkutan enjeksiyon grubu siganlarm patolojik
Ozellikleri PKOS oOzellklerine daha yakm bulunmustur. Her iki model
grubunda da serum T, E2, LH ve imsiilinde anlamh bir artis ve anti-miillerian
hormon (AMH)’da anlamh bir diisiis goriilmiistir. Ovaryum agrhg, P4 ve
serum FSH'm anlamh bir sekilde azaldigma degmilirken uterus agrhg ve
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serum LH seviyelerinde anlamh bir artis olduguda bildirimistir (Zhang& Xu,
2022).

Eksojen androjenlerin ovaryum morfolojisi iizerindeki etkileri androjen
uygulamasmm donemine, siiresme ve uygulanan hormon miktarma bagh
olarak degisebilmekle birlikte, onceki ¢alismalara dayanarak DHEA ile PKOS
modelimiz  olusturuldu. PKOS olusan farelere naringenin, metformin ve
metformintnaringenin  tedavileri uygulandi. Calsmamizda ~ DHEA uygulamasi
fle diizenli Ostrus dongisiiniin kayboldugu ve Ostrus asamasmda duraksama
oldugu belirlendi (Huang vd., 2015; Delibas, 2017; Xie vd., 2019). Naringenin,
metformin  ve naringenin+metformin  uygulanan gruplarda siklusun normale

donmeye bagladig ve diger Ostrus asamalarma da gecildigi goriildii.

Calsmamizda ovaryumda Kistik ve atretik folikiill varlg ve sayismdaki
artls, korpus luteum yapismn bulunmamasi ve Ostrus dongisiiniin diizensizligi
ile DHEA il indiklenen PKOS fare modelimizin olustugu dogrulandi
Naringenin PKOS’da ovaryum patolojisi tizerindeki olumlu etkisini Kistik ve
atretlk folikiillerin sayismi azaltarak ve korpus luteum sayismi artrarak
gostermigti. Bu durum bize naringenin’in folikiilogenez restorasyonunda etkili
olabilecegini disiindiirdii. Ancak metformin ile Kkarsilastmldignda naringenin
tedavi grubunda korpus luteum sayisi daha azdi  Naringenin+metformin
tedavisi, naringenin ile Kkarsilastrildignda kistik folikiil olusumundaki azalma
dikkate alndignda folikiilogenez restorasyonunda daha gichi etkinlk
gosterebilecegini  diisiindiirmektedir. Cok yonlii ovaryan folikiilogenez stireci
primordial folikiilin aktivasyonu ile baslayp owvulasyon ile sonuglanr ve bunu
luteogenez takip eder. Anowulatuar infertilitenin en yaygn nedeni olan PKOS
antral folikiillerin biiyiimesinin durmas1 ile karakterizedir. PKOS’da antral
folikiil biiyiimesi 5-8 mm boyutunda durmaktadr ve bu da swi dolu kistik bir
folikiilin gelismesine yol agar. Bu durum ovaryumda ¢ok sayida antral folikiil
birkmesine yol acabiimektedir. Cahsmamizda PKOS grubunda ovaryum
agrh@  artmistir. Naringenin, metformin ~ ve naringenin+metformin
tedavilerinden sonra agrhk artismn azaldigi belirlendi. Naringenin  androjen

seviyelerini distiriip folikiller kist sayism azaltarak antral folikiilii duraklama

66



durumundan kurtartyor olabilir. Ayrica naringenin tedavisi ile artan korpus
luteum sayist naringenin’in - olgun folikiil gelisimi, ovulasyon potansiyeli ve

lutemizasyon siireclerini iyllestirmede etkili olabilecegini gdstermektedir.

Insiilin ~ direnci ve hiperinsilinemi PKOS'da  hiperandrojenizmin
patogenezinde Onemli bir rol oynamaktadr. Naringenin'in insiilin direncini
iyllestirdigi ve androjen sentezinde Onemli rolii olan steroidojenik enzimleri
baskilayarak yararh bir etkinlk gosterdigi bildirimistir (Hong vd., 2019;
Murugesan vd., 2020). Naringenin’in viicut agrh@m ve insiilin direncini
azaltmakta dahil olmak iizere saysiz saghk agismdan yarari vardr. Dogal
olarak bulunan bir flavonoiddir ve daha Once metabolik bozukluk ve
enflamasyonun birgok yoniinii iyilestirdigi  gdsterilmistir (Snoke vd., 2021;
Mulvihill vd., 2016). Cahsmanuzda DHEA ile indiiklenen PKOS’Ilu farelerde
glukoz toleransmm bozuldugu ve wviicut agrlklarmm arttim  belirlendi.
Metformin  ve  naringenin+tmetformin  tedavisinin - kan glukoz  seviyelerini
disirmede daha etkili oldugu gorildi. Yapilan bir g¢ahsmada naringenin'in
glukoz metabolizmasmda yer alan kilit enzimleri diizenleyerek glukoz
homeostazmn  korunmasma yardimer oldugu  gbsterilmistir.  Naringenin’in
nikkleer faktor E2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2) seviyelerini yikselterek ve hiicresel
oksidatif ~stresi azaltarak 1iyi ¢alisan bir antidiyabetik ajan olabilecegi
bildirimistir ~ (Rajappa  vd., 2019). Cahsmamizda tek basma naringenin
tedavisinin - kan glukoz seviyelerinde azalmaya neden oldugu fakat bu
azalmanmn istatistiksel olarak anlamh olmadi® gorildi. Metformin'in PKOS
farelerinde glukoz seviyeleri flizerindeki disiiriicti  etkisinin  naringenin  ile
giiclendirilmis olabilecegi diistiniildii. Naringenin+metformin tedavisi
PKOS’da goriilen msiilin direnci ve hiperinsiilinemiyi iyilestirebilir ve bdylece

androjen olusumunu da azaltabilecegini diistinmekteyiz.

PKOS’daki metabolk ve endokrn degisiklikler yag dokusunun
kiitlesini, dagihmm ve adipositlerin fonksiyonunu etkilemektedir. PKOS’Iu
kadmlarda  obezte, hipertansiyon, dislipidemi ve hiperglisemi olarak
tammlanan metabolik sendrom prevalansi ¢ok yiiksektir. Metabolik sendromun
kilit bir bileseni olan obezite Oncelikle hipotalamus-hipofiz-ovaryum (HPO)
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ekseninde fonksiyonel degisiklige neden oldugundan dolayr kadmn fertilitesi
lizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Obezitenin siklkla dolagimdaki yiiksek
msiilin seviyeleri ve ardindan artan ovaryan androjen tretimi ile iliskili oldugu
bildirimigtir. Fazla yag dokusu androjenlerin  Ostrojene aromatizasyonundan
sorumludur, bu da HPO ekseninde negatif bir geri bildirime yol acar ve
gonadotropin  iiretimini  etkiler. Bu degisiklikler ovulasyon bozukluguna ve
menstrual anormalliklere neden olmaktadwr. Obeztenin {ireme fizyolojisi
tizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu goriilmektedir. Oligomenore ve
hiperandrojenizm ile karakterize olan PKOS patogenezinde hiperinsiilineminin
temel bir rol oynadigi bilinmektedir. Obezitenin eslk etmesi insiilin direncini
daha da artrmakta ve PKOS semptomlarm siddetlendirmektedir. Ote yandan
PKOS'da artan androjen iiretimi visseral yag birikkimine neden olmaktadr. Bu
durum instilin direncini ve hiperinsiilinemiyi siddetlendirerek bu kisr dongiiyii
daha da tesvik etmektedir (Moran vd., 2015). Yapilan bir ¢ahsmada 21 giin
DHEA uygulanan farelerin viicut agrhgmmn Kontrol grubuna kiyasla arttigi
bildirimistir. PKOS ve Kkilo almu DHEA enjeksiyonlar1 ile iliskilendirilmistir.
PKOS ve asm kilolu olmayr iliskilendiren pek c¢ok kamt bulunmaktadwr. DHEA
uygulanan farelerin viicut agrhgt kontrol farelerine kiyasla abdominal yag
nedeniyle Onemli Olgiide artmustr (Rani vd., 2023). Calsmamizda PKOS
grubunda bulunan farelerin agrlklarmda artis belirlendi. Bu durumun adiposit
hiperplazi ve hipertrofisme bagh olarak beyaz yag dokusu artismdan
kaynaklanabilecegi disiiniildii. Tim tedavi gruplarmda viicut agrlklarmm
azaldi1 goriildi. Metformin’in kilo azaltici etkileri daha 6nce rapor edimis ve
hiicre i¢ci AMPK iizerindeki indikleyici etkisi ile iliskilendiriimisti. AMPK,
asetli CoA karboksilaz enziminin (ACC) aktivitesini azaltwr. ACC'nin
aktivitesindeki azalma yag asitlerinin biyosentezini azaltr ve daha sonra kilo
kaybmi tesvik edebilen B-oksidasyonu artwrr (Tao vd., 2019). Yapilan bir
caligmada naringenin'in hepatositlerde hepatik glkoz iiretimini azaltmak i¢in
tip 2 diyabet tedavisinde kullamlan bir ilag olan metformin gibi hareket ettigi
bildirimistr (Ke wvd., 2015). Buna ek olarak, naringenin glikoz ve lipid
homeostazinm baz yonlerini iyilestirmis ve i vivo yag dokusu iltihabm
hafifletmistir (Purushotham vd., 2009; Alam vd., 2014). Birgok in vivo ¢alsma
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naringenin'in  kilo almm Onleme veya kilo kaybma neden olma yetenegini
rapor etmektedir (Lopez-Almada vd., 2023).

Sonu¢ olarak; cahsmamizda narigenin’in tek basma veya metforminle
birlikte tedavisinin  PKOS’daki viicut agwrhgmi azaltmada etkili olabilecegini
ve bu yoniiyle de yeni bir farmakolojik yaklasim olabilecegini diisiinmekteyiz.

Klink ¢ahsmalar PKOS'un endometriyum reseptivitesindeki azalma ile
iligkili oldugunu gostermisti. Ayrica PKOS'un endokrin  ve metabolik
anormalliklerinin  endometriyumu  etkiledigi, endometriyum  bozukluklarma
neden oldugu ve infertiliteye yol actigi bildirimistr. PKOS'da endometriyum
reseptivitesinin  azalmasi1 endometriyal dokudaki anahtar proteinlerin ve sinyal
kaskadlarmn gozle gorilir dengesizliginden kaynaklaniyor olabilir (Piltonen,
2016). Endometriyum reseptivitesinin  iyilestirilmesinin - PKOS'u  kadmlarda
mfertiliteyi  iyilestirdigi  bildirilmistr -~ (Cha  vd., 2012).  Endometriyal
reseptivitenin  iyilestirilmesmin  PKOS  tedavisinde 6nemli bir faktor olabilecegi
varsayllmaktadr. DHEA tarafindan indikklenen PKOS’lu farelerde testosteron
seviyesinin arttigi bildirilmistir  (Rencber vd., 2018; Shang vd., 2012) ve
testosteron HOXA10 (endometriyal reseptivite belirteci olarak tanmmlanan)'un
diizenleyicisidir (Cermik vd., 2003). DHEA’nn farelerde bozulmus desidua ve
endometriyal reseptiviteyi indikledigi bildiritir (Li vd., 2016). Cahsmamizda
DHEA ie indiklenen PKOS grubunda wuterus agwhg, luminal epitel
yiksekligi, glandular yogunluk, subepitelyal stroma kalnhgt ve endometriyal
stromada immiin hiicre infitrasyonu artmistr. Bunlar PKOS hastalarmn
azalmis  endometriyal  reseptivitesinde  kritik  faktorleri  temsil  edebilir.
Metformin tedavisi sonrasi, luminal ve bez epitelinin kontrol grubuna benzer
oldugu goriildi. PKOS grubuyla yapilan kiyaslamada, metformin tedavisinden
sonra genislemis liimenlere sahip bez yapilari azalmigt Naringenin tedavisi
sonrasi histolojik olarak uterusun PKOS grubuna benzer olmasi bize tek basmna
naringenin  tedavisinin  yeterince etkili olmadigm ve naringenintmetformin
tedavisinin  patolojik  degisikleri  iyillestrmede daha etkili olabilecegini
diistindiird .
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Epitel yliksekligi kontrol ile karsilastirildignda, PKOS ve naringenin
tedavi gruplarmda benzerdi ve baz alanlarda epitelde hiperplazi mevcuttu.
Metformin ve naringenin+metformin tedavileri sonrasmda epitel yiiksekliginin
anlamh bir sekide azaldig belirlendi. Kontrol grup ile karsiastiridignda
subepitelyal stroma kalnhgt PKOS, metformin ve naringenin gruplarmnda
artmist.  Naringenint+metformin  tedavisi  sonrasmda  subepitelyal — stroma
kalmhgmda anlamh bir azalma belirlendi. PKOS grubunda artmuig olan
endometriyal bez sayist tim tedavi gruplarmda anlamh bir sekilde azald.
PKOS grubunda artmis olan uterus agrhmm azalmasmda metformn ve
naringenintmetformin tedavisinin daha etkili oldugu belirlendi. Son yillarda
PKOS hayvan modelleri ile yapilan ¢absmalar uterus agrhgmda, luminal epitel
yiksekliginde, bezlerin boyutunda ve yogunlugunda ve uterus duvarlarmn
kalnligmda bir artis ve stromal hiicrelerin yogunlugunda bir azalma ile uterus
histomimarisinde degisiklikler oldugunu bildirmektedir (Bracho vd., 2019;
Kreimann&Cabrini, 2013; Lee vd., 2016; Mirabolghasemi&Kamyab, 2017).
Bu degisikliklerin  hiicre  dongiistindeki  ve/veya  ekstraseliler  alandaki
degisikliklere bagh olabilecegi belirtimistir (Zhang wvd., 2013; Bracho wd.,
2019). Bu baglamda, bazi gahsmalar uterus epitelinde hiicre proliferasyonu ve
apoptozunda artis (Mirabolghasemi&Kamyab, 2017; Kuyucu vd., 2018) ve
subepitelyal stromada hiicre proliferasyonunda azalma (Bracho wvd., 2019)
oldugunu gostermistir.

Cogu PKOS hastasmmn endometriyumunun kaln yapida oldugu ve bu
durumun endometriyal hiicre apoptozsi ile iliskili olabilecegi gosterilmistir.
Endometriyumda artan hiicre proliferasyonu hiperplazi veya malign doniistimii
gostermektedir (Villavicencio vd., 2007; Richardson&Pollack, 2005). Yapilan
cablsmalar DHEA ile  indiklenen hiperandrojenizmin  endometriyumdaki
apoptotik  hiicre  sayismi  arttrdigmi  bildirmistir.  Metformin - uygulamasmmn
hiperandrojenizmin =~ neden  oldugu  inflamatuar ve  oksidatif  durum
degisikliklerini Onledigi ve artan apoptotikk hiicre sayisim azalttigi gosterimistir
(Elia vd., 2009; Motta, 2010). Cahsmamizda PKOS grubunda apoptotik ve
vakuolize hiicrelerin fazla oldugu goriildii. =~ Vakuolizasyon hiicre O6lim
streclerme eslk eden morfolojik bir bulgudur. Tedavi gruplarmda bu
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hiicrelerin sayismda bir azalma oldugu dikkat g¢ekti ve oOzellikle naringenin’in
metformin ile kombin tedavisi sonrasmda endometriyumun normal histolojik
goriiniime daha yakn oldugu izlendi Bu durum bize PKOS ortammn
endometriyumda  hiicre  Oliimiinde bir artija neden olabilecegini Ve
naringenin’in tek basma veya metformin ile birlikte daha giicli bir sekilde bu

artis1 azaltabilecegini diistindiirdii.

Immiin sistem kadm fertilitesinde aktif bir role sahiptir. Makrofajlar
uterus fonksiyonlarmda en bol bulunan immiin hiicrelerden biridir. Makrofajlar
endometriyum  iginde  dagilus  durumdadw.  Endometriyal  hiperplazi,
endometriyal kanser, sekretuar faz (Ozellkle menses Oncesi) ve implantasyon
gibi durumlarda endometriyumda Onemli Olglide artti@ bildirimistir (Elia vd.,
2009; Motta, 2010; Richardson&Pollack, 2005). Calsmamizda endometriyal
stromada immiin hiicre infiltrasyonu izlendi. Plazma hiicreleri immiinoglobulin
veya antikor salglayabilen farkllasnus B-lenfosit hiicreleridir ve antijenle
aktive olan B lenfositlerinden plazma hiicreleri gelisi. Yakm tarihli  bir
cahsmada PKOS'lu kadmlarda periferik B hiicreleri analiz edimis ve CD19+ B
hiicrelermin  oranmm ve aktivitesinin Gnemli  Olgiide arttimn  bulunmustur.
CD19+ B hiicrelermnin PKOS gelisimne katkida bulunup bulunmadigm
belirlemek icin DHEA ile indiiklenen bir PKOS fare modeli olusturulmus ve
CD19 antikoru 6n tedavisi alan farelerde DHEA uygulamasmndan sonra PKOS
gelismedigi tespit edilmistir (Xiao vd., 2019). Baska bir ¢alismada PKOS
hastalarmda plazma hiicrelerinin  artti®  bildirilmistr  (Xuan vd., 2023).
Cahsmamizda plazma hiicreleri PKOS grubunda bir artis gosterdi ve bu
hiicrelerin  sitoplazmalar1 asidofilk boyanmaktaydi. Tim tedavi gruplarmda bu
hiicrelerin ~ azalmis  oldugu  goriildii. Mottt  hiicreleri, sitoplazmalarmda
immiinoglobulin  inkliizyon cisimcikleri  (Russell cisimcikleri) iceren plazma
hiicreleridir. ~ Yogunlagmis  immiinoglobulinler ~ iceren  dilate  endoplazmik
retikulum sisternalart olan Russell cisimcikleri, olgun plazma hiicrelerindeki
yuvarlak eoznofilk sitoplazmik mklizyonlardr ve plazma hiicrelerinin asir
uyartimasma ~ karst  hiicresel bir tepki olustururlar.  Mott  hiicrelerinin,
sitoplazmalarmda  paketlenmis ¢ok sayida Russell cisimcigi  globiiliinii
bulunmaktadr. Bu hiicrelerin ultrastriiktiirel analizleri, elektron yogun Russell
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cisimciklerinin  dilate kaba endoplazmik retikulum sisternasi i¢inde olustugunu
ortaya koymakta ve endoplazmk retkulumdan ¢ikamayan bol miktarda
parcalanamayan mmmiinoglobulinin  biriktigini  gostermektedir. Mott hiicreleri
normal dokularda nadiren tespit edilir ancak otoimmiin bozukluklar, B hiicre
neoplazmalart ve kronik enfeksiyonlar dahil olmak ftizere ¢esitli patolojik
durumlarda  siklkla goriir (Honjo wvd., 2014; Mahmoudivd., 2023).
Cahsmamizda, PKOS patogenezinde goriilen kronik mnflamasyona bir yanit
olarak, PKOS grubunda sitoplazmalari asidofik boyanma gosteren plazma
hiicreleri artiy gOstermis olabilir. Naringenin tek basma veya metformin ile
birlikte PKOS’ta gorilen kronik infllmasyonu hafifleterek plazma hiicrelerinin
sayisinda bir azalmaya neden olabilecegi diistiniildi.

Yapilan c¢ahsmalar metforminin  viicut agwrhgnda azalmaya neden
olabilecegini ve owvulasyonu da yeniden sagladigmi gostermektedir (Palomba
vd., 2005; Ladson wvd., 2011). Metforminin ovaryum teka hiicrelerinden
androjen sentezini azaltifi ve ovaryum steroidogenezini baskiladigi da
belirtilmektedir. Genel olarak etki mekanizmasi hiicrenin AMP/ATP durumunu
denetleyerek bir enerji sensorii gorevi géren AMPK aktivasyonu yoluyla
gerceklesir. Ilging bir sekide AMPK'nn birgok hedef proteini uzun yasam
faktorleri olarak adlandmilir, 6rnegin SIRTI, p53 ve FoxOs yalnizca strese
kars1 direnci artrmak ve bircok organizmanm Omriinii uzatmakla kalmaz aym
zamanda enflamatuar tepkileri de baskilar (Shin vd.,, 2009). AMPK
aktivasyonu mitokondriyal bozulma ve ROS iiretimmnin engellenmesi yoluyla
aragidonik asit+demir kaynakh OS'ye karsi koruma saglar (Salminen vd.,
2011). Ashlnda bu varsayllan molekiler mekanizmalar in vivo olarak insan
endometriyal karsmom dokularmda ve in vitro olarak farkh endometriyal
kanser hiicrelerinde gosterilmistir (Shao vd., 2014). Ayrica Onceki c¢ahsmalart
metforminin endometriyal reseptiviteyi  1yilestirebildigini, endometriyal
vaskiilariteyi ve kan akism artrabildigini ve PKOS'm baz  kadmlarda
hiperandrojenizmi  ve insiilin direncini iyilestirmenin yan1 swra endometriyal
hiperplazi  ve  karsinomu normal endometriyuma  dondstiirebildigini  de
bildirmistir (Jakubowicz vd., 2001; Li vd., 2014; Palomba vd., 2006).
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Naringenin ile ilgli yapilan c¢ahgsmalar PKOS’da goriilen anormal
metabolik ~ ve  endokrin  durumu iyilestirebilecegini  diigiindiirmektedir.
Hiperandrojenik belirtilerin tedavisi PKOS'da 6nemli bir husustur. Yapilan bir
cahsmada letrozol ile indiklenen PKOS sican modelinde dolasimdaki androjen
tirlermn  artign  bildrilmis  ve  naringenin  tedavisi  sonrasmda  kan
dolasmindaki TT (testosteron) ve DHEAs (dehidroepiandrosteron siilfat)
seviyelerinin azaldig belirtimistir. Bu ovaryum folikiilogenezni
normallestirerek ve normal serum androjen seviyelerini yeniden saglayarak
preklink diizeyde ovaryum fonksiyonunu diizenlemek i¢cin PKOS yonetiminde
naringenin yararlh bir rol oynadigm disiindirmektedir (Rashid vd., 2023).
Daha oOnce yapilan baska bir ¢ahsmada antioksidan ve steroidojenik enzim
aktivitesinin ~ restorasyonunun naringenin  araciigryla  gerceklestigi - bildirilmistir
(Hong vd., 2019). Baska bir ¢ahsmada da siganlarda letrozol ile indiiklenen
PKOS modelinde hormon seviyelerinin iyilesti§i ve IR'nin diizeldigi
gosterimistir (Wu vd., 2020). Cahsmalar naringenin'in PKOS &zelliklerinden
biri olan oksidatif stresi azalttigm ve reaktif oksijen tiirlerini uzaklastran
enzim konsantrasyonlarmi  arttrdigm  gOstermistir. ~ Sitoprotektif ve anti-
enflamatuar etkileri bir in vitro deneyde cycloheximide ile kombinasyon
halinde TNF-a tarafindan indikklenen hasara kars1 naringenin aracihigiyla
hiicrelerin - korundugu  bildirilmistir (Hong vd., 2019; Kicinska vd., 2020).
Sonug olarak yapilan ¢ahsmalar metformin ve naringenin tedavilerinin
PKOS’da gorilen hormonal anormalikler ile metabolk bozukluklar {izerinde
bir iyilesmeye neden olabilecegini gostermektedir. Yukarida bahsedilen
cabsma bulgularma bakildignda, cahsmamizda uygulanan tedavilerin PKOS
uterusundaki histopatolojik  degisiklikler {izerinde de bir iyilesmeye neden
olabilecegi disiiniilmektedir.

PKOS'lu siganlarm uterus dokularmmn onemli diizeyde fibrozs (kollajen
IV) gosterdigi ve androjenize disi siganlarm uterus stromal kollajen miktarmda
Oonemli bir artis oldugu bildirimektedir (Zhang vd., 2013). Calsmamizda
PKOS grubunda genel olarak uterusta kollajen birkiminde bir artis
belirlenmistir. Kollajen gosteriminde kullamlan her iki boyamada da ozellikle
endometriyal stromada kollajen birikiminin daha yogun oldugu gbriilmiistiir.
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Yapilan bir ¢alismada tip | Kkollajenin yiksek mRNA ve protein Seviyeleri
treme  sistemindeki fibrotik bozukluklar ile karakterize edilmistr (Hu vd.,
2015). Endometriozis’te bu durum Collal ve Colla2 genlerinin anormal
transkripsiyonel aktivasyonu ile iliskilendirilmis ve endometriyal reseptivite
icin kritk faktorler oldugu kantlanmustr (Kim vd., 2019). Fibrozis PKOS
hastalarmda uterus yapismn bozarak onlart endometriyal kanser gibi uterus
patolojilerine yatkmn hale getirebilmektedir (Bracho wvd., 2019). Yapilan bir
calismada metformin’in, DHEA ile indiiklenen fibrozsi hafifletebildigi ve
onemli ki fibrotik faktér olan doniistiiriicii biiyiime faktori-f (TGF-) ve bag
dokusu biiyiime faktorii (CTGF)'nin protein seviyelerini tedavi ile diistirdiigii
bildirimistir (Zhang vd., 2013). PKOS tedavisi i¢in potansiyel bir ila¢ olan
metformin fibrozis karsiti bir etkiye sahiptir. Yapilan bir ¢alismada transvers
aort daralmasi ile indiiklenen sol ventrikiil asm basmng yilkiiniin deneysel fare
modelinde metformin’in kardiyak fibrozis alanmi azalttigi ve fare kalbinde
asir1 basmca bagh TGF-f1 {retimini baskiladigi gosterimist. Bu arada
metformin  kiiltiirlenmis ~ kardiyak fibroblastlarda TGF-bl'e yant olarak
Smad3'in fosforilasyonunu baskilar, bu da metformin’in antifibrotik etkisini
TGF-b1/Smad3 sinyal yolu tizerinden gosterdigini disiindirmektedir (Xiao
vd., 2010). in vitro bir ¢ahsmada ilk kez naringenin’in Smad3’iin spesifik bir
nhibitérii oldugu ve Smad3 aktivasyonunun segici olarak baskilanmasi yoluyla
TGF-B1 sinyal yolunu bloke ederek Kkiiltiirlenmis sigan hepatik stellat
hiicrelerinde TGF-B1 ile indiiklenen  ekstraselilermatriks protein
ekspresyonunu  baskilayabildigi  gosterimistir  (Liu  vd., 2006). Yiiksek
kolesteroliin neden oldugu karaciger hasarmm bir sigan modelinde naringenin
tedavisi niikleer faktor-kappa B (NF-«xB) yolunu ve matris metaloproteinaz-2/9
aktivitelermi inhibe ederek hepatik oksidatif stresi ve enflamatuar yaniti ve
karacigerdeki kollajen birikimini hafifletmistir  (Chtourou vd., 2015). Son
zamanlarda ortaya ¢ikan kantlar naringenin'in in vivo ve in vitro fibroz
patogenezini doniistiriicii biyiime faktori-p1/ kiicik ana karsi dekapentaplejik
protein 3 (TGF-£1/Smad3), mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK),
fosfatidilinositol 3-kinaz/protein kinaz B (PI3K/Akt), sirtuinl (SIRT1), nikleer
faktor-kappa B (NF-kB) wveya reaktif oksijen tirleri (ROS) gibi sinyal
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molekiillerini  iceren c¢esitli  yollarm  diizenlenmesi  yoluyla  Onleyebilecegini
ortaya koymustur (Du wvd., 2021). Naringenin ile bu profibrotik yolaklarm
hedeflenmesi, fibrotik hastalklarm tedavisi i¢cin potansiyel olarak yeni bir
terapotik yaklasim haline gelebilir. Gida kaynakhi bir bilesik olarak naringenin
fibrotikk bozukluklarm tedavisi i¢in umut verici bir ilag adayr olarak hizmet
edebilir. Cahsmamizda tiim tedavi gruplarmda endometriyal stromada kollajen
birikiminde bir azalma belirlendi. Ancak, fibroz ilerlemesini hafifletmede

naringenin+metformin tedavisinin daha etkili olabilecegi diisiinildii.

Endometriyal reseptivite  endometriyal epitel hiicrelerinin  embriyo
implantasyonu i¢in yapisal ve islevsel olarak hazr oldugu bir durumu ifade
eder. Endometriyal reseptiviteyi degerlendirmek icin  bir dizi  spesifik
molekiiler belirte¢ kabul edilmisti. Endometriyal reseptivitenin bu iyi bilinen
belirtegleri arasmda ovaryan hormonlar ve reseptorleri, musinler, HoxaloO,

mtegrin avb3, LIF ve benzerleri yer almaktadr.

Yapian c¢ahsmalar endometriyal hiicrelerin  yiizeyindeki MUC-1’in
implantasyonu ~ engelleyen  bir  glikoprotein  oldugunu  bildirmistir.  Baz
cahsmalar tekrarlayan disiik Oykisii ile implantasyon basarisizignn MUC-1
genetk  polimorfizmi ile iligkili oldugunu gostermistr (Jing wvd., 2019;
Mojarrad vd., 2013; Wu wvd., 2018). MUC1 endometriyal fonksiyonun
potansiyel biyobelirteclerinden biri olarak kabul edilmektedir. Insan in vitro
implantasyon modelleri MUCL'in blastokist kaynakl faktorlere yant olarak
embriyo baglanma bolgelernde kayboldugunu ve implantasyon icin dogru yer
ve zaman ayarlanmasmda gorev  aldigmi  gostermektedir.  Cahsmalar
memelilerde endometriyal reseptivitenin  kazanimast ve ardindan embriyo
mplantasyonu  icin - MUC1'n  endometriyumdan  uzaklastriimasmm — Onemini
vurgulamaktadr. (Song vd., 2012; Kubota vd., 2021; Budihastuti vd., 2023).
Cahsmamizda MUC1 protein ekspresyonu immiinfloresan boyama ile
degerlendirildi. PKOS grubunda luminal epitelin apikal yiizeyinde ve stromada
artmus MUCL ekspresyonu izlendi. Naringenin tedavisi sonrasi, MUC1
ekspresyonunda luminal epitelin apikal yiizeyinde bir azalma goriilirken,

stromal ekspresyonda bir azalma goriilmedi. Metformin ~ ve
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naringenintmetformin  tedavileri sonrasmda hem luminal epiteldle hem de
stromada MUC1 ekspresyonu azaldi. Endometriyumda MUC1 ekspresyonunun
azalmas1 ile progesteron reseptor B iliskisinin arastmildigi bir ¢ahsmada
blastokistin  implantasyon basarist icin @ MUC1  ekspresyonunun  normal
seviyelerde olmasmn Onemli oldugu bildirilmistir  (Shen vd., 2015). Bir
cahsmada iki ile 12 ay arasmda ovariektomize edimis farelerde gebelik
oranma ve steroid hormonlarma uterusun tepKisi karsdastmimus. Iki ayhk
farelerle karsilastrildignda 12 ayhk farelerde hem gebelik orannda hem de
mplantasyon bolgelermin  sayismda Onemli bir azalma oldugu goriilmiis.
Dahas1 12 aylk farelerde MUC]1 seviyesinin anlamh bir sekilde yiiksek oldugu
bulunmustur (Li vd., 2017). Baska bir ¢alismada ektopik gebelik swrasmnda
uterustan alman biyopsilerde MUC1 seviyesinin arttig1  gosterimistir  (Refaat
vd., 2012). Yukardaki c¢alsmalara bakildignda implantasyon basarsizigi ile
flgi durumlarda ya da uterustaki fonksiyon bozuklugu durumunda MUC1
ekspresyonunda degisiklikler goriimektedir. Caligmamizda da PKOS’un neden
oldugu hasar sonucunda endometriyumda MUC1 ekspresyonunun —artmig
olabilecegi diistiniildii.

HOX gen ailesi disi treme sisteminin gelisimi i¢in  gereklidir.
HomeoboxA-10 (HOXA10) reseptivite ile ilgii ¢ok sayida genin
diizenlenmesinde rol oynayan bir transkripsiyon faktoridir. Bu nedenle
HOXA10 endometriyuma reseptivite kazandwmak i¢in anahtar bir diizenleyici
olarak kabul edilmektedir. Endometriyal stromal hiicrelerin proliferasyonunu
tesvik ettigi bilinir. HoxA10 ekspresyonundaki artis endometriyal stromal
hiicrelerden sekretuar hiicrelere (desidualizasyon) doniisimii baglatmak icin
gereklidir. Reseptif endometriyal mikrogevre icin bir temeldir (Du&Taylor,
2016). Embriyonikk asamada HOXA10 ekspresyonunun olmamasmmn Kkonjenital
uterus gelisim defektlerine  yol actig bildirimistr  (Taylor vd., 1997).
Yetiskinlerde ¢ogu dokuda HOX gen ifadesinin Sneml Olgiide bulunmadig
(Taylor, 2000), ancak yetiskin kadm endometriyumunda proliferatif fazda
HOXA1Q'un siirekli olarak ifade edildigi ve sekretuar faz swasnda arttif
bildirimistr ~ (Zhu  vd.,  2016). Kadmlarm  dogurganhigm  etkileyen
endometriozis, hidrosalpinks ve wuterin fibroidler dahil olmak {izere ¢esith
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jinekolojik  hastalklarda HOXA10'un ekspresyonunun azaldig  bildirimistir.
Klinik olarak HoxA10 ekspresyonunun anormal sekilde azalmasi in vitro
fertilizasyon tedavisi srasmda endometriyal reseptivitenin  ve implantasyonun
basarisiz  olmasiyla sonuglanrr (Daftary vd., 2007; Zanatta wvd., 2010;
Matsuzaki vd., 2009). Sekretuar faz swasmda HOXA10 ekspresyonundaki
azalma kotii reprodiktif sonuglara yol agabilir. Bir transkripsiyon faktori
olarak HOXAL0, integrin avp3 ve insilin benzeri biliyime faktori baglayici
protein 1 (IGFBP1) gbi diger endometriyal reseptivite belirteclerinin
ekspresyonunu  diizenlemektedir (Kim vd., 2003). Seks steroidleri ve gebelik
sonucunda olusan embriyo HOXAI10'un ekspresyonunu yonlendirir ve artan
progesteron seviyelerine yant olarak implantasyon srasmda ekspresyonu
artmaktadr (Cheng wvd., 2022). HOXA10 ve HOXAI1l’in susturuldugu
sicanlarda embriyo implantasyon bozukluklar1 goriilmiistiir. Benzer sekilde
aragtrmalar nfertilite hastalarmm bir kismmda HOXA10 mRNA ve protein
ekspresyon  seviyelerinin  azaldigm  gostermisti. PKOS, endometriyozis,
hidrosalfinks gibi implantasyon bozukluklari ile ilgili durumlarda da HOXAL0
ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir  (Akbas&Taylor, 2004; Matsuzaki vd.,
2009). Arastrmaclar HoxA10 kaybmm hiicre dongistinii  durdurarak
desidualizasyon  siirecinde  stromal hiicre  proliferasyonunu  engelledigini
bildirmiglerdir  (Kim vd., 2007). Cahsmamizda HOXAL10 ekspresyonu
endometriyal reseptivite srasmda stromada belirlendi. PKOS grubunda
ekspresyonda azalma oldugu goriildii. Naringenin ya da metformin tedavisinin
tek bagma normal ekspresyonun yeniden kazammmda etkili olmadig
belirlendi.  Naringenin+metformin  tedavisi sonrasmda stromadaki HOXA10
ekspresyonunda bir artis oldugu saptandi. Bu durum bize kombinasyon

tedavisinin ekspresyonun iyilesmesinde daha etkili olabilecegini diisiindiird{i.

Sirtuinl (SIRT1) nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+)-bagmh bir
histon deasetilaz olup, PKOS'un iyilestirilmesinde roli olan bir molekiildiir.
Glikoz-lipid metabolizmasi, insiilin duyarhhg, kalori kisitlamasi ve oksidatif
stresin farkh basamaklarmda Onemli rol oynamaktadwr (Mihanfar vd., 2021).
Smuf III histon deasetilazlardan olusan Sirtuin'ler ailesinin yaygm olarak ifade
edilen bir iiyesi olan SIRTI'n karaciger, kas ve yag dokusu gibi c¢esith
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periferal metabolik dokularda g¢esitli rolleri oldugu bildirimistir (Tao vd.,
2015). Epigenetik ve epigenetik olmayan mekanizmalar aracii@iyla SIRTI
hiicresel metabolizma, oksidatif strese yanit, otofaji, enflamasyon ve yaslanma
dahil olmak ftizere birgok biyolojik siirece dahil edilmistir (Ding vd., 2021; Lee
vd., 2019). Yapilan bir c¢ahsma uterusa Ozgii SIRT1 eksikliginin farclerde
stromal hiicre desidualizasyonunu bozdugunu gostermistir  (Cummings vd.,
2022). Onceki cahsmalar, sirtuin ailesi {iyelerinin  ekspresyonundaki
diizensizliklerin =~ anormal {ireme  fenotiplerinin  ortaya  ¢ikmasmda  rol
oynayabilecegni gostermis olsa da, SIRTIl'n uterus biyolojisindeki roline
iliskin arastrmalar daha az saydadr (Tatone wvd.,, 2018). SIRT1
aktivasyonunun endometriyumda forkhead box O1 (FOXO1) (endometriyum
stromal  hiicrelerinin ~ basarith ~ implantasyonu ~ ve  desidualizasyonunun
diizenlenmesinde ~ ekspresyonu  Onemli  bir  molekill)  deasetilasyonunu
kolaylastrdigt ve boylece desidualizasyon siirecini modiile ettigi gosterimistir
(Vasquez wvd. 2018; Cummings vd., 2022). Cahsmamizda  reseptif
endometriyumun  stromal hiicreleri tarafindan SIRTI’m yogun bir sekilde
eksprese edildigi ve PKOS grubunda ekspresyonun olduk¢a azaldigi goriildi.
Naringenin ve metformin tek basma veya kombinasyon tedavisi SIRT1
ekspresyonunun geri kazammmnda etkili olmadi Yakmn zamanda yapilan bir
arastrma SIRTLl'In domuz trofektoderm ve uterus Iuminal epitel hiicrelerinin
migrasyonu  iizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu ve SIRT1'n
susturulmasmm ~ implantasyonla  ilgili  genlerin  ekspresyonunu  azalttigim
bildirmistir (Bae vd., 2020). Tekrarlayan implantasyon basarisizigi (RIF) olan
hastalarda endometriyal SIRT1’m ekspresyonunun azaldigi ve endometriyal
stromal hiicrelerde desidualizasyonun bozuldugu gosterilmistir.  Endometriyal
stromal hiicrelerin  desidualizasyonu srasmda SIRTI ekspresyonunun azalmasi
hiicre i¢ci ROS homeostazmn bozulmasi, hiicre i¢i ROS birikkmesi ve
antioksidan stres molekiillerinin azalmas1 seklinde kendini gOstermistir. Kisaca
RIF hastalarmda endometriyal stromal hiicrelerin zayif desidual yanitinda
azalmis SIRT1'in rolii olabilecegi gosterimistir (Li vd., 2021). Yeni yapilan bir
cahlsmada AMPK/SIRT] yolagmn asm1 androjenler ile baskiladigi ve
desidualizasyonun bozuldugu gosterimistir (Hong vd., 2024). SIRTLl'in hem
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endometriyal epitel hiicrelerinde hem de stromal hiicrelerde tespit edildigini,
ancak SIRT1'in immiinohistokimyasal boyanmasmm stromal hiicrelerde daha
gicli oldugunu gostermistir. Bu nedenle, ana ilgi odag endometriyal stromal
hiicrelerin desidualizasyonunda SIRT1'in roli olmustur (Li vd., 2019).

Gebelikk  srasmda  dokunun yeniden sekillenmesi ve  Ozellikle
fetomaternal araylizde olmak iizere lokal perflizyondaki Onemli degisiklikler
nedeniyle uterusta yiiksek diizeyde ROS iiretimektedir (Brosens vd., 2009).
SIRT1, FOXO1 gibi anahtar proteinleri dogrudan deasetile ederek hiicresel
redoks durumunu alglar ve modile eder. Baz arastrmacilar SIRT1 forkhead
box O (FoxO-) bagmh mekanizmalarm katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz 2
(SOD2) ve peroksiredoksin gibi anahtar antioksidan enzimleri arttirarak
oksidatif strese karst korumayr artrabilecegni gozlemlemistir. Hiicre i¢inde
redoks homeostazmi koruyan SIRT1 oksidatif stresle basa ¢ikmak i¢in
oksidanlarm Onemli bir sensdr proteini olan niikleer faktor-E2 ile iliskili faktor
2 (NRF2) ile iligkili bulunmustur (Liv vd., 2021). Oksidatif stres PKOS
patogenezinde  indiikleyici  bir  faktor  olarak  kabul  edilir ve
malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) gbi dolasimdaki oksidatif durum belirteglerinin  PKOS'lu  hastalarda
degistigi gosterimistir. Bir ¢alismada PKOS grubunda gozlenen yiksek MDA
seviyelerinin tek basma resveratrol ve metformin ile kombine tedavi ile
diizelmis oldugu ancak tek basma metformin ile diizelmedigi gosterimistir
(Furat Rencber vd., 2018). Cahsmamiz SIRT1 ekspresyonunun endometriyal
reseptivite srasmda kritik bir 6nemi olabilecegini gOstermektedir. PKOS
ortammnda ve oksidatif stres durumunda bir iyilesme i¢in tedavilerin uygulanma
siiresi  uzatilabilir.  Boylece  SIRT1  ekspresyonunun  geri  kazanmum
saglanabilir.  Bircok  biyolojik  siirece dahil olan SIRT1’in  uterusta
ekspresyonunun azalmasi patolojik durumlarin bir belirteci olabilir.

Cahsmamizda DHEA ile indiklenen PKOS fare modelinde Gstrus
siklusunda, folikiilogenezde, kan glukoz seviyelerinde ve viicut ile organ
kiitlelerinde  degisiklikler tespit edimigti. Ovaryum ve uterus dokularma
yapilan histopatolojik ve morfometrik analizierde PKOS grubunda istatistiksel
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acidan anlamh farkhlklar bulunmustur. Bircok yoniiyle PKOS semptonlarm
iyllestirebilecegi  diigiinilen  naringenin = etken  maddesinin  ¢alismamizda
endometriyal reseptivite hasar1 lizerindeki iyilestirici  etkileri  gOsterimistir.
Sonu¢ olarak cahsmamiz PKOS’da olusan endometriyal reseptivite hasari
lizerine naringenin’in  koruyucu etkilerini histolojik ve morfometrik agidan
inceleyen smrh sayida g¢aligmalardan birisidir. Bu ¢alsma, naringenin’in tek
basma ya da metformn ile birlkte PKOS’un neden oldugu hasan iyilestirmede
yeni bir terapotik tedavi segenegi olabilmesi agisimdan Onemlidir.

6. SONUC ve ONERILER

Bu g¢algmada naringenin’in @ PKOS’un neden oldugu endometriyal
reseptivite  hasar1  lizerine olan etkileri histopatolojik, morfometrik ve
immiinfloresan boyama yontemleri kullanarak analiz edimistr ve elde edilen

sonuclar asagida Ozetlenmistir.

» DHEA ile indiklenerek olusturulan PKOS fare modelinde Kkistik ve
atretik folikiil sayisinda artis ve korpus luteum yapismmn bulunmamas: ile
anovulatuar PKOS modelimizin olustugu belirlendi. PKOS grubunda diizenli
Ostrus siklusunun kayboldugu ve Ostrus asamasinda bir duraksama belirlendi.
Naringenin ve metformin tedavilerinin tek bagma ya da kombinasyon seklinde
uygulanmasmdan  sonra  siklusun  normale  donmeye  bagladili  ve
diger Ostrus asamalarma da gecildigi goriildii. Naringenin tedavisi sonrasmda
ovaryumda kistikk ve atretik folikiillerin sayismmn azaldigi ve korpus luteum
sayismin  artti@  belirlendi.  Naringenin - bozulan  folikiilogenez  restorasyonunu
saglamada  etkili  olabilir. ~ Ancak  naringenin+metformin  kombinasyon
tedavisinin  folikiilogenez restorasyonunda daha giicli etki gosterebilecegi
distiniildi. Ovaryum agrhgmm PKOS grubunda artmis oldugu belirlendi
Naringenin ve metformnin tek basma ya da kombin tedavisi sonrasnda
ovaryum agrhgt azald PKOS grubunda viicut agrhgmda artis oldugu
belirlendi ve bu artisit  azaltmada  narigenin,  metformin  ya da
naringenin+metformin tedavilerinin etkili oldugu goriildi. PKOS modelimizde
glikoz toleransmm bozuldufu achk kan glukozu Olgiimi ve IPGTT ile
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belirlendi. PKOS grubunda artmuis olan glukoz seviyelerini  diistirmede
metformin  ve  naringenin+metformin  kombinasyon tedavisinin daha  etkili
oldugu belirlendi.

» PKOS grubunda uterus agrhgmm, luminal epitel yiiksekliginin,
subepitelyal stroma kalnhgmmn ve endometriyal bez sayismmn arttigi belirlendi.
Dahas1 geniglemis liimenlere sahip bez yapilarida mevcuttu. PKOS grubunda
epitel ve stromada apoptotik ve vakuolize hiicrelerin oldukca fazla oldugu
gorildii. Stromada immiin hiicrelerin infiltrasyonunda bir artis oldugu izlendi.
Naringenin tedavisinin tek basma patolojik degisikliklerin restorasyonunda
yeterli olmadigi goriildii. Naringenin’in  metformin ile birlikte uygulanmasmm
olusan histopatolojik hasari iyilestirmede daha etkili olabilecegi diistiniild{i.

» PKOS grubunda uterusta Kkollajen birikiminde bir artis goriildii
Naringenin  ve metformin  tedavilerinin  endometriyal stromada kollajen
birikiminde azalmaya neden olabilecegi belirlendi. Ancak fibrozis ilerlemesini
hafifletmede  naringenin+metformin  tedavisinin =~ daha  etkili  olabilecegi
diisiintild .

» MUC1, HOXA10 ve SIRT1 protein ekspresyonu immiinfloresan
boyama ile degerlendirildi.

» PKOS grubunda luminal epitelin apikal yiizeyinde ve stromada artmug
MUC1 ekspresyonu izlendi. Naringenin tedavisi sonrasi luminal epiteldeki
MUC1 ekspresyonunda azalma goriildii ve stromada ekspresyonda bir azalma
belirlenmedi. Metformin ve Naringenintmetformin tedavisi sonrasmda hem
luminal epitelde hem de stromada MUC1 ekspresyonu azaldi.

»  Endometriyal reseptivite srasmda HOXALO0 stromada eksprese edildi.
PKOS grubunda stromadaki ekspresyonda azalma oldugu  goriidi.
Naringenintmetformin tedavisi sonrasmda stromadaki HOXAI10 ekspresyonu
artt. Naringenin ve metformin tedavisinin tek basma normal ekspresyonun
yeniden kazanminda etkili olmadig1 belirlendi.

» Endometriyal reseptivite swasmda SIRT1 stromal hiicreler tarafindan
yogun bir sekilde eksprese edildi PKOS grubunda SIRT1’in stromal
ekspresyonunun olduk¢a azaldigi belirlendi. SIRT1 ekspresyonunun yeniden

kazanimmnda naringenin ve metformin’in tek basma veya kombin tedavisinin
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etkii olmadig goriildii. Fakat naringenin+metformin  tedavisi sonrasmnda
epitelde (luminal ve bez) zayif SIRT1 ekspresyonu belirlendi.

» Sonug olarak c¢ahsmamiz naringenin’in tek basina ya da metformin ile
birlikte DHEA ile indiiklenen PKOS fare modelinde bozulmus olan
folikilogenez ve endometriyal reseptivite {izerinde olumlu terapotikk bir
etkisinin  olabilecegini gdsterdi. Naringenin tedavisinin etkili doz aralig ile
uygulanma siiresinin Ve terapotik etkisinin nasil bir mekanizma ile saglandigm

aciklamak i¢in daha kapsamh cahsmalarin yapimasmi GOnermekteyiz.
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