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OZET

Amag: Hipoglisemi riskini artirmadan kan sekerini diistiriicii etkileri ve yliksek
antioksidan aktivitesi olan linagliptinin, insiilin ile birlikte kullaniminin tip 1 diyabetik
fare ovaryumlarinda endoplazmik retikulum (ER) stresi iligkili yanitta rol oynayan

protein ve genlerin ekspresyon diizeylerini nasil etkiledigini incelemeyi amagladik.

Yontem: Caligmamizda; 6 haftalik 84 adet Balb/C 1rk1 disi fare kullanilarak her grupta
12 adet fare olacak sekilde yedi grup olusturuldu: Kontrol grubu, Coézgen grubu,
Diyabetes mellitus (DM)+insiilin grubu, DM-+Linagliptin grubu,
DM+Linagliptin+insiilin grubu, DM+TUDCA grubu, DM+TUDCA+Insiilin grubu.
Deney stiresince fare viicut agirliklar1 kaydedildi ve deney sonunda ovaryum agirligi
indeksleri belirlendi. Saglikli folikiil sayimi yapilarak ovaryal folikiil rezervi
belirlendi. Kan serum 6rneklerinde DPP-4 aktivitesi dl¢limii ve ovaryum 6rneklerinde
oksidatif stres belirteclerinden MDA seviyesi ve NOX1 aktivitesi ELISA yontemi ile
ol¢iildii. Ovaryum o6rneklerinde ATF6, ATF4, kaspaz 12, cleaved kaspaz 3, XBP1 ve
JNK1/2 protein ifadeleri immunohistokimya ve western blot yontemleriyle belirlendi.
qRT-PCR yontemiyle Grp78/BiP ve pro- apoptotik Chop/Ddit3 genlerinin seviyeleri
belirlendi.

Bulgular: Linagliptin ve insiilinin birlikte kullanimi oksidatif stres seviyelerini
azaltmada daha etkindi. En az atretik folikiil sayis1 DM+Linaglitin+Insiilin grubunda
gbzlendi. Linagliptin ve insiilinin birlikte kullanimi sonrasinda incelenen proteinlerin
ifadelerinde azalma meydana geldi. Ayrica Grp78/BiP gen diizeyinde gruplar arasinda
fark bulunmazken, DM+Linagliptin+insiilin grubu Chop/Ddit3 mRNA seviyesini

azaltmada ve pro-apoptotik siireci inhibe etmede daha basariliydi.

Sonug¢: Calismamizda, linagliptin ve insiilin kombinasyonunun tip 1 diyabetik fare
ovaryumlarinda ER stresi iligkili apoptotik proteinlerin ve genlerin ekspresyon
diizeylerini azaltmada etkin rol oynadig1 goriildii. Caligmamizin diyabete bagli gelisen
ovaryan basarisizliklarin tedavisinde kullanilabilecek yeni yaklagimlara katkida

bulunacagina inanmaktay1z.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, endoplazmik retikulum, stres, ovaryum, fare.



ABSTRACT

Objective: We aimed to examine how the use of linagliptin, which has blood glucose-
lowering effects and high antioxidant activity without increasing the risk of
hypoglycemia, together with insulin affects the expression levels of proteins and genes
that play a role in the endoplasmic reticulum stress-related response in type 1 diabetic

mouse ovaries.

Method: In our study, using 84 Balb/C breed female mice at 6 weeks of age, seven
groups were formed with 12 mice in each group: Control group, Vehicle group,
Diabetes+Insulin group, Diabetes+Linagliptin group, Diabetes+Linagliptin+Insulin
group, Diabetes+t TUDCA group, Diabetes+t TUDCA+Insulin group. Bosy weight and
ovarian index were determined. Ovarian follicle reserve was determined by counting
healthy follicles. DPP-4 activity was measured in blood serum samples, and MDA
level and NOX1 activity, which are oxidative stress markers in ovarian samples, were
measured by ELISA method. ATF6, ATF4, caspase 12, cleaved caspase 3, XBP1 abd
JNK1/2 protein expressions in ovarian samples were determined by
immunohistochemistry and western blot methods. The level of Grp78/BiP and pro-

apoptotic Chop/Ddit3 genes were determined by qRT-PCR method.

Results: The combined use of linagliptin and insiilin was more effective in reducing
oxidative stress levels and lowering blood sugar. The least number of atretic follicles
was observed in the DM+Linagliptin+Insulin group. The expression of the studied
proteins decreased after the combined use of linagliptin and insulin. In addition, there
was no difference between the groups at the Grp78/BiP gene level, the DM+
Linagliptin+ Insulin group was more successful in reducing the Chop/Ddit3 mRNA

level and inhibiting the pro-apoptotic process.

Conclusion: In our study, it was observed that the combination of linagliptin and
insulin played an active role in reducing the expression levels of ER stress-related
apoptotic proteins and genes in type 1 diabetic mouse ovaries. We believe that our
study will contribute to new approaches that can be used in the treatment of ovarian

failure due to diabetes.

Key words: Diabetes, endoplasmic reticulum, stress, ovary, mouse.
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1. GIRIS

Endoplazmik retikulum (ER) stresi, oksidatif stres ile yakindan iliskili lokal bir
faktordiir (Cao and Kaufman, 2014; Hasnain ve ark., 2016). ER’de protein katlama
talebini artiran veya ER’nin protein katlama kapasitesini azaltan oksidatif stres ve
iltihaplanma dahil olmak tizere g¢esitli fizyolojik ve patolojik kosullarin neden
olabilecegi katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi nedeniyle ortaya
cikar. ER stresi, topluca katlanmamis protein yanit1 (Unfolded protein response, UPR)
olarak adlandirilan ¢ok ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 etkileyen ve stres
adaptasyonunda birincil rol oynayan, stres ¢oziilemediginde ise etkilenen hiicrelerde
apoptozu indiikleyen birka¢ sinyal iletim doniistiiriiciilerinin aktivasyonu ile

sonuglanir (Walter ve Ron, 2011; Ozcan ve Tabas, 2012).

UPR’ye li¢ kanonik sensor protein aracilik eder: inositol gerektiren enzim 1 (IRE1),
protein kinaz RNA benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6
(ATF6). Bunlar transmembran proteinlerdir ve stresli olmayan kosullar altinda ER
saperonu olan glikozla diizenlenen protein 78 (GRP78)’e baglanirlar. ER stresi
olustugunda GRP78’den ayrilarak aktif hale gecerler. Aktif IREla, eklenmemis X
kutusu baglayici protein 1’in (XBP1u) kii¢iik bir intronunu ¢ikarir ve eklenmis XBP1
ile sonuglanir (XBP1s). Bu arada, PERK, aktive edici transkripsiyon faktorii 4
(ATF4)’lin transkripsiyonunu indiikleyerek ER protein asir1 yliklenmesini azaltmak
icin Okaryotik translasyon baslatma faktorii 2a’y1 (elF2a) fosforile eder. ATF6
aktivasyonu, C/EBP homolog protein (CHOP) ve GRP78’in transkripsiyonunu
indiikler. Artan GRP78, p-elF2a, p-IREla, XBP1ls, ATF4 ve CHOP, ER stresi veya
UPR aktivasyonunun belirtecleri olarak yaygin olarak kullanilir (Maurel ve ark., 2014;
Wang ve Kaufman, 2016).

ER stresi ve UPR aktivasyonu, insan hastaliklarinin, 06zellikle nodrodejeneratif
hastaliklarin, diyabetin ve kanserin gelisiminde ve patogenezinde onemli rol oynar
(Oakes ve Papa, 2015). Son ¢alismalar, ER stresinin ovaryum hiicrelerinde meydana
geldigini, oosit olgunlagsmasini, folikiill olusumunu ve ovulasyonu etkiledigini
gostermistir (Lin ve ark., 2012b; Park ve ark., 2013; Harada ve ark., 2015). ER

stresinin ve UPR’nin ovaryan fizyolojisindeki islevlerine ek olarak, ovaryan



hiperstimiilasyon sendromu (Takahashi ve ark., 2016), polikistik over sendromu
(Takahashi ve ark., 2017), over kanseri (Hu ve ark., 2017) ve tip 1 diyabet mellitus
(T1DM) ile iligkili ovaryan patolojisinde (Okan ve ark., 2021) rolleri vardir.

T1DM’li kadinlarda merkezi hipogonadizm nedeni ile siklikla amenore ve infertilite
goriilmektedir. Insiilin tedavisinin yogunlastirilmas: ve gelismis metabolik kontrol ile
bu problemler azalsa da devam etmektedir (Thong ve ark., 2020). Dolayisiyla,

T1DM’li kadinlar i¢in yeni ve yardimci tedavilerin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Tedavi hedeflerine ulagsmak i¢in, insiiline tamamlayici olan ilaglarin kullanildig:
kombinasyon terapisi uygun olabilir. Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) inhibitorleri
(vildagliptin, linagliptin, saksagliptin, alogliptin ve dutogliptin) (Deacon ve Holst,
2013), hiperglisemi tedavisi i¢in yeni bir ila¢ sinifidir. Linagliptinin diger iki DPP-4
inhibitoriinde (sitagliptin ve vildagliptin) olmayan glikozdaki herhangi bir diisiisten
bagimsiz olarak nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz aktivitesi ve
malondialdehid (MDA) seviyeleri incelenerek antioksidan aktivite gosterdigi
kanitlanmistir (Kroller-Schon ve ark., 2012; Salheen ve ark., 2015a). Ozellikle,
hiperglisemi ER stresine paralel olarak oksidatif strese de neden olur (Mooradian ve
Haas, 2011; Basha ve ark., 2012). Dolayisiyla, linagliptin ER stresi sonucu olusan
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini azaltarak hiperglisemik kosullar altinda kalan

ovaryumun apoptozdan kaginmalarini saglayabilir.

Calismamizda hipoglisemi riskini artirmadan kan sekeri diisiiriicli etkileri ve yiiksek
antioksidan aktivitesi oldugu bilinen linagliptinin, insiilin ile birlikte uygulanmasinin
T1DM fare ovaryumlarinda ER stresi iligkili yanitta rol oynayan proteinlerin ve

genlerin ekspresyon diizeylerini nasil etkiledigini incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Disi Ureme Sistemi

Disi iireme sistemi; i¢ lireme organlarindan (iki ovaryum, iki tuba uterina, uterus,
serviks ve vajina) ve dis genital yapilardan (klitoris, labiya majora ve labiya minora)
olusur (Gartner ve Hiatt, 2007) (Sekil 2.1). Disi i¢ ireme organlari pelviste yer alirken;
dis genital yapilar ise perineumun vulva olarak bilinen 6n bdlgede yer alir (Ross ve

Pawlina, 2013).

Lateral goriiniis Anterior goriiniis

Ovaryum

Ovaryan ligament

): \ Uterus Genis ligament
! Ovaryum Tuba uterina

T !
m \ Forniks uterus (Ovidukt)
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Pubic symphysis )
Mons pubis Serviks

Rektum

Uretra Serviks

minora
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Vajina J

Labium minora .
Antis Labia majora

Labium majora

Sekil 2.1. Disi tireme sistemi (https: https://courses.lumenlearning.com/suny-ap2/chapter/anatomy-

and-physiology-of-the-female-reproductive-system/, Erisim tarihi 20 Aralik 2021).

Disi iireme sistemi; Ostrojen ve progesteron gibi cinsiyet hormonlarinin
salgilanmasindan, oositin gelisiminden, fallop tiiplerinde fertilizasyon i¢in uygun
alanin saglanmasindan, uterusa embriyonun taginmasindan ve implantasyonundan,
ayrica gebelik boyunca fetiisiin gelisiminden ve yeni doganin beslenmesinden

sorumludur (Eroschenko, 2013).

2.1.1. Ovaryumlar

Insanda pelvis iginde yer alan ovaryumlarin her biri yaklasik 14 gr agirliginda, 3 cm
uzunlugunda, 1,5 ile 2 cm genisliginde ve 1 cm kalinliginda badem sekilli gdvdelerdir.
Ovaryumlar, kan damarlarin1 ovaryumlara tasiyan peritonun 6zel bir kivrimi olan
mezovaryum adi verilen bir baglantiyla uterusun genis ligamentine asilir (Gartner ve

Hiatt, 2007).

Biyolojik sistemleri insanlara ¢ok benzer olan farelerin ovaryumlari, bobreklerin
nispeten kaudalinde ve genellikle cevresi yagla kaplidir. Insandan farkli olarak

kemirgen tiirlerde ovaryum ve oviduktun ucu ovaryan bursa adi verilen ince bir
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membranla ¢evrilidir. Ovidukt epitel katlanmasi, 6zellikle ampulla bogesinde minimal
(6rnegin farelerde) veya ¢ok kapsamli (6rnegin kadinlarda) olabilir (Vue ve ark.,
2018). Sekil 2.2°de gosterildigi lizere insanda uterus tipi basit uterus (tek bélmeli) iken,
farelerde uterus dublekstir (iki boliimlii) (Spencer, 2014).

(A) (8) — Bursa 4 Ovaryum
- »—Tuba uterina b2 = Ovidukt

Ovaryum
—Rahim boynuzu

Genis

i Uterus
ligament

Serviks

8 Serviks
Vajina Vajina

Sekil 2.2. Insan (A) ve farede (B) disi {ireme sistemini karsilastirilmasi (Vue ve ark., 2018).

Ovaryumlari orten ve germinal epitel ad1 verilen ylizey epiteli, modifiye edilmis bir
peritondur. Bu epitelin hemen altinda zay1f damarlanmis, yogun ve diizensiz kollajen
bag doku kapsiilii olan tunika albuginea bulunur. Her bir ovaryum, dis kisminda ¢esitli
gelisim asamalarinda olan ovaryum folikiillerini barindiran hiicresel kortekse ve i¢
kisminda bol miktarda damarlanma gosteren fibroelastik bag dokusundan olusan
medullaya boliinmiistiir (Sekil 2.3). Bununla birlikte, histolojik olarak, korteks ve

medulla arasindaki boliinme belirsizdir (Gartner ve Hiatt, 2007).

Sekil 2.3. Fare ovaryumunun histolojik goriintiisii. Korteks (C), ¢esitli olgunlasma asamalarinda ¢ok
sayida gelisen folikiil (F) ve korpus luteum (CL) i¢erir. Medulla (M), lenfatik sinirler ve ¢ok sayida kan
damar igerir (https://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/43754782.pdf, Erigsim tarihi 22 Kasim
2021).



Ovaryum, tireme islevi (déllenme i¢in olgun oositlerin farklilasmasi ve salinmasindan
sorumlu) ve endokrin islevi (strojen, progesteron ve androjen gibi esey hormonlarinin
sentezi ve salgilanmasindan sorumlu) olmak {izere iki role sahiptir. Folikiiller, memeli
ovaryumlarmin temel iglevsel birimleridir ve en igteki tek oositten, onu ¢evreleyen
granuloza hiicrelerinden (GH), teka interna ve teka eksterna hiicrelerinin dis
katmanlarindan olusur. Primordiyal folikiillerin bir rezerv havuzundan biiyiime yoluna
alinmasindan baslayarak, folikiiller dort ana agamada gerceklesir: primer, sekonder,

antral ve preovulatuar (Monniaux ve ark., 2014).

2.1.2. Ovaryum Folikiilleri

Ovaryum folikiilleri stromal doku ile ¢evrilir ve bir primer oosit ve bununla iliskili tek
bir kiiresel katman veya oosit etrafinda birkag¢ es merkezli katman halinde diizenlenmis
folikiiler hiicrelerden (granuloza hiicrelerinden) olusur. Folikiiliin biiyiimesine bagh
olarak iki folikiiler gelisim asamasi vardir (Sekil 2.4). Ayrica asamalar oosit ve

folikiiler hiicrelerin gelisimine gore kategorize edilir:

- Biiylimeyen veya primordiyal folikiiller
- Biiytiyen folikiiller
o Tek katmanli (unilaminar) ve ¢ok katmanli (multilaminar) primer
folikdiller
o Sekonder (antral) folikiiller

o Graaf (olgun) folikiiller

Primer folikiillerin gelisimi folikiil uyarict hormon (FSH)’dan bagimsizdir; bunun
yerine, folikiiler hiicrelerin farklilasmasi ve proliferasyonu, muhtemelen ovaryumdaki
folikiiler hiicreler tarafindan salgilanan, heniiz karakterize edilmemis lokal faktorler
tarafindan tetiklenir. Ancak sekonder ve sonraki folikiiller FSH’nin etkisi altindadir.
Folikiiler gelisim genellikle tek bir oositin salinmasiyla (ovulasyon) sonuglanir

(Gartner ve Hiatt, 2007).
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Sekil 2.4. Ovaryum boyunca gecen bir kesitin sematik ¢izimi. Bu ¢izim erken primer folikiilden olgun
(Graaf) folikiile kadar folikiiler gelisimin asamalarin1 gostermektedir. Folikiillerin olgunlagsmasi ok

yoniinde gergeklesir (Ross ve Pawlina, 2013).

Primordiyal Folikiiller: Disinin lireme Omrii boyunca, ovaryumda uykuda olan
primordiyal folikiil havuzu, gelisen tiim folikiillerin ve ddllenebilir oositlerin kaynagi
olarak hizmet eder (McGee ve Hsueh, 2000). Her primordiyal folikiiliin {i¢ olasi
gelisim kaderi vardir: (i) sessiz kalmak (yani iireme donemi boyunca ¢esitli siireler
boyunca uykuda hayatta kalmak); (i1) biiyliyen folikiil havuzuna aktive olmak, bunu
ya folikiiler gelisimin daha sonraki asamasinda atrezi ya da ovulasyon izler; (iii)
dogrudan uyku durumundan 6liime maruz kalmak, disi ireme yaslanmasina katkida

bulunmak (McGee ve Hsueh, 2000; Broekmans ve ark., 2007; Hansen ve ark., 2008).

Her bir primordiyal folikiil, birka¢c yass1 pregraniiloza hiicresiyle c¢evrili
olgunlagmamis bir oositten olusur (Sekil 2.5) ve cogunlukla overin dis kortikal
bolgelerinde bulunur. Memelilerde, primordiyal folikiil havuzunun boyutu ve
kalicilig1 iireme yasaminin uzunlugunu belirler (Broekmans ve ark., 2007). Insanlarda,
fetal gelisim sirasinda folikiiler olusum zamanindan menopoz sirasinda primordiyal
folikiillerin tiilkenmesine (yaklasik 51 yil) kadar, belirli bir primordiyal folikiil
popiilasyonu uyku durumunda hayatta kalir (McGee ve Hsueh, 2000). Insanlarmn
aksine, farelerde primordiyal folikiiller dogumdan hemen sonra, pregraniiloza
hiicreleri germ hiicre kistlerini istila ettiginde ve oogonya’y1 primordiyal folikiillerle
kapladiginda olusur (McNatty ve ark., 2000). Tiim oogonia, primordiyal folikiiller

icinde yer almaz ve bazilar1 folikiil olusumu sirasinda apoptoza ugrar. Folikiil olusumu



dogum sonras1 7. giin civarinda tamamlanir ve primordiyal folikiiller olustugunda
senkronize bir folikiil aktivasyon dalgasi gergeklesir. Bu aktivasyon sirasinda
oositlerin hacmi biiylik Ol¢iide artar ve oositleri ¢evreleyen yassi pregraniiloza
hiicreleri farklilagir ve kiiboidal graniiloza hiicrelerine doniisiir. Bununla birlikte
primordiyal folikiillerin ¢ogu uykuda olan folikiiller olarak korunur (Wassarman ve

Albertini, 1994).

100pm

Tunica
albuginea

Oositler

TRENODS in Endocrinology & Metabolism

Sekil 2.5. Fare ovaryumunun primordiyal folikiilleri
(https://histology.leeds.ac.uk/female/FRS ovarian_fol.php, Erigim tarihi 22 Kasim 2021; (Reddy ve
ark., 2010).

Primer Folikiiller: Primordiyal folikiillerin primer folikiillere gelisimi primer oositin,
folikiiler hiicrelerin ve ¢evredeki stromal dokudaki degisikliklerin bir sonucu olarak
ayirt edilir. Primer oosit, germinal vezikiil olarak da adlandirilan genislemis bir
cekirdek ile birlikte biiyilir. Ribozomlarla zengin graniillii endoplazmik retikulum,
birka¢ Golgi kompleksi, bol miktarda serbest ribozomlar ve sayisiz mitokondri hiicre
icinde dagilmis durumdadir. Folikiiler hiicreler sekil olarak kiiboidal hale gelir. Oositi
cevreleyen tek bir folikiiler hiicre tabakasi oldugu siirece, folikiile tek kath

(unilaminar) ya da erken primer folikiil denir (Gartner ve Hiatt, 2007) (Sekil 2.6.A).

Folikiiler hiicreler ¢cogaldiginda ve katmanlastiginda primer oositin etrafinda birkag
hiicre tabakas1 olustugunda, bu folikiile ¢cok katmanli (multilaminar) ya da ge¢ primer
folikiil denir ve bu folikiiler hiicreler artik granuloza hiicreleri olarak adlandirilirlar
(Sekil 2.6.B). Primer oositler tarafindan salgilanan sinyal molekiilii aktivin nedeniyle
granuloza hiicreleri proliferatif aktivite gosterirler (Gartner ve Hiatt, 2007). Bu
asamada oositi ¢evreleyen folikiiler hiicrelerden ayiran sekilsiz bir madde (Zona
pellusida) ortaya c¢ikar. Stromal hiicreler multilaminar primer folikiil etrafinda

diizenlenmeye baslar, ¢ogunlukla zengin bir sekilde vaskularize edilmis hiicresel



tabakadan olusan bir i¢ teka internay1 ve cogunlukla fibréz bag dokusundan olusan dis

teka eksternay1 olusturur.
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Sekil 2.6. Erken primer folikilin (A) ve ge¢ primer folikiilin (B) fotomikrografi
(medcell.med.yale.edu/histology/ovary follicle.php, Erisim tarihi 22 Kasim 2021).

Teka internay1 olusturan hiicreler, hiicre zarlarinda LH reseptdrlerine sahiptir ve bu
hiicreler, steroid iireten hiicrelerin ultra yapisal 6zelliklerini alir. Sitoplazmalar1 ¢ok
sayida yag damlasi biriktirir ve bol miktarda diiz endoplazmik retikuluma sahiptir. Bu
teka hiicrelerinden iiretilen erkek esey hormonu androstenedion, granuloza
hiicrelerinde aromataz enzimi tarafindan dstrojen estradiyole doniistiiriiliir. Granuloza

hiicreleri teka internadan kalin bazal lamina ile ayrilir (Gartner ve Hiatt, 2007).

Sekonder (Antral) Folikiiller: Stratum graniilozum 6-12 hiicre tabakasi kalinligina
ulastiginda, graniiloza hiicrelerinin arasinda sivi dolu bosluklar belirir. Likor folikiilii
adr verilen hyaluronan ve proteoglikandan zengin sivi graniiloza hiicreleri arasinda
birikmeye baslar ve sonunda antrum adi verilen hilal seklinde tek bir bosluk olusur

(Gartner ve Hiatt, 2007; Ross ve Pawlina, 2013).
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Sekil 2.7. Sekonder folikiiliin fotomikrografi (medcell.med.yale.edu/histology/ovary follicle.php,
Erisim tarihi 22 Kasim 2021).



Graaf (Olgun) Folikiiller: Graniiloza hiicrelerinin siirekli ¢ogalmasi ve likor
folikiiliiniin stirekli olusumu, ovulasyon sirasinda ¢apt 2,5 cm’ye kadar ulasabilen
Graaf (olgun) bir folikiil olusumuyla sonuglanir. Graaf folikiilli, ovaryum ytizeyinde
neredeyse ovaryum kadar biliylik seffaf bir siskinlik olarak goriilebilir. Folikiil
duvarinin folikiiler hiicreleri membrana graniiloza’y1 olusturur. Likdr folikiillerinin
stirekli olusumu, primer oosit, korona radiyata ve iligkili folikiiller hiicrelerden olusan
kumulus ooforusun likor folikiillerinde (Sekil 2.8) serbestce yiizmesi igin onun

tabanindan ayrilmasina neden olur (Gartner ve Hiatt, 2007).

Grantloza
hucreleri

Ovulasyondan sonra korona
radiyatayi olusturacak hiicreler
1y 1

Teka Teka

Bazal lamina X
= eksterna interna

Folikuler siviyla
dolu antrum

&5 3

: ~ " Kumulus Ooforus
A B

Sekil 2.8. Graaf (olgun) folikiilii. A. Kumulus ooforusun i¢ine gémiilii oositi igeren genig antrumlu
matiir folikiiliin sematik ¢izimi. B. Graaf (olgun) folikiiliin fotomikrografi. A: Antrum; CO: Kumulus

ooforus; SG: Stratum graniilozum; TI: Teka interna (Ross ve Pawlina, 2013).

2.1.3. Ovulasyon

Sekonder oositin, Graaf folikiiliinden atilma islemi ovulasyon olarak bilinir.
Ovulasyon zamaninda liiteinlestirici hormon (LH) seviyelerindeki artis ovaryumlara
kan akiginin artmasina neden olur ve teka eksterna i¢indeki kilcal damarlar plazma

sizdirmaya baglar ve 6demle sonuglanir. Ek olarak LH artis1 ile su olaylar gerceklesir:

1) Mayoz indiikleyen madde salinir.
2) Mayozu indiikleyen maddenin etkisi altinda Graaf folikiiliinlin primer oositi ilk
mayotik boliinmesini tamamlar, sekonder oosit ve birinci kutup cismi olarak iki

yavru hiicre olusur.



3) Yeni olusan sekonder oosit, ikinci mayotik boliinmeye girer ve metafazda
duraklar.

4) Graniiloza hiicreleri tarafindan siirekli olusturulan proteoglikanlarin ve hyaluronik
asidin varlig1 suyu c¢eker, boylece hem Graaf folikiiliiniin boyutunda hem de
membrana graniilozanin gevsemesinde daha da biiyiik artis olur.

5) Ovulasyondan hemen once, Graaf folikiiliiniin tunika albuginaya baski yaptigi
ovaryum yiizeyinde kan akis1 kaybolur.

6) Stigma adi verilen incelen ve beyazlasan avaskiiler bolge tizerindeki bag dokusu,
tipk1 Graaf folikiiliiniin stigma ile temas eden duvari gibi dejenere olur ve periton
boslugu ile Graaf folikiiliinlin antrumu arasinda bir agiklik olusur.

7) Bu acikliktan sekonder oosit, ona bagl folikiiler hiicreler ve likor folikiillerinin bir
kism1 ovaryumdan yavagga salinarak ovulasyon gerceklesir.

8) Graaf folikiiliiniin kalintilar1 korpus hemorajikuma ve ardindan korpus luteuma

dontistiiriiliir.

Ovaryum iizerine baski yapan oviduktun distal fimbrial ucu, sekonder oosit ve folikiil
hiicreleri ovaryumun infundibulumuna siipiiriir, buradan oositin ddllenebilecegi
ampullaya dogru ilerlerler. Eger sekonder oosit yaklasik 24 saat icinde déllenmezse,

sekonder oosit dejenere olur ve fagositoza ugrar (Gartner ve Hiatt, 2007).

2.1.4. Korpus Luteum

Sekonder oosit ve bununla iliskili hiicreler ovule olduktan sonra Graaf folikiiliiniin geri
kalan kismi ¢oker ve katlanir. Bazi yirtilmis kan damarlar folikiiler kaviteye kan
sizdirir ve korpus hemorajikum adi verilen merkezi bir pihtt olugur. Piht1 fagositler
tarafindan uzaklastirildik¢a, devam eden yiiksek LH seviyeleri korpus hemorajikumu
korpus luteum olarak bilinen gegici bir yapiya doniistiiriir. Olusan bu vaskiilarize yapi,
graniiloza lutein hiicrelerinden (modifiye graniiloza hiicreleri) ve teka lutein

hiicrelerinden (modifiye teka interna hiicreleri) olusur (Gartner ve Hiatt, 2007).

Graniiloza lutein ve teka lutein hiicreleri tarafindan salgilanan progesteron ve
ostrojenler, sirastyla LH ve FSH sekresyonunu inhibe eder. FSH’ nin olmamast yeni
folikiillerin gelisimini engeller, bdylece ikinci bir ovulasyon onlenir. Gebelik
olusmazsa LH’nin yoklugu menstruasyonun korpus luteumunun dejenerasyonuna yol
acar. Gebelik olusursa, plasenta tarafindan salgilanan insan koryonik gonadotropini 3

ay boyunca korpus luteumu korur. Gebeligin korpus luteumu olarak adlandirilir ve

10



gebeligin idamesi icin gerekli hormonlar: salgilamaya devam eder (Gartner ve Hiatt,

2007).

Sekil 2.9. Korpus luteumun fotomikrografi. Korpus luteumu olusturan luteal hiicreler (LH) dolgun ve
poligonaldir; biiyiik c¢ekirdekler ve orta miktarda eozinofilik sitoplazma igerirler. Cok fazla kan
damarmm  (KD) olmast gecici bir endokrin bez olan isleviyle  uyumludur

(https://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/43754782.pdf, Erigim tarihi 22 Kasim 2021).

2.1.5. Korpus Albikans

Gebelik gergeklesmezse menstruasyonun korpus luteumu (ve ayrica gebeligin)
fibroblastlar tarafindan istila edilir, fibrotik hale gelir ve islev gormez. Kalintilari
luteoliz olarak bilinen bir siire¢ olan otolize ugrar ve makrofajlar tarafindan fagosite
edilir. Korpus albikans olarak bilinen yerinde olusan lifli bag dokusu yeniden

emilmeden Once bir siire varligini siirdiirtir (Gartner ve Hiatt, 2007).

Korpus /
Albikans

Sekil 2.10. Korpus albikansin fotomikrografi (medcell.med.yale.edu/histology/ovary follicle.php,
Erisim tarihi 22 Kasim 2021).

2.1.6. Atrezi

Ovaryumlar ¢esitli gelisim asamalarinda birgok folikiil icerir. Cogu folikiil olgun

asamaya ulasmadan Once dejenere olur, ancak her menstriiyel dongii sirasinda birden
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fazla Graaf folikiilii gelisir. Bununla birlikte, tek bir olgun folikiil parcalandiginda,
sekonder oositi ve iliskili hiicrelerini serbest biraktiginda, kalan olgunlasan folikiiller
ovaryan folikiiler atrezi adi1 verilen siire¢ ile dejenerasyona ugrar (Ross ve Pawlina,
2013) ve makrofajlar tarafindan atretik folikiiller fagosite edilir. Bu nedenle her

menstriial dongilide sadece tek bir folikiil ovule olur (Gartner ve Hiatt, 2007).

Gilinlimiizde atrezinin, diger folikiillerin programlanmig 6liimii sayesinde az sayida
folikiiliin gelisimlerini silirdiirmek iizere stimiile edildigi bir mekanizma oldugu
diisiiniilmektedir. Boylece folikiil, maturasyonunun herhangi bir evresinde atreziye
ugrayabilir. Folikiil olgunlagsmaya dogru ilerledikce bu siire¢ karmasiklasir (Ross ve

Pawlina, 2013).

Atretik folikiiller; camsi membran denilen kalin, kivrilmis membrandz materyal,
degisiklige ugramis zona pellusida, dejenere olmus oosit, folikiil hiicrelerinin
kalintilar1 ve istila eden makrofajlar ile karakterizedir (Kierszenbaum, 2006; Ross ve

Pawlina, 2013).

< e\ >
% <« niiklear nitklear

piknoz karyoreeksis
FA dejenere zona

A granuloza hiicreleri

Sekil 2.11. Atretik folikiillerin fotomikrografi. A. Dejenere (atretik) Graaf folikiilde piknotik
¢ekirdekler ve karyoreektik niiklear artiklar dejenere zona granuloza (ZG) boyunca dagilmistir. B.
Degisiklige ugramis zona pellusida (ZP) (https://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/43754782.pdf,
Erigim tarihi 22 Kasim 2021).

2.2. Endoplazmik Retikulum Stresi

Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda yer alan ER, diizlestirilmis kese agindan ve
niikleer membranla devam eden dalli membranéz tiibiillerden (Porter ve ark., 1945)
olusmaktadir. 1952 yilinda ER yapisini ilk gozlemleyen Porter ve Kallman adli iki
arastirmact ‘ER’ terimini bilim diinyasina kazandirmislardir (Porter ve Kallman,

1952). ER gelisiminin, niikleer zarfin tomurcuklanmasindan ya da plazma
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membraninin invajinasyonundan kaynaklandigi varsayilmaktadir (Wischnitzer, 1974).
Toplam hiicre zar1 hacminin % 15 ile % 60’1n1 olusturan ER, evrimsel olarak
belirlenmis bir hiicresel organel olup sentez, katlama ve modifikasyonu kontrol eder
(Kaufman, 2004). ER, hiicre i¢i kalsiyumun (Ca**) depolandig1 bir kompartimandir ve
cesitli  hiicresel organeller arasinda Ca?" dengesinin diizenlenmesinde ve
stirdiiriilmesinde dnemli bir rol oynamaktadir (Krebs ve ark., 2015). Ayrica; ER, diger
organeller i¢inde gerekli olan membran lipidlerinin ¢ogunu iireterek hiicre yapisina ve

islevine 6nemli katkida bulunur (Gao ve Goodman, 2015).

Basit, dogrusal polipeptit zincirler olarak sentezlenen proteinler nihai yapisal ve
fonksiyonel benzersiz ii¢c boyutlu konformasyonlarina kavusmadan 6nce karmagik
glikozilasyon ve katlanma siireglerinden gegerler. ER’de sentezlenen tiim proteinler,
hiicre dis1 yapilara ve fonksiyonlara katkida bulunan salgi proteinlerinden, hiicre i¢i ve
hiicre dist ortamlar1 koprilleyen plazma membran proteinlerinden ve ER
fonksiyonlarim1 modiile eden ER liiminal proteinlerinden olusur. Sitoplazma ile
karsilagtirildiginda, ER liimeni ¢ok daha yiiksek bir oksidatif kapasite sergiler ve daha
yiiksek Ca?" seviyeleri igerir. Bu ekstra oksidatif ve hiperkalsemik ER ortami protein
sentezi ve katlanmasi sirasinda ¢ok dnemli rol oynar (Kaufman ve ark., 2002). Clinkii
protein katlanmasi enerjiye bagimli bir stirectir ve glikoz yoksunlugu varliginda yanlis
katlanma/ glikozilasyon meydana gelebilir (Scriven ve ark., 2009). ER liimeninde
yanlis katlanmis veya katlanmamig proteinlerin birikmesi ER homeostazini bozabilir
ve ER stresi olarak adlandirilan bir durumu aktif hale getirebilir (Zhang ve ark.,

2012b).

ER stresi kosullar1 altinda hayatta kalabilmek i¢in hiicrelerde, ER stresine karsi en az
dort islevsel farkli yanit tanimlanmistir (Sekil 2.12). Bunlardan ilki, ER refakatei
proteinlerini kodlayan genlerin yukari diizenlenmesini saglayarak protein katlama
aktivitesini arttirmak ve protein birikimini 6nlemektir (Araki ve ark., 2003). ER’deki
protein katlanmasi, GRP78 ve GRP94 gibi ER saperon proteinleri ve protein distilfiir
izomeraz gibi enzimler tarafindan kolaylasir. Bu proteinler, promotorlerinde, cis-etkili
ER stres yanit faktoriinde veya katlanmamis protein cevabi faktoriinde bir ortak diziyi
paylasir. Ug farkli ER membranda yer alan IRE1, PERK ve ATF6 transmembran
proteinleri, ER’de meydana gelen protein katlanmasindaki hataya yanit olarak ER’den

cekirdege stres sinyalleri iletirler (Araki ve ark., 2003).

13



Ikinci yanit, yeni protein yiikiinii azaltmak ve katlanmamus proteinlerin daha fazla
birikmesini 6nlemek i¢in translasyonu azaltmaktir. Bu olgu, elF2«a fosforilasyon yolu
ile translasyon baslatma seviyesinde meydana gelir (Araki ve ark., 2003). Faktor elF2,
mRNA translasyonunda genel olarak hiz sinirlayict bir adim olarak kabul edilen
adimin korunmasinda merkezi bir rol oynar. Bu adimda, elF2, Guanozin trifosfat
(GTP) ve Methionine Transfer RNA (Met-tRNAi)’y1 baglar ve Met-tRNAi’yi 40S
ribozomal alt birimine aktarir. Baglatma siirecinin sonunda elF2’ye bagli GTP,
GDP’ye hidrolize edilir ve elF2-GDP kompleksi ribozomdan serbest birakilir. GTP
icin elF2’ye bagli GDP’nin degisimi, Met-tRNA’nin baglanmasi i¢in bir 6n kosuldur
ve ikinci bir baglatma faktorii olan eIF2B tarafindan diizenlenir. Muhtemelen mRNA
translasyonunun diizenlenmesi i¢in en iyi karakterize edilmis mekanizma olarak,
elF2°nin en kiigiik veya alfa alt biriminin fosforilasyonu, elF2’yi bir elF2B
substratindan rekabet¢i bir inhibitor haline doniistiiriir. Bu nedenle elF2a’nin
fosforilasyonu elF2, GTP, Met-tRNAi kompleksinin olusumunu etkili bir sekilde dnler
ve global protein sentezini inhibe eder (Kimball, 1999).

B. Translasyonel
Azalma

OA_ ER saperonlarinin

indiksiyonu

D. Apoptoz
(Bip vb)

Catanmans \ ol
K @e / %

C. Bozulma ; Proteazom
(ERAD)

Sekil 2.12. ER stresine kars1 tanimlanan dort farkli yanit (Araki ve ark., 2003).

Ucgiincii yanit, ER’de yanlis katlanmis proteinlerin ER ile iliskili bozunma aracilig1 ile
bozulmasidir. ER’de yeniden katlanmayan yanlis katlanmis proteinler, ER kalite
kontrol sistemi tarafindan tespit edilebilir, ER’den sitozole geri tasinabilir ve 26S

proteozomu tarafindan parcalanabilir (Araki ve ark., 2003).
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Dordiincli yanit, siddetli ve uzun siireli ER stresi, ER islevlerini biiylik ol¢iide
bozdugunda ortaya ¢ikan apoptozdur. Apoptoz, sadece organizmanin biitlinliigiinii
tehdit eden hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in degil, uygun gelisme ve farklilagsma icin de

gereklidir (Araki ve ark., 2003).

2.3. Katlanmamis Protein Cevabi (Unfolded Protein Response, UPR)

Katlanmamis protein cevabi sinyal yolagi, ER liimenini sitoplazma ve niikleusa
baglayarak, bir hiicrenin stres ile basa ¢ikma kapasitesini arttirir. Ozellikle plazma
hiicreleri ve pankreas hiicreleri gibi 6zellesmis salgt hiicrelerinde, ER kismi, oldukca
fazla miktarda bulunan refakatgi protein yardimi gerektiren kismen katlanmis olarak
bulunan protein yiikiinii telafi etmek i¢in Snemli Ol¢lide genisler. Sekil 2.13’de
gosterildigi lizere stres altinda olmayan hiicrelerde GRP78, {i¢ yerlesik ER membran
proteininin (UPR sinyal doniistiiriiciileri) luminal alanina baglanir. Bunlar: PERK,
ATF6 ve IRE1’dir (Lee ve Ozcan, 2014). GRP78’in katlanmamis ve/veya yanlis
katlanmis proteinlere olan yiiksek baglanma afinitesi, stres kosullarinda normalde
bagli olduklart UPR sinyali doniistiiriicii proteinlerinden ayrilmalarini tesvik eder. Bu
ayrigma ile birlikte ER’de GRP78’e baglanan katlanmamis/yanlis katlanmis proteinler
endoplazmik retikulum ile iliskili protein bozunma (ERAD) kompleksine ve
proteozom aracili par¢alanmaya sokulur. Bu durum hiicreyi ER stresi ile indiiklenen

hiicresel fonksiyon bozuklugu ve apoptoza kars1 korunmasini saglar (Lee, 2005).

ER liimeni ‘BiP 8P ) 2 BiP ) >
_-" O O % O £ ) Katlanm?mls
SIS | <7, protein
BiP\ . ygip )
BiP I I BiP | Syt I l
PERK ATF6 1 IRE1
= S1P
P >“gSZF’
elF2a] — [elF2x Golgi RNA ugbirlestirme
Transl
ranslasyon
Y ATF4 Golg/

| + ] } \
! Niikleus asit sentezi ve igin genler | CHOP, GRP78. XBP1 ve ATF6 GRP78. XBP | veiH;{rAl)n;in g’e;lc’r 1
b CHOP. ATF4, GRP78 ve GADD34 3

Sekil 2.13. Katlanmamis protein cevabi sinyal yolagi (Lin ve ark., 2019).
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Es zamanl olarak ATF6, PERK ve IREla; GRP78’den ayrildiktan sonra, aktif hale
gegen ii¢ UPR sinyal kaskati su sekildedir:

1. PERK Sinyal Yolagi; GRP78’e baglanan ve ER liimeninde bulunan bir ER
transmembran sensOr proteinidir. ER stresi altinda PERK, GRP78’1 serbest birakir ve
fosfo-elF2a’nin  dimerizasyonunu ve fosforilasyonunu tetikleyerek protein
sentezininin inhibisyonuna yol acar (Oslowski ve Urano, 2011). elF2o’nin
fosforilasyonunun ER’deki yeni proteinlerin sentezini azaltmada, ER stresini
hafifletmede ve ER homeostazini geri kazanmada 6nemli oldugu disiiniilmektedir
(Harding ve ark., 2000). Ayrica, PERK-fosfo-eIF2a sinyali UPR aracili gen
ekspresyonunun anahtart olan ATF4’1 aktif hale gegirir. ATF4’{in transkripsiyonel
aktivitesi hem hiicrenin hayatta kalmasini saglayan hem de hiicre 6liimiine neden olan
programlari indiikleyebilir. Hafif ER stresi altinda ATF4; stres tepkilerinde, aminoasit
metabolizmasinda ve protein salgilanmasinda rol oynayan genleri tetikleyerek
hiicrenin hayatta kalmasini saglarken (Harding ve ark., 2003), uzun siireli stres altinda,
PERK sinyali ATF4 ve CHOP’u artirarak hiicre apoptozunu destekler (Han ve ark.,
2013).

2. ATF6 Sinyal Yolagi, bir ER tip II transmembran proteinidir; bZip ve DNA
transkrisiyonel aktivasyon alanlarini i¢eren bir N- terminal sitoplazmik bolge ve ER
liimenine maruz kalan bir C- terminal bolgesi igerir (Shen ve ark., 2004). ATF6’ nin
iki memeli homologu vardir: ATF6a ve ATF6B (Yoshida ve ark., 2001). Normal
kosullar altinda ATF6, ER’de GRP78 ile iligkilidir. Stres altinda ise GRP78’den ayrilir
ve Golgi aygitina yer degistirir, burada site 1 proteaz ve site 2 proteaz tarafindan aktif
forma boliintir (Sekil 2.13). Daha sonra aktif transkripsiyon faktorii olarak ¢ekirdege
taginir (Ye ve ark., 2000). ATF6’nin 6nemli hedef genleri arasinda GRP78, XBP1 ve
CHOP yer alir (Shen ve ark., 2004).

3. IRE1 Sinyal Yolagi, evrimsel olarak en korunmus ER stresi doniistiiriiciisii olarak
IREla, sitozolik bolgesinde serin treonin kinaz ve endoriboniikleaz alanlar igerir.
Diger transmembran proteinlerde oldugu gibi normal kosullar altinda IRE1, GRP78
ile etkilesim halinde aktif olmayan bir formda kalir. Stres durumunda ozellikle
GRP78’in ayrilmasi sonunda IREla sitoplazmaya salinir ve her yerde ifade edilen
XBPlu mRNA’sindan 26 niikleotit uzaklastirilarak XBP1s olusmasini katelizleyen
aktif bir endoniikleaz olur (Sekil 2.13). XBP1s genellikle UPR’nin IRE1 kolunun
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indiiksiyonu i¢in uygun bir belirte¢ olarak kabul edilir, ¢iinkii XBP1 yalnizca stres
kosullart altinda eklenir (Abraham ve ark., 2012). XBPIs’ler ER saperonlarinin,
ozellikle GRP78 seviyelerinin artmasina neden olur ve bdylece ER homeostazini
koruyan bir transkripsiyon faktorii olarak islev goriir (Lee, 2005). Bununla birlikte, ER
stresine neden olan birincil uyaran, uzun veya siddetli ise oncelikle apoptoz ile hiicre

oliimii indiiklenir (Heath-Engel ve ark., 2008).

2.4. ER Stresi Tarafindan Indiiklenen U¢ Ana Kanonik Apoptoz Yolag

UPR sinyali, ER homeostazinin restorasyonu ve normal ER islevinin siirdiiriilmesi i¢in
son derece onemlidir. Yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinleri ER liimeninde
biriktiginde, bu ER stres kaynagini iyilestirmek i¢in UPR sinyali aktif hale gelir.
Bununla birlikte, yanlis katlanmig ya da katlanmamis protein birikimi kaliciysa ve
stres giderilmezse apoptoz, CHOP, Jun N-terminal kinaz (JNK) (Szegezdi ve ark.,
2006) ve kaspaz 12’nin aktivasyonu ile indiiklenir (Szegezdi ve ark., 2003).

2.4.1. CHOP Sinyal Yolag:

Biiyiime durmast ve DNA hasar1 indiiklenebilir gen 153 (GADDI153) olarak
tanimlanan CHOP, DNA hasarina cevap veren bir faktor olarak tanimlanmistir.
Siddetli veya uzun siireli ER stres kosullari altinda, UPR’nin {i¢ kolu da CHOP
transkripsiyonunu indiikleyebilir; bununla birlikte PERK- elF2a- ATF4 yolunun,
CHORP protein ekspresyonunun yukari diizenlemesinde gerekli oldugu gosterilmistir.
GRP78, ATF4’ii tetiklemek i¢in PERK’den serbest kalarak, CHOP ifadesinin yukar1

diizenlemesine neden olur (Szegezdi ve ark., 2006).

ER stresinin neden oldugu apoptozda CHOP’un rolii beklenen siklikta dogan ve
fenotipik olarak normal gériinen Chop™ farelerde gosterilmistir. Bu galisma Chop™
fare embriyonik fibroblastlarinda, CHOP eksikliginin ER stresi kaynakli apoptoza

kismi direng sagladigini ortaya koymustur (Zinszner ve ark., 1998).

2.4.2. JNK Sinyal Yolag:

ER stresindeki ikinci apoptotik yol, JNK yolunun aktivasyonudur. JNK’lar, gen
ekspresyonunu diizenleyen ve strese yanit olarak apoptoz ve hayatta kalma arasindaki
secimi belirlemeye katilan sinyal iletim proteinleri ailesini olusturur. Etkinlestirilmis
IRE1, TNF reseptorii ile iligkili faktdr 2 (TRAF2) ve Apoptoz sinyal diizenleyici kinaz
1 (ASKI)’e baglanir ve JNK aktivasyonuna yol acan IREl- TRAF2- ASKI
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kompleksinin olusumuyla sonuglanir (Urano ve ark., 2000). JNK bir¢cok B hiicreli
lenfoma 2 (Bcl-2) aile fiyelerini fosforiller, sitokrom c¢ salinimini, kaspaz

aktivasyonunu ve apoptozu tesvik eder (Cao ve Kaufman, 2012).

Insan INK leri jnkl, jnk2 ve jnk3 olmak iizere ii¢ gen tarafindan kodlanmistir (Gupta
ve ark., 1996). Karsilik gelen murin genleri de tanimlanmistir (Kyriakis ve ark., 1994).
JNKI ve JNK2, bircok dokuda yaygin olarak ifade edilirken, JNK3 tercihen noronal
dokularda ifade edilir. JNK’nin fizyolojik fonksiyonlar1 genetik analiz ile
incelenmistir. JnkI”~, jnk2”" ve jnk3” tek mutant farelerde genel bir anormallik
gozlenmemisti.  Normal farelere kiyasla jnk3” farelerin hipokampiisiinde
eksitoksisite kaynakli apoptozun olmadig:i belirtilmistir (Yang ve ark., 1997).
Jnkl/jnk3 ve jnk2/jnk3 eksikligi olan farelerin normal olarak gelistigi gozlenirken;
jnkl/jnk2 eksik farelerin embriyonik olarak 6liimciil oldugu ve beyin dokularinda

apoptozda ciddi diizensizliklerin oldugu belirtilmistir (Kuan ve ark., 1999).

2.4.3. Kaspaz 12 Sinyal Yolag:

Kaspaz 12, ER stresinin neden oldugu apoptozun temel bir aracisi oldugu onerilmistir
(Szegezdi ve ark., 2003). Kaspaz 12 yalnizca kemirgenlerde ifade edilir; insan
homologu evrim sirasinda ¢esitli mutasyonlarla susturulmustur. Kaspaz 127 fare
embriyonik fibroblast hiicrelerinin, 6zellikle ER stres indiikleyen ajanlara kars1 kismi
direng sergilediginin gosterilmesi (Nakagawa ve ark., 2000) kaspaz 12’nin ER stresi

kaynakl1 apoptozda 6nemli bir rol iistlendigini diisiindiirmektedir.

Kaspaz 12, ER stresi tarafindan aktif hale getirilir, ancak goriiniise gére 6liim reseptorii
aracili veya mitokondri hedefli apoptotik sinyaller tarafindan etkinlestirilmez. Kaspaz
12 aktivasyon mekanizmasini arastiran son ¢alismalar birka¢ model dnermektedir.
Pro- kaspaz 12 adaptor molekiilii TRAF2 araciligiyla IREla ile etkilesime girebilir.
ER stresi nedeniyle pro- kaspaz 12, TRAF2 homodimerizasyonundan salinir ve
otomatik islemeye girer (Sekil 2.14) (Yoneda ve ark., 2001). Pro-kaspaz 12
aktivasyonunun bir bagka dnerilen mekanizmasi, ER stresi sirasinda ER’den salinan
Ca™’nin m-kalpain’i aktif hale getirmesi ve m- kalpainin sitozolden ER’ye yer
degistirmesi ile kaspaz 12’nin pro alanin1 ayirmasidir (Nakagawa ve Yuan, 2000).
Onerilen bu mekanizmanin yani sira, kaspaz 12°nin kaspaz 7 (Rao ve ark., 2001) nin

aktivasyonu ile aktif hale gectigi bildirilmistir (Sekil 2.14). Aktif hale gecen kaspaz
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12, ER’den sitozole dogru yer degistirir. Burada pro- kaspaz 9’u dogrudan béler ve bu

da efektor kaspaz 3’1 etkinlestirir (Morishima ve ark., 2002).

ER Stresi
4 :'.
il T,
, - lrel “BIrel TRAF2- Pro-C-12
re Ca?* salinimi
CHOP
o m-calpain | |
v PP ey Irel-TRAF2  pro-C-12
o R i, otomatik isleme
[ ,rl;_|. s ve/ veya
A Bid Iy kaspaz-7
? //
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S
D' y
kaspaz-9
kaspaz-3
Apoptoz

Sekil 2.14. Kaspaz 12 ve ER stresi aracili apoptotik yolagi gosteren sema (Szegezdi ve ark., 2003).

2.5. Katlanmams Protein Cevabi ve Iliskili Hastaliklar

UPR, gecici ve hafif ER stresi kosullar1 altinda hayatta kalmayi tesvik edebilir veya
tersine, ER stresi uzun ve siddetli ise apoptoz sinyal molekiillerini aktif hale gegirerek
hiicre 6liimiinii tesvik edebilir. Siddetli ER stresi altinda hiicre 6liimii, organizmalari
yanlis katlanmis proteinlere maruz kalmalarindan, diabetes mellitus (Back ve ark.,
2012), retinopatiler (Rana ve ark., 2014) ve akut akciger hasar1 (Hu ve ark., 2015) gibi
birgok yaygin hastaliklardan koruyor olabilir ya da bu duruma hiicre O6limiinii

indiikleyen siddetli ER stresi de neden olabilir.

2.5.1. UPR ve Ovaryum

Ovaryum, fertilizasyon i¢in olgun oositlerin farklilagsmasindan ve salinmasindan
sorumlu lireme ile ilgili iglevlerin yani sira Ostrojen, progesteron ve androjen gibi
cinsiyet hormonlarinin sentezlenmesinden ve salgilanmasindan sorumlu endokrin
isleve sahiptir. Memeli ovaryumunda asil fonksiyonel kisim folikiillerdir ve en igte tek
oositten, oositi ¢evreleyen granuloza hiicrelerinden ve teka interna hiicrelerinin dis
tabakalarindan ve teka eksterna hiicrelerinden meydana gelir. Primordiyal folikiillerin

secilimiyle baslayan folikiil gelisimi baslica dort evrede gergeklesir: Primer, sekonder,
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antral ve preovulatuar evre (McGee ve Hsueh, 2000; Monniaux ve ark., 2014) .
Folikiiler biiylime, oosit boyutundaki artis ile birlikte oositi ¢evreleyen GH’lerinin
cogalmast araciligi ile gerceklesir. Sekonder folikiill asamasindan sonra, oosit
biliylimesi ve GH proliferasyon hizi giderek artabilir ve bu durum hipoksik duruma
neden olabilir (Monniaux ve ark., 1997; Monniaux ve ark., 2016). Bu tiir lokal
kosullar, ER stresini ve UPR sinyalini indiikleyen yanlis katlanmis ya da katlanmamais
protein birikimine neden olan ER’nin islev bozukluguna yol agabilir (Harada ve ark.,
2015). Endokrin ve parakrin kontrolii altinda, ayn1 anda biiyiiyen bir grup folikiillerin
arasindan bir folikiil se¢ilir ve diger folikiiller, folikiiler atreziye ugrar (Scaramuzzi ve
ark., 2011), bu durum ER stresi tarafindan indiiklenebilir (Lin ve ark., 2012b). Korpus
luteum ovulatuar folikiilii ¢evreleyen folikiil hiicreleri tarafindan gelisir ve
progesteronun baglica sentezlendigi ve salgilandig1 yerdir. Baz1 ¢aligmalar, UPR ve
progesteron sentezi arasinda bir iligki oldugunu gostermistir (Park ve ark., 2013). ER
stresinin ve UPR sinyalinin ovaryan fizyolojisindeki islevlerine ek olarak, ovaryan
hipersitimiilasyon sendromu (Takahashi ve ark., 2016), polikistik over sendromu
(Takahashi ve ark., 2017), over kanseri (Hu ve ark., 2017) ve TIDM (Okan ve ark.,

2021) ile gelisen ovaryan patolojisinde de rolleri vardir.
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Sekil 2.15. UPR ve iliskili hastaliklar (Huang ve ark., 2017).

2.6. Tip 1 DM

Ureme bozuklugu T1DM kadinlarda olduk¢a yaygmdir ve bu kadmlarin %401
yasamlar1 boyunca menstrual dongii veya iireme bozukluklarina sahip olacagi
ongoriilmektedir (Codner ve ark., 2012). Ayrica subfertilite, iyi bilinen gebelik
komplikasyonlar1 ve erken menopoz T1DM ile iliskilendirilmistir (Dorman ve ark.,
2001; Sjoberg ve ark., 2013). Son yirmi yilda insiilin tedavisinin yogunlagmast bu
sorunlarin bazilarin iyilestirmis gibi gdériinmektedir (Codner ve ark., 2012) ancak
T1DM’li kadinlarin tireme saglig1 hala belirsizligini korumaktadir (Escobar-Morreale
ve Roldan-Martin, 2016). Ozellikle insiilin verilmesinin ardindan, tedavinin
yogunlagmasini takiben menstriial bozukluklar azalmis olsa da bu anormallikler var
olmaya devam etmektedir. Oligomenore ve artan siklus uzunlugu tip 1 diyabet
gruplarinda gozlenen en yaygin adet dongiisii anormallikleridir. Menstriial
disfonksiyonun gozlenme oraninin TIDM’li ergenlerde (%20-80 oraninda), TIDM’li
yetiskin kadinlara (%20-40 oranina) gore daha yaygin oldugu bildirilmistir (Thong ve
ark., 2020).
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Insiilin, insiilin direnci ve hiperglisemi (Codner ve ark., 2012; Nandi ve Poretsky,
2013) hem tip 1 hem de tip 2 diyabette ovaryum disfonksiyonuna katkida bulunabilir.
Ovaryum graniiloza, teka ve stromal kisimlarda insiilin reseptorlerini ifade eder.
Insiilin bu reseptdrlere ve ovaryan insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1)
reseptorlerine (Poretsky ve ark., 1984) baglanir ve ko-gonadotropin olarak bilinen bir
etkiyle FSH ve LH ovaryan stimulasyonunu taklit eder. /n vitro ¢alismalar, insiilinin,
graniiloza ve teka hiicreleri tarafindan androjen, Ostrojen ve progesteron iiretimini
artirmak i¢in bu reseptorleri uyarabildigini gostermistir (Ibanez ve ark., 2004; Codner
ve ark., 2013). Ayrica kronik hiperglisemi, potansiyel olarak glikasyon son iiriinleri ve
reseptorleri yoluyla, TIDM’de folikiilogenezi olumsuz sekilde degistirebilir ve
ovaryum fonksiyonunu bozabilir (Codner ve ark., 2012).

2.6.1. Tip 1 DM ve Yeni Tedavi Hedefleri

Diyabet milyonlarca kadini ve ailesini etkileyen bir hastaliktir. Uluslararas1 Diyabet
Federasyonu, 2017 yilinda diyabetle yasayan diinya genelinde yaklasik 199 milyon
kadiin oldugunu tespit etmistir ve bu saymnin 2040 yilinda muhtemelen 313 milyona
cikacagi tahmin edilmektedir.
(https://www.diabetesatlas.org/upload/resources/previous/files/7/IDF%20Diabetes%

20Atlas%207th.pdf., Erisim tarihi: 23 Kasim 2021). Ureme yasindaki diyabetik
kadinlarda gecikmis menars, oligomenore ve amenore olmak iizere menstriial
diizensizlikler (Kjaer ve ark., 1992) ve azalmig over rezervi (Kim ve ark., 2016)
goriilmektedir. Agirlikli olarak T1DM, gecikmis oosit maturasyonuna, artmis
graniiloza/kumulus hiicrelerinin apoptozuna (Chang ve ark., 2005) ve bozulmus
hiicresel metabolizmaya (Colton ve ark., 2002) neden olarak kadin iireme islevini
olumsuz etkilemektedir. TIDM, pankreatik adaciklarda insiilin iireten beta (f)
hiicrelerinin segici ve ilerleyen yikimindan kaynaklanan otoimmiin aracili bir
hastaliktir (Atkinson ve Eisenbarth, 2001). TIDM hastaliginda glikoz kontroliiniin
insiilin tedavisi ile yapilmasi dnerilmektedir. Ancak ¢ogu hastada, insiilin enjeksiyonu
yapiliyor olmasina ragmen beklenen optimal glikozillenmis hemoglobin seviyelerine
ulagilamamigtir. TIDM’de yogun glikoz kontrolii hem mikrovaskiiler hem de
makrovaskiiler komplikasyonlar1 dnemli derecede azaltmaktadir. Fakat siklikla artan
hipoglisemi riski, kilo artis1, yiiksek insiilin dozlar1 ve sik sik tekrarlanan enjeksiyonlar
gibi (Guo ve ark., 2016) istenmeyen olumsuz etkilere neden olmaktadir. TIDM’yi

yenmek i¢in immiinoterapi, adacik nakli ve kok hiicre/oncii hiicre transplantasyonu
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gibi yeni tedaviler kullanilmaktadir. Ancak, bu uygulamalarin dayanikli etkinliginin
olmamasi, ciddi yan etkilerinin olmasi (6rnegin, sitokin salinimi sendromu ve gegici
Epstein-Barr viral enfeksiyonu), immiinsiipresyon, ve donorlerin azlig1 gibi ¢cok sayida
defekt TIDM’li hastalardaki uygulamalarin1 smirlandirmaktadir (Pozzilli ve ark.,
2015). Insiilindeki ve uygulamadaki gelismelere ragmen, TIDM’li hastalarin gogu
optimal glikoz kontroliine erigmede zorluk yagamaya devam etmektedir (Livingstone
ve ark., 2017). Dolayisiyla, TIDM’li hastalar i¢in yeni ve yardimci tedavilerin
degerlendirilmesi gerekmektedir (Livingstone ve ark., 2017).

Tedavi hedeflerine ulagsmak i¢in, insiiline tamamlayici olan ilaglarin kullanildig:
kombinasyon terapisi uygun olabilir. DPP-4 inhibitdrleri tip 2 diyabet i¢in lisanslanmis
yeni oral- glikoz diisiiriicii ila¢ tiplerinden biridir ve ilk olarak iclerinden sitagliptin
2006 yilinda ABD’de onaylanmistir (Inzucchi ve ark., 2015). Vildagliptin, linagliptin,
saksagliptin, alogliptin ve dutogliptin bu sinifa ait diger iiyelerdir (Deacon ve Holst,
2013). Gliptinler olarak da tanimlanan DPP-4 inhibitérleri, kilo alimi1 veya hipoglisemi
icin diistik risk tasiyan ve ilimlh glisemik etkinlige sahip olan oral yoldan verilen
ilaglardir (Inzucchi ve ark., 2015). TIDM’li hastalar normal olmayan yiikselmis
glukagon sekresyonuna sahiptir ve insiilin tedavisine bir DPP-4 inhibitoriiniin
eklenmesi bu tiir hastalarda glisemik kontrolii ve insiilin talebini azaltabilir ve rezidiiel
endojen insiilin sekresyonu olan hastalarda insiilin sekresyonunu artirabilir (Frandsen
ve ark., 2016). Dolayisiyla DPP-4 inhibitorlerinin tedaviye eklenmesi TIDM’li

hastalar1 i¢in umut vadetmektedir.

CD26 olarak da bilinen DPP-4, glikoz homeostazinda kritik role sahip ¢ok fonksiyonlu
bir transmembran glikoproteinidir (Drucker, 2007). Yapisal olarak, monomerik DPP-
4 kisa hiicre i¢i N-terminali kuyrugu, hidrofobik transmembran segmenti ve C
terminalinde katalitik alan, sistein agisindan zengin bir bolge ve glikozile bir bolge
igeren hiicre dis1 boliimden olusur. Transmembran formuna ek olarak, DPP-4 biraz
daha kii¢iik ¢6zliniir forma sahiptir. Céziiniir formunda, membran bagli formunda olan
hiicre i¢i ve transmembran bolgeler bulunmazken, hiicre dis1 boliim ve katalik
domeyine sahiptir (Sekil 2.16) (Lambeir ve ark., 2003). Membran bagli DPP-4, immiin
hiicreler ve vaskiiler endotel hiicreler dahil olmak iizere bir dizi farkli doku ve hiicre
tipinde bir¢ok organda bulunan yaygin bir proteindir (Lambeir ve ark., 2003; Klemann

ve ark., 2016). DPP-4’lin derideki, 6zofagustaki, ince barsaktaki, meme ve
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ovaryumdaki lenfatik damarlar tarafindan spesifik olarak ifade edildigini
kanitlanmistir (Shin ve ark., 2008). Coziiniir DPP-4, kanda ve diger viicut sivilarinda
bulunur (Lambeir ve ark., 2003; Klemann ve ark., 2016). Serin proteaz enzim olan
DPP-4, inkretin hormonlar1 olan glukagon benzeri peptit 1 (GLP-1) ve glikoz bagiml
insiilinotropik peptidi (GIP) etkisiz hale getirir. Yemek alimindan sonra bagirsaktan
salman GLP-1 ve GIP, pankreatik [ hiicrelerinden glikoz bagimli insiilin
sekresyonunun artirilmasi, o-hiicrelerinden asir1  glukagon salgilanmasinin
baskilanmasi ve diger cesitli biyoaktiviteler aracilifiyla metabolik homeostazin

saglanmasinda iglev goriirler (Osawa ve ark., 2016).

Membrana bagh DPP-4 Coziiniir DPP-4

COO-

Fibronektin

Sistein zengin bélge
ADA

\Kollajen ler

COO-
et
Glikozillenmis bolge '
NH2

-_—
P E—

NH2

Sekil 2.16. Membrana bagli DPP-4 ve ¢oziinlir DPP-4 (Lambeir ve ark., 2003; Kanasaki, 2018).

DPP-4 inhibitorleri, endojen GLP-1 konsantrasyonunu iki veya ii¢ defa artirir, glikoz
bagimli insiilin sekresyonunun ve glukagon inhibisyonunun yogunlugunu artirir.
Ayrica, hipoglisemi riskini artirmadan ve kilo alimini indiikklemeden kan glikoz
seviyesini distiriicii etkileri (Sekil 2.17) vardir (Madsbad ve ark., 2008; Deacon, 2011;
Karagiannis ve ark., 2012).
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Sekil 2.17. Inkretin temelli DPP-4 inhibitorlerinin eylem mekanizmasi (Lambeir ve ark., 2003;
Frandsen ve ark., 2016).

2.6.2. Linagliptin

Serum DPP-4 aktivitesinin TIDM’li Japon hastalarda anlamli derecede yiikseldigi
belirtilmis ve bu enzimin tip 1 diyabet hastaligindaki patofizyolojik dnemine dikkat
cekilmistir (Osawa ve ark., 2016). Onceki arastirmalar, DPP-4 inhibitdrlerinin hayvan
modellerinde f-hiicre hayatta kalimini artirarak glikoz toleransini iyilestirdigini
kanitlamiglardir (Pospisilik ve ark., 2003a; Pospisilik ve ark., 2003b). T1DM
modelinde [ pankreatik hiicreler nekroz tarafindan pargalandigi igin, glikozu
diisiirmek i¢in insiilin salinimini artirmak miimkiin degildir (Salheen ve ark., 2015a).
Streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis TIDM’li sicanlara DPP-4 inhibitorii linagliptin
(2mg/kg, giinliik oral gavaj yontemi ile) uygulandiginda mezenterik arterlerdeki
vaskiiler oksidatif stresin azaldig1 ve endotele bagli gevsemenin iyilestigi belirtilmistir
(Salheen ve ark., 2015a). Yiiksek glikoz ile indiiklenen ER stresi, diyabetli hastalarda
gozlenen endotelyal hiicre disfonksiyonunun cesitli yonleriyle yakindan iliskilidir.
Diyabet, retinopati, ve nefropati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlarin yani sira
iskemi ve periferik vaskiiler hastalik gibi makrovaskiiler bulgularla iliskilidir (Basha
ve ark., 2012). Buna ek olarak; linagliptinin diger iki DPP-4 inhibitorde (sitagliptin ve
vildagliptin) olmayan glikozdaki herhangi bir diisiisten bagimsiz olarak antioksidan
aktivite gosterdigi kanitlanmistir (Kroller-Schon ve ark., 2012; Salheen ve ark.,

2015a). Ozellikle, hiperglisemi ER stresine paralel olarak oksidatif strese de neden
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olur ve her iki yol da agir1 reaktif oksijen tiirlerinin (Reactive oxygen species, ROS)
iiretimine ve asag1 yonde patolojik etkilere katkida bulunur (Mooradian ve Haas, 2011;
Basha ve ark., 2012). Yapilan bir ¢alismada, STZ ile indiiklenen T1DM modelinde
ATF4’in aracilik ettigi ‘transkripsiyon 3’{in sinyal transdiiseri ve aktivatorii’ (STAT3)
aktivasyonunun inflamasyon ve vaskiiler sizintidan sorumlu anahtar bir yolak oldugu
gosterilmistir (Chen ve ark., 2012b). Dolayistyla, linagliptin ER stresi sonucu olusan
ROS iiretimini de azaltarak hiperglisemik kosullar altinda kalan ovaryum ve ovaryan
folikiillerin apoptozdan kagmmalarini saglayabilir. Ureme yasindaki T1DM’li
kadinlarda polikistik over sendromun (PKOS) goriilme siklig1 artar (Escobar-Morreale
ve Roldan-Martin, 2016). DPP-4 inhibitorleri  hiicre islevini iyilestirebildigi ve
insiilin direngliligini azaltabildigi i¢in PKOS tedavisinde de kullanilmaktadir
(Jensterle ve ark., 2017). Ozellikle linagliptinin PKOS patogenezinde énemli bir rol
oynayabilen biiylime faktorleri, antioksidan savunma mekanizmalar1 ve inflamatuar
kaskad: tizerinde bir etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (Kabel ve ark., 2017). Biitiin
bu bilgilerden yola c¢ikarak, biz bu calismamizda insiilin bagimli diyabet fare
modelinde linagliptinin insiilin ile kombine tedavisi ile ovaryumdaki ER stresi ile

indiiklenen patolojilerin iyilesecegini diisiinmekteyiz.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Tiim prosediirler, Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvart A.S. tarafindan onaylanan
(KOBAY D.H.L. A.S. Kayit No: 542) ‘Laboratuvar hayvanlarinin bakimi ve
kullanimina iliskin kurumsal yonergelere’ uygun olarak gergeklestirildi. 6 haftalik 84
adet Balb/C 1rk1 disi fareler Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvart A.S.’den temin
edildi ve ¢calisma boyunca bu tinitede barindirildi. Deney gruplari semada gosterildigi

sekilde olusturuldu:

Kontrol grubu

—

Sitrat tamponu, tek doz 14 glin boyunca herhangi bir iglem uygulanmadi
) "~ (0.1M,pH 4.5)
Gozgen grubu
Wrday,sc
STZ 150 mg/kg, tek doz e
DM+Insulin grubu - Enjeksiyondan iki giin sonra [:", Y — Insulin
-, A 14 gin boyunca ’ D
c = e e s EEN
Insulin
=300 mg/dlise DM 3 mgrkg/gun, oral gavaj
STZ 150 mg/kg, tek doz .
= -
DM+Linagliptin grubu Enjeksiyondan iki giin sonra _L_'J_ '.l] > —
A N N N N NN NS 14 gun boyunca
=300 mg/dlise DM Linagliptin
3 mgrkg/qun, oral gavaj 1U/day, sc
STZ 150 mg/kg, tek doz e qun e . y__
; = = Y -
DMtLinagliptin+ ‘ Enjeksiyondan iki giin sonra 1\"} ——— o, ¢
Insulin grubu N T EEETR ¢ e ll] 14 gun boyunca R

P it Insulin
> 300 mg/dlise DM Linagliptin

STZ 150 mg/kg, tek doz
100 mg/kQ/gin, oral gavaj

DM+TUDCA grubu - @) =
Enjeksiyondan iki giin sonra i:‘,) - )
R T EE L E e 14 gun boyunca -
STZ 150 mg/kg, tek doz 2300 mg/diiseom 1O
, 100 mg/kg/qin, oral gavaj lU/day. sc
DM+TUDCA+Insulin ’ @ fa ’ T
grubu Enjeksiyondan iki giin sonra ;,—J 5
T T I nan 14 giin boyunca 1nsulin

>300 mg/dlise DM TUDCA

Sekil 3.1. Deney modeli ve deney gruplari.

1.Grup: Kontrol grubu (n=12); disi farelere herhangi bir islem yapilmadi.

2.Grup: Cozgen grubu (n=12): STZ nin ¢6zgen maddesi olan sodyum sitrat tamponu
(NS5, Tri-Natrium citrate 5,5 hydrat, MERCK) 100 ul (0.1M, pH 4.5) intraperitoneal
(ip) olarak tek sefer uygulandi.

3.Grup: STZ indiiklenmis diyabet + Insiilin tedavi grubu (n=12); STZ (S0130,
Sigma Aldrich) ip olarak tek doz 150 mg/kg/viicut agirligi uygulandi (Li ve ark.,
2018). Kan glikoz degeri 48 saat sonra 300 mg/dl’den yiiksek ¢ikan (Tesch ve Allen,
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2007) diyabetik kabul edilen farelere 1U/giin insiilin subkutandz (sc) olarak enjekte
edildi. Giinliik 6l¢iimler sirasinda farelerin kan glikoz degeri 200 mg/dI’nin altina

diistiigii zaman insiilin tedavisi durduruldu (Tian ve ark., 2010).

4.Grup: STZ indiiklenmis diyabet + Linagliptin tedavi grubu (n=12); STZ ip
olarak tek doz 150 mg/kg/viicut agirligi uyguland: (Li ve ark., 2018). Diyabet
indiiksiyonundan iki giin sonra diyabetik kabul edilen farelere linagliptin (3
mg/kg/giin, Boehringer Ingelhein Tic. A.S., Trajenta) iki hafta boyunca oral gavaj
yontemi ile verildi. Uygulanan doz daha oOnceki c¢alismalar géz Oniine alinarak

belirlendi (Koibuchi ve ark., 2014).

5.Grup: STZ indiiklenmis diyabet + Linagliptin + Insiilin tedavi grubu (n=12);
STZ ip olarak tek doz 150 mg/kg/viicut agirligi uyguland1 (Li ve ark., 2018). Diyabetik
kabul edilen farelere linagliptin (3 mg/kg/glin) iki hafta boyunca oral gavaj yontemi
ile verildi. Kan glikoz degeri 300 mg/dl’den yiiksek ¢ikan (Tesch ve Allen, 2007)
farelere 1U/giin insiilin sc olarak enjekte edildi. Giinliik dl¢iimler sirasinda farelerin
kan glikoz degeri 200 mg/dI’nin altina diistiigli zaman insiilin tedavisi durduruldu

(Tian ve ark., 2010).

6.Grup: STZ indiiklenmis diyabet + TUDCA tedavi grubu (n=12); STZ ip olarak
tek doz 150 mg/kg/viicut agirligi uygulandi (Li ve ark., 2018). Diyabetik kabul edilen
farelere Tauroursodeoksikolik asit (TUDCA) (100 mg/kg/gilin, Merck, 580549) oral
gavaj yontemi ile iki hafta boyunca verildi (Cheang ve ark., 2017). TUDCA’nin hem
glikoz homeostazi iizerine yararl bir etkisi vardir (Vettorazzi ve ark., 2017) hem de
TUDCA, ER stresini azaltan bir kimyasal saperondur (Park ve Ozcan, 2013). Bu
nedenle linagliptinin ER stresi ve diyabet ile olan iliskisini degerlendirmek agisindan

pozitif kontrol olarak 6nem tagimaktadir.

7.Grup: STZ indiiklenmis diyabet + TUDCA + Insiilin tedavi grubu (n=12); STZ
ip olarak tek doz 150 mg/kg/viicut agirligi uyguland: (Li ve ark., 2018). Diyabetik
kabul edilen farelere TUDCA (100 mg/kg/gilin) oral gavaj yontemi ile iki hafta
boyunca verildi (Cheang ve ark., 2017). Kan glikoz degeri 300 mg/dl’den yiiksek ¢ikan
(Tesch ve Allen, 2007) farelere 1U/giin insiilin sc olarak enjekte edildi. Giinliik
Olgtimler sirasinda farelerin kan glikoz degeri 200 mg/dl’nin altina diistiigii zaman

insiilin tedavisi durduruldu (Tian ve ark., 2010).
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3.2. Tip 1 Diyabetik Fare Uretimi

STZ ile indiiklenmis T1DM fare modeli, in vivo olarak potansiyel hipoglisemik
ilaclarin incelenmesinde yaygin sekilde kullanilir (Wu ve Huan, 2008; Ghoul ve ark.,
2012). Kimyasal olarak indiiklenen TIDM modellerinde, endojen [ hiicrelerinin
yiiksek bir ylizdesi tahrip olur ve bu nedenle, hiperglisemiye ve kilo kaybina yol agan
az miktarda endojen insiilin iiretimi vardir (Dufrane ve ark., 2006). STZ, Streptomyces
achromogenes tarafindan sentezlenen bir antibiyotiktir. Intraperitonal ya da intravendz
olarak uygulandiktan sonra Glut-2 tastyicis1 yardimiyla pankreatik £ hiicrelerine girer
ve DNA alkilasyonuna neden olur (Szkudelski, 2001). Calismamizda, TIDM 6
haftalik disi farelerde taze hazirlanan 100 ul sodyum sitrat tamponunda (0.1 M sitrat,
pH 4.5) ¢oziilen STZ 150 mg/kg dozda ip olarak enjekte edildi (Li ve ark., 2018).
Enjeksiyondan 48 saat sonra diyabet modelinin takibi i¢in disi farelerin kuyruk
veninden alinan kanda glukometre ile glikoz degeri belirlendi. Kan glikoz degeri > 300

mg/dl olan fareler diyabetik kabul edildi (Tesch ve Allen, 2007).

3.3. Gelisim Takipleri
Kontrol, diyabetik ve tedavi gruplari1 arasindaki gelisim farkliliklarinmi tespit etmek
amaciyla deney boyunca incelenen gruplardaki farelerin viicut agirligi Slgtimleri

deneyin baglangicinda, ilk birinci haftanin sonunda ve deney bitiminde kaydedildi.

3.4. Dokularin Toplanmasi

Deneklere STZ enjeksiyonunu takiben 2. hafta sonunda servikal dislokasyon ile
Otenazi yapildi ve ovaryumlar ¢ikartildi. Ovaryum indeksini belirlemek i¢in overlerin
agirhgr kaydedildi. Caligmada analizler icin yeterli sayida ve miktarda ovaryum
dokusu elde edebilmek i¢in iki set deney diizenegi olusturuldu. Birinci set deney
diizeneginde 6 hayvan i¢in sol ovaryumlara ait histolojik kesitlerde folikiil sayimi
yapildi ve kalan kesitlerde immiinohistokimyasal boyama metodu ile incelenen
proteinlerin lokalizasyonu ve ekspresyon seviyeleri belirlendi. Cikartilan sag
ovaryumlarda western blot analizi ile incelenen proteinlerin ekspresyon seviyeleri
belirlendi. Olusturulan ikinci set deneyde ise 6 hayvan i¢in sol ovaryumlara ait doku
kesitlerinde ELISA yontemi ile oksidatif stres ile iliskili belirte¢clerden MDA ve NOX1
seviyeleri doku diizeyinde belirlendi ve ¢ikartilan sag ovaryumlarda Grp78, Chop ve

beta aktin gen ekspresyonu mRNA diizeyinde miktarsal olarak degerlendirildi.
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3.5. ELISA Yontemi

Farelerden alinan kan serum orneklerinde DPP-4 aktivitesi Olgiimii (Picokine™

ELISA, MBS176503) ve farelerden alinan ovaryum oOrneklerinde ELISA ydntemi

yardimiyla oksidatif stres iligkili doku hasarinin 6nemli belirteglerinden (Kroller-
Schon ve ark., 2012; Salheen ve ark., 2015a; Yayla ve ark., 2018) MDA seviyesi
(Bioassay Technology Laboratory, E0625Mo) ve NADPH oksidaz izoformlarindan
NOXI1 aktivitesi (Bioassay Technology Laboratory, E1539Mo) BMG LABTECH

Spectrostar Nano cihazi ile 6l¢iildii. Oksidatif stres tiirlerinden NOX1 literatiirde sican

ovaryum iskemi reperfiizyon c¢aligmalarinda dokudaki oksidatif hasar1 gostermede

kullanildig: i¢in secilmistir (Yayla ve ark., 2018). MDA ve NOXI1 i¢in alinan ticari

kitte belirtilen uygulama basamaklar1 sdyledir:

1y

2)

3)

4)

S)

6)

Tiim reaktifler, standart soliisyonlar1 ve numuneler kitte belirtilen talimatlara

gore hazirlandi.
Deney icin gereken seritler ¢cergevelere yerlestirildi.

Hazirlanan standart karigimlar 50 pl olacak sekilde standart kuyulara eklendi.
Standart soliisyonlar biotinlenmis antikor igerdigi icin bir daha standart

kuyularina antikor eklenmedi.

Numune kuyularina 40 pl numune eklendi ve ardindan numune kuyularina 10
pl incelenecek olan antikor (anti-NOXI1, anti-MDA) eklendi. Ardindan
numune ve standart kuyularma 50 ul streptavidin-HRP eklendi. lyice
karistirildi. Plakanin iistii miihiirleyici ile kapatildi. 60 dakika 37 °C’de

inkiibasyona birakildi.

Plakanin iistii agild1 ve plaka 5 defa yikama tamponu ile yikandi. Her yikama
icin 30 saniye ile 1 dakika arasinda en az 0.35 ml yikama tamponu ile iyice
islatildi. Yikama sonunda plaka ters cevrilerek kurutma kagidina fazla

soliisyonlar akitildi ve kuyular temizlendi.

Sirastyla 50 pl substrat soliisyonu A ve 50 pl substrat soliisyonu B her bir
kuyucuga eklendi. Plaka yeni bir miihiirleyici ile kapatilarak 10 dakika 37
°C’de karanlikta inkiibe edildi.
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7) 50 pl durdurma soliisyonu her bir kuyucuga eklendi. Kuyucuklardaki mavi

boya sar1 renge dondii.

8) Durdurma soliisyonu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm’ye ayarlanmis

bir mikroplaka okuyucu kullanilarak hemen her kuyunun optik yogunlugu (OD
Degeri) belirlendi.

3.6. Rutin Parafin Takibi

Deney gruplarindaki ovaryan histolojiyi incelemek icin yapilan rutin parafin doku

takibi islem basamaklari su sekildedir:

Alman sol ovaryum dokusu Bouin fiksatifi i¢cine alinarak + 4 °C’de 6 saat tespit

edildi.

Cesme suyunda yikamayr takiben (3 saat), sudan kurtarma islemini
gergeklestirmek icin dokular %70, %80, %90’lik artan alkol serilerinin her
birinde 24 saat ve %100’liik alkolde 3 saat tutuldu.

Ksilol igerisinde bir dakika bekletilerek seffaflastirilan dokular 58 °C’lik
etiivde, ii¢c kez 1’er saat parafinize edildi. Ugiincii saatin sonunda dokular temiz

parafin i¢inde uygun oryantasyonda gomiildii.

Ovaryum 6rneklerinden, rotari mikrotom kullanilarak 5 pm kalinliginda alinan
seri  kesitler hematoksilen eozin boyanmalar i¢in normal lama,

immiinohistokimya analizleri i¢in poli-L-lizinle kapli lamlarin iizerine alindi.

3.7. Folikiillerin Histolojik Degerlendirilmesi

Olusturulan deney gruplarindaki farelerin gruplar arasindaki ovaryan folikiil

rezervinin degerlendirilmesi i¢in tiim gelisim asamalarindaki folikiillerin sayimi

yapildi. Bu parametre ile diyabet ile indiiklenen ER stresinin ve uygulanan tedavilerin

ovaryan rezerv lizerine etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Her gruptan en az 3 farkli

disiye ait 3 ovaryumun seri kesitleri (5 um kalinlikta) alinip, hematoksilen eozin ile

boyandiktan sonra, serinin her 5.kesitinde saglikli oosit igeren folikiillerin sayimi

yapildi (Guzeloglu-Kayisli ve ark., 2012). Morfolojik olarak saglikli oldugu belirlenen

folikiillerin smiflandirilmas: su sekilde gergeklestirildi (Guzeloglu-Kayisli ve ark.,

2012):
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e Primordiyal folikiil: Yass1 folikiil hiicrelerle ¢evrelenmis folikiil

e Primer folikiil: Tek tabaka kiibik granuloza hiicreleri ile c¢evrelenmis

folikiil

e Sekonder folikiil: Antral bosluga sahip olmayan, 2 veya 3 tabaka kiibik

granuloza hiicreleri ile ¢cevrelenmis folikiil

o Erken antral folikiil: Antral bosluk olusturmaya baslamis, 4 veya daha fazla

kiibik granuloza hiicreleri ile ¢evrelenmis folikiil

e Antral folikiil: Ag¢ik¢a ayirt edilebilen folikiiler antrum bosluguna sahip
folikiil

3.8. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Deney gruplarindan alinan ovaryum dokusunun parafin kesitlerinde ER stresi iligkili
UPR sinyalinde apoptozu indiikleyen anti-ATF4, anti-aktif kaspaz 12, anti-aktif
kaspaz 3, anti-XBP1, anti-fosfo JNK, anti-ATF6 proteinleri ig¢in
immiinohistokimyasal boyama gerceklestirildi. Her bir antikorun ifade seviyeleri her
bir folikiiler evre (primer, sekonder, erken antral ve antral folikiil) i¢in ayr1 ayri

degerlendirildi. Uygulanan basamaklar su sekildedir:

e Preparatlar, 67 °C’lik etiivde gece boyu bekletilerek kesitteki dokularin lam

ylizeyine iyi bir sekilde yayilmasi saglandi.

e Daha sonra, preparatlar 10’ar dakika ksilol I ve ksilol II soliisyonlarindan

gegirildi.

e Preparatlar, azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70 etanolde) 5’er
dakika bekletildi. Son olarak preparatlar 5 dakika distile suda birakildu.

e Antijenik maskelenmenin ortadan kaldirilmasi i¢in kesitler 0.01 M sitrik asit

icinde 665 watta ayarli mikrodalga firinda 2x5’er dakika kaynatildu.

e Preparatlar sogumasi i¢in sitrik asit sollisyonu igerisinde 20 dakika boyunca

oda sicakliginda sogumaya birakildi.
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Kesitlerin ¢evresi hidrofobik kalemle c¢izildikten sonra 3x5’er dakika fosfat

tamponlu tuz ¢ozeltisinden (PBS; pH: 7.2-7.4) gecirildi.

Bir sonraki basamakta dokulardaki alkalen fosfataz aktivitesini ortadan
kaldirmak icin kesitler metanolle hazirlanmis %3’liikk hidrojen peroksit

soliisyonunda 15 dakika boyunca inkiibe edildi.

Kesitler PBS ile 3x5’er dakika yikandiktan sonra spesifik olmayan
immunoglobulin baglanmalarini 6nlemek amaciyla UV bloklama soliisyonu ile

7 dakika isleme tutuldu.

Bloklama soliisyonu uzaklagtirilarak kesitler primer antikorlar1 ile + 4°C’de
gece boyu inkiibe edildi. Her immiinohistokimya boyanmasinda kesitlerden
birisi negatif kontrol i¢in kullanildi ve buraya primer antikor yerine PBS

damlatildi.

Siire sonunda, preparatlarin iizerindeki primer antikor damlalar1 dokiildi ve
PBS’de 2x10’ ar dakika yikandi. Daha sonra kesitlerin {izerine biotinile edilmis

sekonder antikor soliisyonu damlatildi. 37 °C’ye ayarlanmis etiivde 30 dakika

inkiibe edildi.
Sekonder antikor asamasindan sonra PBS i¢inde 3x5’er dakika yikandi.

Daha sonra preparatlardaki kesitlere streptavidin sollisyonu damlatildi. 37

°C’ye ayarlanmuis etiivde 30 dakika inkiibe edildi.

Bu agamadan sonra PBS icinde 3x5’er dakika yikandi. Sonrasinda kesitlerin
tizerine DAB damlatild1 ve reaksiyon gelisimi 151k mikroskobu altinda kontrol
edildi. Reaksiyon gelisimi yeterli diizeye ulastiginda, preparatlar PBS i¢ine

alinarak reaksiyon durduruldu.

Son olarak preparatlar artan alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi ve
ksilolden gecirildikten sonra entellan damlatilarak lamelle kapatildi. Kapatilan
preparatlar Olympus BX53 151k mikroskobu altinda incelendi ve goriintiilendi.
Immunoreaktivite seviyeleri Image J Version 1.46 (National Institutes of

Health, Bethesda, Maryland) programi ile belirlendi.
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3.9. Western Blot Analizi

Deney gruplarina ait ovaryum dokularindaki anti-ATF4, anti-aktif kaspaz 12, anti-
aktif kaspaz 3, anti-XBP1, anti-fosfo JNK1+ JNK2, total INK1+ JNK2 ve anti-ATF6
proteinlerinin semikantitatif degerlendirilmesi icin western blot analizi yapildi.

Kullanilan soliisyonlar asagida belirtilmistir:

4Xtris-HCL/SDS, pH 8.8: 18,15 gr tris (hidroksimetil)-aminomethan (Tris) (#
37190.02; SERVA), 40 ml bidistile su icerisinde ¢oziildii pH 8.8’e ayarlandi. Ardindan
bidistile su ile toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. Son olarak 0,4 gr sodyum dodesil

siilfat (SDS) (# 8.17034.1000; Merck) eklendi.

4Xtris-HCI/SDS, pH 6.8: 6,05 gr Tris, 40 ml distile su igerisinde ¢oziildii. pH 6.8’¢
ayarlandi. Ardindan bidistile su ile toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi. Son olarak

0,4 gr SDS eklendi.

%10’luk Amonyum-persiilfat (APS): 0,1 gr toz APS (# 13375.01; SERVA), 1 ml

distile su igerisinde ¢oziildii.

N, N, N, N’ -Tetramethylethylenediamine (TEMED): (# 8.08742.0250; Sigma
Aldrich)

%30 akrilamid-bisakrilamid soliisyonu: (#10688.01, SERVA)

Alt jel — Aynistiricr Jel:

Tablo 3.1. Alt jel (Ayristirict Jel) hazilanis formiilii.

Soliisyonlar %8’lik %10’luk %15°lik Tris-HCI Jel
%30 Akrilamid-bisakrilamid | 4 ml Sml 7,5 ml

4X Tris-HCI/SDS, pH:8.8 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml

dH20 7,25 ml 6,25 ml 3,75 ml

Yukarida verilen soliisyonlar 15 ml’lik falkon tiiplinde karistirildi ve pipetleyerek
karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyon saglayacak olan 50 pl %10’luk
APS ve 10 ul TEMED soliisyonlar1 eklendi. Birka¢ kez pipetaj yapildiktan sonra jel
karigimi 2 cam plaka arasina dokiildi. Yaklasik 45 dakika oda 1sisinda donmaya

birakildi.
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Ust jel- Toplayicr Jel: 650 pl %30 akrilamid-bisakrilamid, 1250 ul 4X tris-HCI/SDS
(pH: 6.8) ve 3050 pl bidistile su 15 ml’lik falkon tiipiinde karistirildi ve pipetaj
yapilarak karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerasyonu saglayacak olan 25 pl
%10’luk APS ve 5 ul TEMED soliisyonlar1 eklendi. Birkag kez pipetaj yapildi ve jel
karigimi 2 cam plaka arasina dokiildii. Ardindan uygun geniglikteki tarak jel icerisine

yerlestirildi.

5X Elektroforez Yiiriitme Soliisyonu: 9 gr tris, 43,2 gr glisin (# 1.04201.1000;
Merck) ve 3 gr SDS 600 ml dH>O igerisinde ¢oziildii. pH:8.3-8.6’da olacak sekilde
ayarlandi. 1X elektroforez yiiriitme sollisyonu i¢in 5X stok soliisyondan 140 ml alindi

ve 560 ml dH2O ile 700 ml’ye tamamlandi.

Transfer Tampon Soliisyonu (Blotting Buffer): 3 gr tris ve 14.3 gr glisin 800 ml
dH>O0 igerisinde ¢oziildii. pH 7.8-8 arasinda olacak sekilde ayarlandi. Soliisyona daha
sonra 200 ml metanol (# TK.120320.05001; TEKKIM) eklendi. -20 °C’de sogutularak
kullanildi.

Tris Tamponlu Tuz (Tris Buffered Saline-TBS) 10X Stok Soliisyonu: 60,55 gr Tris
ve 87,66 gr NaCl (# TK.170540.01002; TEKKiM) 800 ml distile su igerisinde
¢oziildii. pH: 7.4’e ayarlandi. Toplam hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ile

tamamlanda.

1X TBS- Tween 20 (TBS-T) Soliisyonu: 100 ml 10X TBS soliisyonuna 900 ml distile
su eklenerek 1X TBS hazirlandi. Daha sonra 1 litre 1X TBS’e 1 ml Tween 20
(#8.22184.0500; Merck) eklenerek TBS-T ¢aligsma soliisyonu hazirlandi.

Bloklama Soliisyonu: %>5’lik siit tozu: 5 gr siit tozu (# 42590.01; SERVA) 100 ml
TBS-T i¢erisinde ¢oziilerek hazirlandi.

Chemiluminescent soliisyonu: (#34080; Thermo Scientific) Luminol/gelistirici

soliisyon ve sabitleme soliisyonu 1:1 oraninda karistirilarak hazirlandu.

Gelistirme Soliisyonu: (#116.0001; KONIX) 700 ml distile suyun i¢ine D1 sisesinden
250 ml, D2 ve D3 siselerinden 25’er ml soliisyon eklenerek toplamda 1 litrelik

gelistirme soliisyonu hazirlandi.
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Sabitleme (Fiksatif) Soliisyonu: (#116.0001; KONIX) 700 ml distile suyun i¢ine F1
sisesinden 250 ml ve F2 sisesinden 50 ml soliisyon eklenerek sabitleme soliisyonu
hazirlandi.

3.9.1. Lizat Hazirlama
Deney gruplarina ait ovaryum Orneklerinden lizat hazirlamada uygulanan basamaklar

su sekildedir:

- Ovaryum oOrnekleri -80°C saklama kosullarindan alinip kopiik i¢indeki buza
yerlestirildi.

- Bos bir ependorf kullanilarak ependorfun darasi alindi. Ependorfa alinan
ornekler tek tek tartildi ve miktarlar not edildi. Ornekler bistiiri yardimiyla
parcaland.

- Yaklagik 0,02 gr iki ovaryum 6rnegi bir araya getirilerek 300 pl Lizis tamponu
(# 89900, Thermo Fisher Scientific) ve 3 ul proteinaz inhibitér kokteyli (PIK)
(# 78440, Thermo Fisher Scientific) koyuldu. Eklemeler yapildiktan sonra

ependorflar vortekslendi.

- Sonikator 3x10 sn seklinde aralarda 1 dakika ara olacak sekilde kullanildi ve
+4 °C’de 45dk bekletildi.

- +4°C’de 15000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Supernatantlar pipet yardimiyla
tizerinde numunelerin bilgilerinin yazili oldugu ependorflara alinarak lizatlar
olusturuldu. Hazirlanan lizatlar -20°C’de saklandi.

- BCA protein test kiti (# 23225; Thermo Fisher Scientific) yardimi ile protein
miktarlar1 belirlendi.

3.9.2. SDS-PAGE Western Blot Protokolii

Protein miktarlar1 dH>O, 6rnek ve laemmli buffer (Sample Buffer 2X, Laemmli
electrophoresis Reagent, Sigma, Katalog No: S-3401) oranlari ile esitlenen 6rnekler 5
dakika 95°C’de kaynatildi. Caligilacak olan proteinlerin ve internal kontrol olarak
kullanilan beta aktin proteininin kilo dalton agirliklar1 dikkate alinarak uygun
yiizdelerde jeller hazirlandi. Anti-ATF4, anti-ATF6, anti-JNK1+JNK2 (fosfo
T183+Y185), anti-JINK1+JNK2 (total) ve anti-XBP1 i¢in %10’luk jel dokiildii. Anti-
aktif kaspaz 3 icin %15’lik jel ve anti-kaspaz 12 i¢in %8’lik poliakrilamit jel
hazirlandi. Her kuyucuga 20 pl 6rnek, protein miktarlar: esit olacak sekilde yiiklenerek
Protean Tetra Cell, Mini Trans Blot Modiil (#165-8033; Biorad) tankinin igine

yerlestirildi. 1X elektroforez yliriitme sollisyonu eklenerek, tank giic kaynagina
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baglandi. Proteinler gii¢c kaynagi araciligi ile 80 Voltta yaklasik 30 dakika, sonrasinda
100 Voltta 90-120 dakika elektroforez edildi.

Elektroforezin ardindan jeldeki proteinleri Polyvinylidene Fluoride (PVDF)
membrana (#88520; Thermo Fisher Scientific) aktarmak i¢in immunoblotlama yapildi.
Bu agsamada PVDF membran, {istte ve altta ikiser adet filtre kagidi ve birer adet siinger
olacak sekilde sandvi¢ bi¢ciminde hazirlandi. Jelde yiiriitiilen proteinler, hazirlanan
sandvigte PVDF membranin {izerine alinarak tekrar mini protean III sistemindeki tank
icerisine alindi. Protean Tetra Cell, Mini Trans Blot Modiil tankina transfer tampon
soliisyonu eklenerek 32 voltta +4°C’de gece boyu proteinlerin membrana transfer

olmasi gerceklestirildi.

Proteinlerin PVDF transferinden sonra, membran oda 1sisinda TBS-T ile yikama
yapildi. Ardindan membran 1 saat oda 1sinda TBS-T ile hazirlanan %5’lik yagsiz siit
tozu ile bloklandi. Membranlar, anti-ATF4, anti- aktif kaspaz 12, anti-aktif kaspaz 3,
anti-XBP1, anti-JNK1+ JNK2 (fosfo T183+Y185), anti-JNK1+ JNK2 ve anti- ATF6
antikorlar1 ile +4°C’de gece boyu, beta aktin primer antikoru ile oda sicakliginda 2
saat karistiric1 iizerinde inkiibe edildi (Tablo 3.2). Inkiibasyon sonrasinda TBS- T ile
3 kez 10 dakika yikandi. Membranlar, HRP-konjuge anti-tavsan IgG (Vector)
sekonder antikorla (Abcam, ab6721) oda sicakliginda karistirict iizerinde 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile tekrar 3 kez 10 dakika yikama yapildi.
Membranlar SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP substrat sistemi (Thermo
Fisher Scientific, 32106) ile 5 dakika inkiibe edildikten sonra karanlik oda igerisinde
filme (Amersham Hyperfilm TM ECL 18X24 cm) aktarildi. Gorlintiileme amaciyla

film, gelistirici ve tespit soliisyonlarindan gegirildi ve distile su ile yikanip kurutuldu.

Tablo 3.2. Western Blot yonteminde kullanilan primer antikorlar ve diliisyon oranlari.

Antikor Katalog Numarasi Diliisyon Orani
ATF4 ab216839, Abcam 1:500
Aktif Kaspaz 12 Ab62484, Abcam 1:1000
Aktif Kaspaz 3 96645, Cell Signaling 1:750
XBP1s ab216839, Abcam 1:500
JNK1+JNK2 ab112501, Abcam 1:1000
JNK1+ JNK2 (fosfo T183+ Y185) ab131499, Abcam 1:500
ATF6 ab203119, Abcam 1:3000
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3.10. Kantitatif Real Time RT-PCR Analizi

3.10.1. Total RNA izolasyonu

Her bir deney grubuna ait 6 fareden alinan sag ovaryum Orneklerinden total RNA

izolasyonu RNAqueous- Micro (Micro Scale RNA Isolation Kit) kiti kullanilarak

asagida belirtilen basamaklarla gergeklestirildi.

Y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Ovaryumlar, steril 0.5 ml’lik tiiplere alind1 ve iizerine 300 pl lizis sollisyonu

konulup, RNA izolasyon islemine kadar -80 °C’de sakland.

RNA izolasyonu i¢in -80 °C’de saklanan 6rnekler ¢oziildiikten sonra pipet ucuyla
once mekanik parcalanma gergeklestirildi. Sonra vorteksle karigmasi saglanarak

homojen bir soliisyon elde edildi.

Ayr bir ependorf tiipe bu soliisyondan 100 pl alindi ve {izerine 50 pl etanol
(920.026; ISOLAB chemicals) konuldu ve vorteksle iyice karistirildi.

Lizat ile etanol karisimi belirli bir por ¢capina sahip filtre i¢eren tiipe mikropipet ile
konuldu, 1300 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Boylece karigimdaki RNA’larin

filtreye tutunmasi saglanda.

Mikropipetle yikama soliisyonu-1’den 180 pl ¢ekilip, filtrenin {izerine konuldu ve
tiipler 13000 rpm’de 30 saniye santirifiij edildi.

Yikama soliisyonu- 2’den ¢ekilen 180 pl ile filtre tekrar yikandi ve tiipler 13000
rpm’de 30 sn saniye santirifiij edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi.

Filtre ilk tlipten alinip, ayirma tiipiine yerlestirildi. + 4°C’de saklanan ve kullanim
oncesi 75°C’ye 1sitilan ayirma sollisyonundan 7 pl alinip, filtrenin tam merkezine
gelecek sekilde konuldu. Tiiplerin kapagi kapatilip, oda 1sisinda 1 dakika
bekletildikten sonra; 13000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi. Ayni islem

tekrarlandi. Boylece RNA’larin mikro ayirma tiipiiniin dibine toplanmasi saglandi.

Ayirma tiipliniin dibinde toplanan ve RNA’y1 igeren yaklasik 13 pl’lik kisim steril
0.2 mI’lik tiiplere alindi.
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9) izole edilen total RNA 6rneklerinden genomik DNA nin uzaklastiriimas: igin bu
karisimin hacminin %10°u kadar 10x DNaz I tamponu (1.3 pl) ve 1 pl 10x DNaz
I kondu ve 35 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

10) Total hacimin %10’u DNaz I inaktivasyon soliisyonu eklendi. 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Kisa bir siire vortekslendi. Tekrar 1 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve 1300 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

11) Santrifiij sonras1t RNA’y1 igeren siipernatantlar, yeni steril 0.2 pl’lik tiiplere alindi.

3.10.2. Komplementer DNA (¢cDNA) Eldesi
cDNA eldesinde Ambion RETROscript (Ambion, AM1710) kiti kullanildi.

Uygulanan basamaklar asagida siralanmistir:
1) Ovaryumlardan elde edilen total RNA igeren tiiplere 2 pul random dekamer eklendi.

2) RNA ve random dekamer karigimi, 85°C’de 3 dakika inkiibe edilerek, sekonder

RNA kivrimlarinin agilmasi saglandi.

3) Her bir tiipe, homojen ve esit miktarda reaksiyon karigimi ekleyebilmek amaciyla
bir ana karisim hazirlandi. Elde edilen karisimdan her bir tiipe 8 pl konuldu (Tablo
3.3).

4) Daha sonra, her bir tiipe 8 pl ana karisimdan eklenerek, 44°C’de, 60 dakika inkiibe
edildi. Ardindan 92 °C’de 10 dakika bekletildi.

5) Bu asamalardan sonra elde edilen cDNA’lar, qRT-PCR’de kullanilmak iizere -20
°C’de saklandi.

Tablo 3.3. cDNA eldesinde kullanilan reaktantlar.

Reaktantlar Hacim (ul) Son Konsantrasyon

10X RT Tamponu 2 1X

dNTP mix 4 0.5 mM/ her bir INTP

RNaz inhibitorii 1 10 unit/ 20 pl reaksiyon
karigiminda

MMYVL- geri transkriptaz 1 100 unit/20 pl reaksiyon
karigiminda

Toplam 8
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3.10.3. Kantitatif Real Time PCR Uygulama Basamaklar1

Calismada her hiicrede sabit miktarda eksprese oldugu bilinen Beta aktin gen
ekspresyonu temel alinarak, deney gruplarindan elde edilen ovaryumlardaki
Bip/Grp78 ve Ddit3/Chop genlerinin goreli kantitatif ekspresyon diizeyleri belirlendi.
Kantitatif real-time PCR uygulama basamaklar1 asagidaki gibi gerceklestirildi.

1) Asagidaki ¢izelgede belirtilen reaktantlar konularak reaksiyon karigimi

olusturuldu.

Tablo 3.4. qRT-PCR uygulamasinda kullanilan karigim igerikleri.

Karigim Icerigi Hacim (ul)
2x SybrGreen Siiper Karigim 12,5
Primer F 0,5
Primer R 0,5
Niikleaz Igermeyen Su 10,5
cDNA 1
Toplam 25

2) GRP78, CHOP ve beta aktin genleri i¢in ger¢ek zamanli PCR uygulamasi ii¢
kuyucuklu (triplicate) olarak gergeklestirildi. Ger¢ek zamanli PCR asamasinda

kullanilan primerler, Tablo 3.5’de verildi.

Tablo 3.5. qRT-PCR tekniginde kullanilan primerlerlerin dizilimleri.

Genin ileri primer (F) Geri primer (R) PCR iiriin
adi biiyiikliigii
(bo)
Grp78/ | ‘GAGGTGGGCAAACCAAGACATT’ | ‘TCGCTGGGCATCATTGAAGTAAG’ 146
Bip
Ddit3/ ‘TCTTGACCCTGCGTCCCTAG’ ‘TGGGCACTGACCACTCTGTTT’ 172
Chop
Aktin ‘TGCGTGACATCAAAGAGAAG’ ‘CGGATGTCAACGTCACACTT’ 244

3) Grp78, Chop ve beta aktin genleri i¢in hazirlanmis drnekler kantitatif gercek
zamanli PCR aletinde (Bio-Rad, iCycler QDetection System, Hercules, CA, ABD)

analiz edildi.
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Amplifikasyon, 30 siklusta gerceklestirildi. Baslangi¢ denatiirasyonu: 95 °C’de 5
dakika; 30 siklus: 92 °C’de 30 saniye, 65 °C’de 20 saniye, 72 °C’de 1 dakika olarak
uygulandi. Ornekler analiz sonucunda, olusturulan standart araliginda ve referans
DNA ile kantitatif real-time PCR aletinde okundu ve software programi yardimiyla
belirlendi. Ortaya ¢ikan esik degeri siklusunda ve diger sikluslarda Grp78, Chop ve
Beta aktin gen ekspresyon diizeyi miktarsal olarak belirlendi. Bu yontemde; her bir
ornek i¢in ayr1 ayri olarak, test edilen genin Ct degeri ile endojen kontrol olarak
kullanilan rRNA’nin verdigi Ct degerleri birbirinden ¢ikarilarak ACt degerleri
belirlendi.

3.11. istatistiksel Degerlendirme

Immiinohistokimya, ELISA ve western blot analizleri ile elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi i¢in Image J programi (Versiyon 1.46, National Institutes of Health,
Bethezda, Maryland) kullanildi. Bu sonuglardan elde edilen veriler ve qRT- PCR
analizleri sonucunda her bir drnek i¢in ayr1 ayri test edilen genin ACt degerlerinin
istatistiksel hesaplamalar1 Graphpad Prism 6.0 yazilim paketi (San Diego, CA)
kullanilarak One Way ANOVA testi ve ¢oklu karsilastirmalar i¢in post-hoc TUKEY
testi ile degerlendirildi. P<0.05; istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.1. Gelisim Takipleri

4. BULGULAR

4.1.1. Viicut Agirhgi Bulgular

Deney gruplart arasindaki gelisim farkliliklarimi tespit etmek amaciyla farelerin

deneyin bagladigi giin, bir hafta sonra ve deneyin bittigi glin viicut agirliklar

kaydedildi ve istatistiksel olarak karsilastirildi. Verilerin dagilimina gore (Tablo 4.1)

istatistiksel olarak Ki-kare testi uygulandi. Kontrol ve ¢dzgen gruplarinin viicut

agirliklarinda daha ¢ok artma egilimi varken, diger deney gruplarinda kilo alim hizinin

azalmis oldugu gozlendi. Fakat istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 tespit

edildi (P>0.05).

Tablo 4.1. Deney gruplarindaki farelerin deney boyunca kaydedilen viicut agirliklarinin ortalama +

standart sapma degerleri.

Agirlik (g)

Gruplar 0.hafta 1.hafta 2.hafta
Kontrol 21,35+0,71 24,69+0,93 27+1,04
Cozgen 21,74+1,41 25,5+1,66 28,5+2,11
DM+ Insiilin 22.87+1,71 23,92+1,39 23,7542,13
DM+ Linagliptin 21,15+1,22 22,18+1,67 23+2.29
DM+ Linagliptin+ Insiilin | 23,12+1,17 23,15+£1,93 24,5+2.06
DM+ TUDCA 22,2+1,51 22,2+1,53 20,5+2,74
DM+ TUDCA+ Insiilin 21,8+1,92 22,54+1,44 23,82+2,56

4.1.2. Kan Glikoz Bulgular:

STZ enjeksiyonundan iki glin sonra ve deney bitiminde glukometre yardimiyla

farelerin kuyruk veninden dlgiilen kan glikoz degerleri kontrol ve ¢ézgen gruplarinda

degisme gostermezken, diger tiim gruplarda 300 mg/dI’nin iistiinde goézlenmistir.

Deneyin basladig: giin ile deneyin bittigi giin dl¢iilen kan glikoz degerlerinde anlaml

azalma sadece TUDCA+ Insiilin grubunda belirlendi (Sekil 4.1; P<0.05).

42



600- P<0.05

g [ Kontrol
® |
g } 1 Cozgen
%” 400- J_E ].F { {- : 3 DM-+insulin
> } T+ [ DM+Linagliptin
= [ DM+Linagliptin+insulin
.§ 200+ 1 DM+TUDCA
o - - —1 DM+TUDCA+insulin
¢ 0 [

0 T T

STZ'den iki giin sonra Deney bitimi

Sekil 4.1. Deney gruplarindaki farelerin kan glikoz degerlerinin karsilastirilmasi. Histogram grafiginde
gbsterilen veriler ort + SEM olarak ifade edilir. iki yonlii varyans analizi ve Sidak’in ¢coklu karsilastirma

testi uygulanmistir (P<0.05 istatistiksel olarak anlamli oldugunu ifade etmektedir).

4.1.3. Ovaryum Agirhig indeksi Bulgulari

Deney sonunda gruplar arasindaki ovaryum agirligi indeksini belirlemek icin
farelerden c¢ikartilan ovaryum dokularinin agirliklart 6lgiildii ve viicut agirliklar
Ol¢timiine boliindii (ovaryum agirligi indeksi= ovaryum agirhigi/viicut agirligi). Elde
edilen dlgiimlere gore TUDCA+ Insiilin grubu disinda ovaryum agirhig: indeksi diger
tiim gruplarda kontrol ve ¢6zgen gruplarina kiyasla anlamli olarak azalmistir (P<0.05).
Linagliptin ve insiilinin birlikte uygulandig1 grup ile, sadece linagliptin uygulanan
grup karsilagtirildiginda ovaryum agirhigr indeksinde istatistiksel olarak anlamli

olmamakla birlikte hafif bir artis oldugu goriildii (Sekil 4.2; P>0.05).

Ovaryum agirigi indeksi

Gruplar

Sekil 4.2. Ovaryum agirlig1 indeksi. Histogram grafiginde gosterilen veriler ort. £ SEM olarak ifade
edilir. Tek yonlii ANOVA varyans analizi ve TUKEY’in ¢oklu karsilastirma testi uygulandi (a P<0.05
kontrol grubundan farkli oldugunu; b P<0.05 ¢6zgen grubundan farkli oldugunu ifade etmektedir).
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4.2. ELISA Bulgular

Homojenizatlar1 hazirlanan farelerden alinan sol ovaryumlarda MDA ve NOXI
seviyeleri ve kan serum orneklerinde DPP-4 aktivitesi dl¢limii ELISA yontemi ile
incelendi. Sekil 4.3’de gosterildigi gibi, MDA ve NOXI degerleri DM+ Insiilin
gruplarinda artti. Linagliptin uygulanan gruplarda ise bu degerlerin azaldigi
gozlendi. Fakat hem MDA (P=0.4826) hem de NOX1 (P=0.2129) a¢isindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig tespit edildi (P>0.05).

A B
MDA NOX1
4 301

nmol/ml
ng/ml

Gruplar Gruplar

Sekil 4.3. Ovaryum MDA ve NOXI1 seviyeleri. A) MDA ve B) NOXI1 histogram grafiklerinde
gosterilen veriler ort. £ SEM olarak ifade edilir. Tek yonliit ANOVA varyans analizi ve Tukey’in ¢oklu

karsilastirma testi uygulandi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: tespit
edildi (P>0.05).

Sekil 4.4’de gosterildigi lizere, DM+ Insiilin grubunda DPP-4 degeri diger tiim
gruplardan daha yiiksekti (P<0.05). Hem Linagliptin hem de TUDCA
uygulamalarinin bu gruplara ait kan serumlarindaki DPP-4 degerlerini azaltmada
etkin oldugu goriildii (P<0.05).
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Sekil 4.4. Deney gruplaria ait kan serum Orneklerinde DPP-4 degerleri. Histogram grafiginde
gosterilen veriler ort. £ SEM olarak ifade edilir. Tek yonliit ANOVA varyans analizi ve Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testi uygulandi. * P<0.05 istatistiksel olarak diger deney gruplarindan farkli oldugunu
temsil etmektedir. a P<0.05 kontrol grubundan farkli oldugunu, b P<0.05 ¢6zgen grubundan farkl
oldugunu, ¢ P<0.05 DM+ Insiilin grubundan farkli oldugunu temsil etmektedir.

4.3. Histolojik Bulgular
Olusturulan deney gruplarindaki farelerin gruplar arasindaki ovaryal folikiil
rezervlerinin degerlendirilmesi i¢in alinan seri kesitlerin hematoksilen eozin

boyanmasi gerceklestirildi. Isik mikroskopu altinda degerlendirildi ve goriintiilendi
(Sekil 4.5).

Sekil 4.6> de gosterildigi iizere iizere DM+ Insiilin grubunda primordiyal folikiil
sayis1 kontrol, ¢dzgen, DM+ Linagliptin+ Insiilin ve DM+ TUDCA+ Insiilin
gruplarina gore artt1 (P<0.05). Hem linagliptin hem de insiilin uygulanan gruplarda
gbzlenen primordial folikiil sayisi, sadece linagliptin uygulanan gruplara gore azaldi
(P<0.05). Primer ve sekonder folikiil sayilar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik olmadigi tespit edildi. DM+ Linagliptin grubunda
gdzlenen antral folikiil sayis1 kontrol grubuna gdre azaldi (P<0.05). Diger gruplarda
anlamli bir farklilik olmadig1 gozlendi. DM+ Linagliptin+ Insiilin grubunda atretik
folikiil say1s1 kontrol, ¢dzgen ve DM+ Insiilin gruplarina gére azald1 (P<0.05). Hem
TUDCA hem de insiilin uygulanan gruplarda sadece TUDCA uygulanan gruplara
gore anlamli bir azalma oldugu goriildii (P<0.05).
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Sekil 4.5. Deney gruplarina ait ovaryum dokularimin hematoksilen eozin boyama goriintiileri. Total
ovaryum goriintiistine ait bilylitme 4X, bar =200 um, isaretlenen alanin biiyiitiilmiis haline ait biiyiitme
20X, bar =50 um.
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Sekil 4.6. Tiim gelisim asamalarindaki (primordiyal, primeri sekonder, antral ve atretik) folikiillerin
say1st. Histogram grafiklerinde gosterilen veriler ort. £ SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans
analizi ve Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi uygulandi (a P<0.05 kontrol grubundan farkli oldugunu;
b P<0.05 ¢dzgen grubundan farkli oldugunu; ¢ P<0.05 DM+ Insiilin grubundan farkli oldugunu; d
P<0.05 DM+ Linagliptin grubundan farkli oldugunu; e P<0.05 DM+ Linagliptin+ Insiilin grubundan
farkli oldugunu; f P<0.05 DM+ TUDCA grubundan farkli oldugunu gdstermektedir).
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4.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. ATF4 immiin Boyamasi

DM+ Insiilin grubunda ATF4 ifadesi tiim gruplara gore artti. Linagliptin ve
Linagliptin+ Insiilin uygulanan gruplarda ATF4 ifadesinin azaldig1 gozlendi. Bu
azalisin TUDCA uygulanan gruplara gore daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil 4.7;
P<0.05).

ATF4 Protein Ekspresyonu (%)

Sekil 4.7. Ovaryumlarda ATF4 immiin boyama goriintiileri. A) Kontrol grubu (a), Cézgen grubu (b),
DM+ Insiilin grubu (c), DM+ Linagliptin grubu (d), DM+ Linagliptin+ Insiilin grubu (e), DM+
TUDCA grubu (f), DM+ TUDCA+ Insiilin grubu (g), Negatif kontrol (h). B) Histogram grafiginde
gosterilen veriler ort + SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in ¢oklu
kargilastirma testi uygulandi. a P<0.05 kontrol grubundan farkli oldugunu, b P<0.05 ¢odzgen
grubundan farkli oldugunu, ¢ P<0.05 DM+ Insiilin grubundan farkli oldugunu, d P<0.05 DM+
Linagliptin grubundan farkli oldugunu, e P<0.05 DM+ Linagliptin+ Insiilin grubundan farkli
oldugunu temsil etmektedir.

4.4.2. ATF6 immiin Boyamasi
ATF6 ifadesi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
olmadig1 gozlendi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Ovaryumlarda ATF6 immiin boyama goriintiileri. A) Kontrol grubu (a), Cézgen grubu (b),
DM+ Insiilin grubu (c), DM+ Linagliptin grubu (d), DM+ Linagliptin+ Insiilin grubu (e), DM+
TUDCA grubu (f), DM+ TUDCA+ Insiilin grubu (g), Negatif kontrol (h). B) Histogram grafiginde
gosterilen veriler ort + SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testi uygulandi.

4.4.3. p-JNK1+JNK2 Immiin Boyamasi

p-JINK1+JNK2 ifadesi DM+ Insiilin grubunda diger gruplara gére anlamli derecede
artti (P<0.05). Linagliptin ve TUDCA uygulanan tiim gruplarda p-JNK1+JNK2
ifadesinde DM+ Insiilin grubuna gére anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (Sekil
4.9; P<0.05).
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Sekil 4.9. Ovaryumlarda p-JNK1+JNK2 immiin boyama goriintiileri. A) Kontrol grubu (a), Cozgen
grubu (b), DM+ Insiilin grubu (c), DM+ Linagliptin grubu (d), DM+ Linagliptin+ Insiilin grubu (e),
DM+ TUDCA grubu (f), DM+ TUDCA+ Insiilin grubu (g), Negatif kontrol (h). B) Histogram
grafiginde gosterilen veriler ort £ SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in
¢oklu karsilastirma testi uygulandi. a P<0.05 kontrol grubundan farkli oldugunu, b P<0.05 ¢6zgen
grubundan farkli oldugunu, ¢ P<0.05 DM-+insiilin grubundan farkli oldugunu temsil etmektedir.

4.4.4. Kaspaz 12 Immiin Boyamasi
Kaspaz 12 ifadesi agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin
olmadig: tespit edildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Ovaryumlarda Kaspaz 12 immiin boyama goriintiileri. A) Kontrol grubu (a), Cézgen grubu
(b), DM+ insiilin grubu (c), DM+ Linagliptin grubu (d), DM+ Linagliptin+ Insiilin grubu (e), DM+
TUDCA grubu (f), DM+ TUDCA+ Insiilin grubu (g), Negatif kontrol (h). B) Histogram grafiginde
gosterilen veriler ort + SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testi uygulandi.

4.4.5. Cleaved Kaspaz 3 Immiin Boyamasi

Cleaved kaspaz 3 ifadesi DM+ Insiilin ve DM+ TUDCA+ Insiilin gruplarinda kontrol
ve ¢ozgen gruplarina kiyasla arttt (P<0.05). Linagliptin uygulanan her iki grupta
cleaved kaspaz 3 ifadesi DM+ Insiilin grubuna gore azaldi (Sekil 4.11; P<0.05).
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Sekil 4.11. Ovaryumlarda cleaved kaspaz 3 immiin boyama goriintiileri. A) Kontrol grubu (a), Cézgen
grubu (b), DM+ Insiilin grubu (c), DM+ Linagliptin grubu (d), DM+ Linagliptin+ Insiilin grubu (e),
DM+ TUDCA grubu (f), DM+ TUDCA+ Insiilin grubu (g), Negatif kontrol (h). B) Histogram
grafiginde gosterilen veriler ort £ SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in
¢oklu karsilastirma testi uygulandi.

4.4.6. XBP1 immiin Boyamasi

XBP1 ifadesi DM+ Insiilin grubu ovaryumlarinda diger gruplara kiyasla artt1
(P<0.05). DM+ Linagliptin grubunda XBP1 ifadesi kontrol ve ¢dzgen gruplarina
gore artt1 (P<0.05). DM+ Linagliptin+ insiilin ve DM+ TUDCA+ Insiilin gruplarinda
XBP1 ifadesi DM+ Linagliptin grubuna gore azald1 (Sekil 4.12; P<0.05).
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XBP1 Protein Ekspresyonu (%)

Sekil 4.12. Ovaryumlarda XBP1 immiin boyama goriintiileri. A) Kontrol grubu (a), Cézgen grubu
(b), DM+ Insiilin grubu (c), DM+ Linagliptin grubu (d), DM+ Linagliptin+ Insiilin grubu (e),
DM+TUDCA grubu (f), DM+ TUDCA+ Insiilin grubu (g), Negatif kontrol (h). B) Histogram
grafiginde gosterilen veriler ort £ SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in
¢oklu karsilagtirma testi uygulandi. a P<0.05 kontrol grubundan farkli oldugunu, b P<0.05 ¢6zgen
grubundan farkli oldugunu, ¢ P<0.05 DM+ Insiilin grubundan farkli oldugunu ve d P<0.05 DM+
Linagliptin grubundan farkli oldugunu temsil etmektedir.

4.5. Western Blot Analizi Bulgularn

4.5.1. ATF4 Protein ifadesi

ATF4 protein ekspresyonu DM+ Insiilin grubunda anlamli olarak artt1 (P<0.05).
Linagliptin uygulanan gruplarda bu ifadede azalma gorildi (P=0.0004).
DM+TUDCA+Insiilin grubu DM+ Insiilin grubuyla ATF4 ekspresyonu agisindan
istatistiksel olarak benzerlik gosterdigi belirlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Ovaryum &rneklerinin ATF4 protein band goriintiileri. Histogram grafiginde gosterilen
veriler ort + SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi
uygulandi. a P<0.05 kontrol grubundan farkli oldugunu, b P<0.05 ¢6zgen grubundan farkli oldugunu,
¢ P<0.05 DM+ Insiilin grubundan farkl1 oldugunu temsil etmektedir.

4.5.2. ATF6 Protein ifadesi
Western blot analizine gére ATF6 protein ekspresyonu acisindan gruplar arasinda
herhangi bir farklilik olmadig1 tespit edilmistir (Sekil 4.14).

4.5.3. Total ve Fosforile INK1+JNK2 Protein ifadesi

Total INK1+JNK2 protein ifadesi bakimindan gruplar arasinda herhangi bir farklilik
olmadig: belirlendi. p-INK1+JNK2 ifadesinin DM+ Linagliptin+ Insiilin grubunda
diger tiim gruplara gore azaldig1 gézlendi (Sekil 4.15; P<0.05).
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Sekil 4.14. Ovaryum &rneklerinin ATF6 protein band goriintiileri. Histogram grafiginde gosterilen
veriler ort + SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi
uygulandi.
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Sekil 4.15. Ovaryum 6rneklerinin total ve fosforile INK1+JNK2 protein band goriintiileri. Histogram
grafiginde gosterilen veriler ort £ SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in
¢oklu karsilastirma testi uygulandi. a P<0.05 kontrol grubundan farkli oldugunu, b P<0.05 ¢6zgen
grubundan farkli oldugunu, ¢ P<0.05 DM+ Insiilin grubundan farkli oldugunu, d P<0.05
DM-+Linagliptin grubundan farkli oldugunu, e P<0.05 DM+ Linaglitin+ Insiilin grubundan farkli
oldugunu temsil etmektedir.
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4.5.4. Kaspaz 12 Protein ifadesi

Total kaspaz 12 protein ifadesi DM+ Linagliptin+ Insiilin, DM+ TUDCA ve DM+
TUDCA+ Insiilin gruplarinda kontrol, ¢dzgen ve DM+Insiilin gruplarna gére artt:
(P<0.05). Cleaved kaspaz 12 protein ifadesi ise DM+ Insiilin grubunda diger gruplara
kiyasla oldukea yiiksek oldugu gdzlendi (P<0.05). Linagliptin, Linagliptin+ Insiilin,
TUDCA ve TUDCA+ Insiilin uygulanan diyabet gruplarinda cleaved kaspaz 12
ifadesi insiilin uygulanan diyabet grubuna gore azalma gdsterdi (P<0.05).

Kaspaz 12 Cleaved Kaspaz 12

1.0+

ab

abc abc abc

Kaspaz 12/Beta aktin (%)

Cleaved Kaspaz 12/Beta aktin (%)

Gruplar

Gruplar

K ¢ i L L+ T T+
Kaspaz 12 W 42 kDa
Cleaved Kaspaz 12 | e - 38 kDa

Bota AKtin | *Se——— o |

Sekil 4.16. Ovaryum o6rneklerinin total ve cleaved kaspaz 12 protein band goriintiileri. Histogram
grafiginde gosterilen veriler ort £ SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in
¢oklu karsilagtirma testi uygulandi. a P<0.05 kontrol grubundan farkli oldugunu, b P<0.05 ¢6zgen
grubundan farkli oldugunu, ¢ P<0.05 DM+ Insiilin grubundan farkli oldugunu, d P<0.05 DM+
Linagliptin grubundan farkli oldugunu ve e P<0.05 DM+ Linagliptin+ Insiilin grubundan farkli
oldugunu temsil etmektedir.

4.5.5. Kaspaz 3 Protein ifadesi

Western blot analizine goére total kaspaz 3 protein ifadesi DM+ Insiilin, DM+
Linagliptin, DM+ TUDCA ve DM+ TUDCA+ Insiilin gruplarinda kontrol ve ¢dzgen
gruplarma kiyasla azald1 (P<0.05). DM+ Linagliptin+ Insiilin grubunda gézlenen
total kaspaz 3 ifadesi kontrol ve ¢dzgen grubu ile benzer oldugu belirlendi (P>0.05).
Cleaved kaspaz 3 ifadesi ise kontrol grubuna kiyasla DM+ Insiilin, DM+ Linagliptin,
DM+ Linagliptin+ Insiilin ve DM+ TUDCA gruplarinda artti. DM+ TUDCA+
Insiilin grubunda gozlenen cleaved kaspaz 3 ifadesi kontrol ve ¢dzgen grubuyla
kiyaslandiginda fark olmadigi tespit edildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Ovaryum orneklerinin total ve cleaved kaspaz 3 protein band goriintiileri. Histogram
grafiginde gosterilen veriler ort £ SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in
¢oklu karsilagtirma testi uygulandi. a P<0.05 kontrol grubundan farkli oldugunu, b P<0.05 ¢6zgen
grubundan farkli oldugunu, ¢ P<0.05 DM+ Insiilin grubundan farkli oldugunu, d P<0.05 DM+
Linagliptin grubundan farkli oldugunu, e P<0.05 DM+ Linagliptin+ Insiilin grubundan farkli
oldugunu ve f P<0.05 DM+ TUDCA grubundan farkli oldugunu temsil etmektedir.

4.5.6. XBP1 Protein ifadesi

XBP1 protein ifadesinin ¢dzgen grubunda diger tiim gruplardan daha yiiksek oldugu
gdzlendi (P<0.05). DM+ Insiilin, DM+ Linagliptin ve DM+ TUDCA gruplari kontrol
grubu ile benzer XBPI1 ifadesi gosterdigi belirlendi. DM+ Linagliptin ve DM+
Linagliptin+ Insiilin gruplarinda yine benzer XBP1 ifadesi oldugu gozlendi. En az
band yogunlugunun DM+ TUDCA+ Insiilin grubunda oldugu gériildii (Sekil 4.18;
P<0.05).
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Sekil 4.18. Ovaryum 6rneklerinin XBP1 protein band goriintiileri. Histogram grafiginde gosterilen
veriler ort + SEM olarak ifade edilir. Tek yonlii varyans analizi ve Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi
uygulandi. a P<0.05 kontrol grubundan farkli oldugunu, b P<0.05 ¢6zgen grubundan farkli oldugunu,
¢ P<0.05 DM+ Insiilin grubundan farkli oldugunu, d P<0.05 DM+ Linagliptin grubundan farkli
oldugunu, e P<0.05 DM+ Linagliptin+ Insiilin grubundan farkli oldugunu ve f P<0.05 DM+ TUDCA
grubundan farkli oldugunu temsil etmektedir.

4.6. qRT PCR Bulgulan

4.6.1. Grp78/BiP ve Chop/Ddit3 Gen ifadesi

Olusturulan yedi deney grubundan toplanan sag ovaryumlarda Grp78, Chop ve beta
aktin gen ekspresyonunu mRNA diizeyinde miktarsal olarak degerlendirmek
amacityla mRNA izolasyonu yapildi. Bunu takiben izole edilen mRNA’lardan
Reverse Transkripsiyon ile cDNA eldesi ve elde edilen cDNA o6rnekleri ile kantitatif
real-time PCR yapilarak amplifikasyon gerceklestirildi.

Sekil 4.19°da gosterildigi iizere Grp78/Bip mRNA ekspresyonu DM+ Insiilin
grubunda artmis olmasina ragmen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadig tespit edildi (P= 0.4146). Chop/Ddit3 mRNA ekspresyonu DM+
Insiilin ve DM+ TUDCA gruplarinda artti (P<0.0001). DM+ Linagliptin, DM+
Linagliptin+ Insiilin ve DM+ TUDCA+ Insiilin gruplarinda Chop/Ddit3 mRNA
ekspresyonu DM+ Insiilin grubuna gére anlamli miktarda azaldi (P<0.05).

TUDCA hem glikoz homeostazi {izerine yararli etkisinin olmas1 hem de ER stresini
azaltan bir kimyasal saperon olmasi nedeniyle linagliptinin ER stresi ve diyabet ile
olan iligkisini degerlendirmek agisindan Oonem tagimaktadir. Bulgularimiza gore
TUDCA insiilin ile birlikte kullanildiginda Chop/Ddit3 mRNA ekspresyonunu
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sadece TUDCA verilen gruba gore etkin bir sekilde baskiladigi gozlendi. Ayrica
linagliptin ve insiilinin birlikte kullanimi, TUDCA+ Insiilin grubundaki verilerle
paralel olarak ER stresi ile iliskili apoptotik yanitta etkin olan Chop/Ddit3 mRNA
ekspresyonunu azaltmis oldugu tespit edildi.

A B
Grp78/Bip Chop/Ddit3

Goreli Grp78 mRNA miktari
Goreli Chop/Ddit3 mRNA miktari

Gruplar

Sekil 4.19. Ovaryum oOrneklerinde Grp78/Bip (A) ve Chop/Ddit3 (B) gen ekspresyon diizeylerini
gRT-PCR ile karsilastirilmasi. Histogram grafiginde gosterilen veriler ort. £ SEM olarak ifade edilir.
Tek yonlit ANOVA varyans analizi ve Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi uygulandi. a P<0.05 kontrol
grubundan farkli oldugunu, b P<0.05 ¢dzgen grubundan farkli oldugunu, ¢ P<0.05 DM+ Insiilin
grubundan farkli oldugunu, e P<0.05 DM+ Linagliptin+ Insiilin grubundan farkli oldugunu, f P<0.05
DM+ TUDCA grubundan farkli oldugunu temsil etmektedir.
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5. TARTISMA

T1IDM’li kadinlarda tireme bozukluklari yaygindir ve bunlarin % 40’a kadarinin
yasamlar1 boyunca 6nemli adet diizensizlikleri veya iireme bozukluklar1 yasayacaklari
ongoriilmektedir (Codner ve ark., 2012). Cocukluk ve ergenlik doneminde ortaya
cikan T1DM ile birlikte iireme anormallikleri iireme yasaminin erken donemlerinde
ortaya ¢ikabilir ve kendini pubertal gecikme ve birincil amenore olarak gdsterebilir.
Ek olarak, adet dongiisii bozuklugu, subfertilite, iyi bilinen gebelik komplikasyonlar1
ve erken menopoz, TIDM ile iliskilendirilmektedir (Kjaer ve ark., 1992; Dorman ve
ark., 2001; Sjoberg ve ark.,, 2013). Son yirmi yilda insiilin tedavisinin
yogunlastirilmas: bu sorunlarin bazilarinmi iyilestirmis gibi (Codner ve ark., 2012)
goriinse de T1DM’li kadinlarda polikistik over sendromu ve hiperandrojenik 6zellikler
de dahil olmak iizere yeni iireme problemleri ortaya ¢ikmaktadir (Codner ve Escobar-
Morreale, 2007; Escobar-Morreale ve Roldan-Martin, 2016). Dolayisiyla, TIDM’li

kadinlar i¢in yeni ve yardimei tedavilerin aragtirilmasi gerekmektedir.

Onceki calismalar, ER stresinin periferik insiilin direnci, tip 1 ve tip 2 diyabet gibi
metabolik bozukluklarin patogenezinde rol oynadigini bildirmistir (Eizirik ve ark.,
2008; Back ve Kaufman, 2012; Okan ve ark., 2021). Ayrica hipergliseminin ER
stresine paralel olarak oksidatif strese de neden oldugu ve her iki yolun da agir1t ROS
iiretimine ve asagi yonde patolojik etkilere katkida bulundugu kanitlanmistir
(Mooradian ve Haas, 2011; Basha ve ark., 2012). Linagliptinin endotel fonksiyonu
tizerindeki herhangi bir yararli etkisinin hiperglisemideki azalmaya bagli olmayan
STZ ile indiiklenmis bir T1DM sican modelinde (f pankreatik hiicrelerin nekrozla yok
edildigi bu T1DM modelinde insiilin salgisini yiikselterek glikozu diisiirmek miimkiin
degildir) arastirnlmistir. 4 hafta boyunca linagliptin (2mg/kg, gilinlik oral gavaj)
uygulamas1 NOX2 ifadesini azaltarak vaskiiler oksidatif stres seviyelerini azaltmis ve
mezenterik arterlerde endotel bagimli gevsemeyi iyilestirmistir (Salheen ve ark.,
2015a). Arastirmacilara (Kroller-Schon ve ark., 2012; Salheen ve ark., 2015b) gore,
linagliptin diger iki DPP-4 inhibitorii olan sitagliptin ve vildagliptinde olmayan
glikozdaki herhangi bir azalmadan bagimsiz olarak antioksidan aktivite
gosterebilmektedir. Bizde calismamizda farelerden alinan ovaryum Orneklerinde
oksidatif stres iligkili doku hasarinin 6nemli belirteclerinden MDA seviyesini ve

NADPH oksidaz izoformlarindan NOX1 aktivitesini (Kroller-Schon ve ark., 2012;
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Salheen ve ark., 2015a; Yayla ve ark., 2018) ELISA yontemi araciligiyla inceledik.
Bulgularimiza gére hem MDA hem de NOXI1 degerleri DM+ Insiilin grubunda
artmustir. Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte linagliptin ve insiilinin birlikte
uygulanmasinin, sadece linagliptin uygulanan gruba gore oksidatif stres seviyelerini

azaltmada daha etkin oldugu goriilmektedir.

GLP-1, gida alim1 ve glikoz regiilasyonu ile ilgili birden fazla organ iizerinde etki
ederek kan sekeri homeostazinin korunmasinda 6nemli roller oynar. En 6nemlisi,
GLP-1 insiilin sekresyonunu uyarir ve § hiicresi hayatta kalimin1 ve proliferasyonunu
desteklerken pankreasta glukagon sekresyonunu inhibe eder (Marathe ve ark., 2013).
Bu nedenle GLP-1 diyabet tedavisi i¢in olduk¢a 6nemli bir hedeftir. Dogal GLP-1,
DPP-4 aracili bozulmaya egilimli oldugundan, iki tip ila¢ (topluca inkretin ilaglar
olarak adlandirilir) gelistirilmigtir: GLP-1 etkisini taklit eden ancak DPP-4
bozulmasia kars1 direngli olan GLP-1 agonistleri ve endojen GLP-1 aktivitesini
uzatan linagliptinin de dahil oldugu DPP-4 inhibitdrleri (Drucker ve Nauck, 2006).
T1DM’li hastalarda glukogan sekresyonu uygun olmayan sekilde artar (Greenbaum
ve ark., 2002) ve insiiline bir DPP-4 eklenmesi, bu tiir hastalarda glisemik kontrolii
iyilestirebilir ve insiilin talebini azaltabilir (Frandsen ve ark., 2016). Son zamanlarda
yapilan caligmalar, linagliptinin hayvan modellerinde £ hiicresi sag kalimini ve
islevini iyilestirdigini gostermistir (Chen ve ark., 2012a; Zhao ve ark., 2016). Ek
olarak, bol miktarda a hiicresi ve az miktarda f hiicresi iceren T1DM fare modelinde
linagliptinin a hiicrelerinde GLP-1 varligin1 artirarak bir kan sekeri diisiiriicii etkiyi
kolaylastirabilecegi de kanitlanmistir (Zhang ve ark., 2017). Calismamizda STZ
enjeksiyonundan iki giin sonra ve deney bitiminde TIDM’li farelerde 6l¢iilen kan
glikoz degerleri sadece Linagliptin uygulanan grupta degismezken hem linagliptin
hem de insiilin uygulanan grupta azalma egilimi gostermesi kan sekeri diistiriicti

etkinin insiilin kaynakli oldugunu gostermektedir.

DPP-4 inhibitorleri, endojen GLP-1 konsantrasyonunu iki ila ii¢ kat artirarak glikoza
bagimli insiilin sekresyonunu ve glukagon inhibisyonunu giiglendirir, ancak viicut
agirhig tizerinde higbir etkisi yoktur (Madsbad ve ark., 2008). Calismamizda, diyabet
gruplarinda kontrol ve ¢dzgen gruplarina kiyasla deney siiresince daha az kilo alimi1 ve

kilo kayb1 gozlense de istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi gozlendi.

61



Geng-yetiskin T1DM hastalarinda serum DPP-4 aktivitesinin arttig1 gosterildi (Osawa
ve ark., 2016). Ayrica, bu aktivitenin diyabet siiresi ve g-glutamil transferaz diizeyi ile
temsil edilen karaciger disfonksiyonu ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir.
Bu veriler, TIDM’de DPP-4’lin potansiyel bir patofizyolojik rolii oldugunu
diistindiiriir ve gelecekte bu hastaligin tedavilerinin gelistirilmesi i¢in degerli bir
etkendir. Bu nedenle biz de ¢alismamizda Linagliptin, Linagliptin- Insiilin, TUDCA
ve TUDCA- Insiilin kombine uygulamasinin DPP-4 aktivitesi iizerindeki etkilerini
incelemek amaciyla serum orneklerini ELISA yontemiyle inceledik. DM+ Insiilin
grubunda en yiiksek DPP-4 aktivitesi oldugunu gordiik. Diger uygulama gruplarinda
bu aktivitenin DM+ Insiilin grubuna gére azaldig1 fakat kontrol ve ¢dzgen gruplarina
gore artmis oldugu tespit edildi. Bu bulgumuzu pozitif bir kontrol sonucu olarak
degerlendirdik ve boylelikle bulgularimizin literatiir bilgisi ile uyumlu oldugunu
kanitladik. DPP-4 aktivitesi linagliptin ve glikoz homeostazi iizerine yararli etkisi
oldugu bilinen TUDCA (Vettorazzi ve ark., 2017) uygulamasiyla azaldi. Ek olarak

insiilin kullaniminin bu aktiviteyi etkilemedigini gézlemledik.

TIDM’li ergenlik oOncesi kizlarda yapilan g¢aligmalara gore artan sayida kiiciik
biiyliyen folikiil oldugunu 6neren yiiksek anti-Miillerian hormon konsantrasyonlarina
sahip olduklar1 gozlenmistir ve bu durum insiilin tedavisinin graniiloza hiicreleri
iizerinde uyarici bir etkisi oldugunu gostermektedir (Codner ve ark., 2011). Literatiirle
uyumlu olarak, ¢calismamizda olusturulan deney gruplarindaki farelerin ovaryal folikiil
rezervinin degerlendirilmesi i¢in yaptigimiz folikiil sayimina gore, kontrol ve ¢dzgen
gruplarina kiyasla DM+ Insiilin grubunda primordiyal folikiil sayisinda artis oldugu
belirlendi (P<0.05). DM+ Linagliptin+ Insiilin ve DM+ TUDCA+ Insiilin gruplarinda
ise DM+ Insiilin grubuna gére primordiyal folikiil sayisinda azalma oldugu (P<0.05),
fakat bu azalmanin kontrol ve ¢dzgen grubuna gore farkli olmadigi gézlendi (P>0.05).
Olusturulan deney gruplari arasinda primer ve sekonder folikiil sayilar1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 belirlendi. DM+ Linagliptin grubunda
antral folikiil sayis1 en azdi. Fizyolojik olarak pankreas, 6nemli bir ilk gegcis klirensi
ile portal vene insiilin salgilar (Shishko ve ark., 1992). TIDM’de, subkutan insiilin
dogrudan sistemik dolasim sistemine emilir, ilk gecis hepatik klirensi atlanir ve
boylece ovaryumlari artan insiilin konsantrasyonlarina maruz birakir. Yiiksek sistemik
insiilin konsatrasyonlarina maruz kalma, ovaryum insiilin ve IGF-1 reseptorlerini

uyarir, bu da folikiil stimulasyonuna ve ovaryum androjen liretiminin artmasina neden
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olabilir (Escobar-Morreale ve ark., 2000). Bu faktorler, TIDM’de polikistik over
sendromunun artmasina katkida bulunur (Escobar-Morreale ve Roldan-Martin, 2016).
Calismamizda DM+ Insiilin grubunda artan primordiyal folikiil sayisinin gézlenmesi
olas1 bir polikistik over sendromunun gdstergesi olabilir. Ayrica Linagliptin uygulanan
gruplarda, primordiyal folikiil sayisinda azalma goriilmesi ve 6zellikle hem linagliptin
hem de insiilinin bir arada uygulanmasiyla bu sayinin daha da azalmasi polikistik over
sendromu gibi lireme rahatsizliklarini iyilestirebilecegini diisiindiirmektedir. Antral
folikiil sayisinin en az Linagliptin uygulanan grupta gozlenmesi, primordiyal folikiil
havuzunun korundugu ve primordiyalden biiyiiyen folikiillere gecisin azaldigini
diistindiirmektedir. %99’ dan fazla fare ovaryum germ hiicreleri atrezi yoluyla
kaybolur ve ¢ok azi ovulasyona ulasir (Tingen ve ark., 2009). Atretik folikiil sayisinin
en az DM+ Linagliptint+ Insiilin grubunda gdzlenmesi ise linagliptin ve insiilinin
birlikte kullanimmin T1DM fare modelinde diger gruplara gore daha az folikiil
kaybina neden oldugunu gostermektedir. Bu durum saglikli bir folikiiler gelisim igin

fayda saglayabilir.

Daha once yaptigimiz ¢alismada, TIDM’li fare ovaryumlarinda hem kaspaz 12 hem
de kaspaz 3’lin 6nemli 6l¢iide indiiklendigini gosterdik. TIDM’nin neden oldugu asir
ER stresinin, ovaryum dokusunda kaspaz 12-9-3 sinyal kaskadi yoluyla apoptotik bir
mekanizmay1 desteklemesinin muhtemel oldugunu gordiik (Okan ve ark., 2021). Bu
tez projemizde ise, diyabetle indiiklenen asir1 ER stresini dengelemek ve ER stresi ile
gelisen apoptotik mekanizmanin linagliptin ve insiilin uygulamasi ile fare
ovaryumunda homeostaz siirecini destekleyip destekleyemecegini arastirdik. Bunun
icin, iireme c¢agindaki 6 haftalik Balb/C disi farelerin ovaryum dokusunda T1DM’ye
yanit olarak ER stresi ile iliskili apoptotik siirece katkida bulunan UPR
doniistlirticiilerinin  aktivasyonunu analiz ettik. Memelilerde, ER’nin katlama
kapasitesi asildiginda, ER zarinda yerlesik proteinler PERK, ATF6 ve IRE],
katlanmamis protein yanitin1 (UPR) (Hetz ve Papa, 2018) baslatir. PERK, elF2’yi
fosforile ettigi otofosforilasyon yoluyla dimerlesir ve aktif hale gecer. Bu da gen
ifadesini diizenlemek i¢in hiicre c¢ekirdegine yer degistiren transkripsiyon faktorii
ATF4’{in artan translasyonu ile es zamanli olarak protein sentezinde genel bir azalma
ile sonuclanir (Hetz ve Papa, 2018). CREB2 olarak da bilinen ATF4, c¢ok cesitli
dokularda yapisal olarak ifade edilir (Mamady ve Storey, 2008). ATF4’{in osteoblast

farklilagmasi sirasinda gerekli olan yiiksek seviyeli proliferasyonu diizenlemede
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onemli bir rol oynadig bildirilmistir (Wortel ve ark., 2017). ATF4, ovulasyon i¢in
gerekli olan C/EBPa ve C/EBPp dahil olmak tizere C/EBP ailelerinin iiyeleriyle
heterodimerler olusturulabilir (Vallejo ve ark., 1993; Fan ve ark., 2011). Birkag
calisma, ATF4’lin liremedeki roliinii de tanimlamistir. Koryonik villus dokusunda
azalan ATF4 ekspresyonu hamile kadinlarda diisiife neden olabilir (Chai ve ark.,
2013). Ayrica ATF4’iin folikiiler fonksiyonu diizenlemedeki roliinii ortaya koyan
calismalar vardir. Ornegin, ATF4’{in degistirilmis ifadesi, folikiillerin gelisimi ile
yakindan iligkilidir (Lin ve ark., 2012b; Barilovits ve ark., 2014; Cui ve ark., 2014).
Ayrica korpus luteumun fonksiyonel ve erken regresyon evrelerinde ATF4
indiiklenebilir (Park ve ark., 2014). Bununla birlikte, ATF4’{in ovaryumdaki islevinin
altinda yatan spesifik diizenleyici mekanizmalar belirsizligini korumaktadir. Baz1
calismalar ATF4’lin ovaryum graniiloza hiicre hasarini indiikledigini ve ovaryum
folikiil aktivasyonunu inhibe ettigini gostermektedir (Barilovits ve ark., 2014; Liu ve
ark., 2019). Calismamizda ATF4 protein ifadesi DM+ Insiilin grubunda artti. Hem
linagliptin hem de linagliptin ve insiilin uygulamalarindan sonra bu gruplardaki ATF4
protein ifadesinin TUDCA uygulanan gruplara gore daha ¢ok diismesi, linagliptinin
tip 1 diyabetik fare ovaryumlarinda ER stres kosullarini hafifletmede daha etkili

oldugunu gostermektedir.

UPR  doniistiiriictilerinden  bir  digeri olan ATF6’nin  hiicre canliliginin
stirdiiriilmesinde rol oynadigi bildirilmistir (Ambrose ve Mackenzie, 2013). Bir bagka
calismada ATF6 ’nin desidual hiicrelerin proliferasyonu iizerinde gii¢lii bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Lian ve ark., 2011). Daha 6nce yapilan bir ¢galigmada, fizyolojik
kosullarda fare graniiloza hiicrelerinde primer folikiil asamasindan baslayarak, folikiil
gelisiminin c¢esitli asamalar1 boyunca ATF6 ifadesi gézlenmistir. Biiyiiyen folikiil
asamasina dogru ATF6 immiin boyanma yogunlugu daha gii¢lii hale gelmistir (Xiong
ve ark., 2017). Ayni ¢alismanin in vitro asamasinda, ATF6’dan yoksun fare granuloza
hiicrelerinde gdzlenen apoptotik hiicre sayisi, kontrol grubuna gore onemli Slgiide
diisiik ¢ikmigtir. Ayrica TUNEL pozitif hiicre oraninin ATF6 yoksun grupta kontrol
grubuna gore agikca daha diisiik oldugu gdosterilmistir (Xiong ve ark., 2017). Bizim
calismamizda ise tiim deney gruplarinda her bir folikiiler asamada ATF6 ifadesi
gdzlendi. Ozellikle tiim gruplardaki biiyiiyen folikiillerin oositlerindeki zona pellusida
da yogun membrandz ATF6 ifadesi oldugu belirlendi. Ayrica, DM+Linagliptin
grubundaki primordiyal folikiillerdeki ATF6 immun boyanmanin diger gruplardakine
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kiyasla azaldig1 gozlendi. ATF6’nin linagliptin uygulamasi ile birlikte folikiiler atretik
folikiiliin seciliminde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Onceki ¢alismamiza
benzer gekilde (Okan ve ark., 2021) western blot yontemi ile de ATF6 protein ifadesi

icin gruplar arasinda anlamli bir fark bulamadik.

Aktif hale getirilmis IRE1, TRAF2’yi goreve ¢agirir, bu da ASK1 ve JNK asagi yonde
aktivasyonu ile sonuclanir (Urano ve ark., 2000). Bir yandan uzun siireli ER stresi
sirasinda siirdiiriilen JNK aktivitesi, Bel-2 (B hiicreli lenfoma 2) protein ailesinin anti-
apoptotik iiyelerini inhibe eder. Ote yandan, JNK, Bid (BH3 etkilesen alan 6liimii
agonisti) ve Bim (hiicre 6liimiiniin Bcl-2 etkilesimli aracisi) gibi yalnizca proapoptotik
BH3 proteinlerini fosforile eder ve aktif hale getirir. Kombine olarak, bu olaylar Bax
(Bcl-2 iligkili X protein) ve Bak (Bcl-2 benzeri protein 7)’1n oligomerizasyonuna yol
acarak dis mitokondriyal zarin gegirgenlesmesine ve igsel apoptotik siirecin
yiirlitiilmesine neden olur (Kim ve ark., 2006; Dhanasekaran ve Reddy, 2008).
Calismamizda, p-JNK1+ JNK2 immun boyanma yogunlugu DM+ Insiilin grubunda
artti. Diger tiim gruplarda oOzellikle biiyliyen folikiillerde piknotik granuloza
hiicrelerinde ve atretik folikiillerde immun boyanma siddetinde artma oldu. Elde
ettigimiz western blot bulgularimiza gore, total INK1+ JNK2 bakimindan gruplar
arasinda anlamli bir farklihk bulunmadi. Elde ettigimiz bulgulara gére, DM+
Linagliptin+ Insiilin grubunda p-JNK 1+ JNK2 band yogunlugunun diger tiim gruplara
gore olduk¢a az goriilmesi, bu kombine uygulamanin p-JNKI1+ JNK2 yolagim

baskilamada daha etkin oldugu goriilmektedir.

Folikiilogenez, biiylime ve atrezi, bir dizi olduk¢a karmasik fizyolojik degisiklikler
icerir. Graniiloza hiicreleri ve oosit arasindaki ¢apraz konusma da folikiiler gelisimin
sonucunu etkileyen dnemli bir faktor olarak kabul edilir (Lin ve ark., 2012a). Bununla
birlikte, folikiillerin ¢ogu bozulma veya atrezi gecirir ve sadece ¢ok azi basarili bir
sekilde ovulasyona ulagir. Graniiloza hiicre apoptozunun folikiiler atrezi i¢in bir
belirte¢ ve indiikleyici oldugu bilinmektedir (Maruo ve ark., 1999). Calismamizda ER
stresi iliskili apoptotik siirecte rol oynayan kaspaz 12 ve kaspaz 3 protein ifadeleri
T1DM’li fare ovaryumlarinda incelenmistir. Elde ettigimiz bulgulara gore; kaspaz 12
immun boyama yogunlugu bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadi. Total kaspaz 12 protein ifadesi kontrol ve c¢ozgen gruplarn ile

karsilastirildiginda DM+ Linagliptin+ Insiilin, DM+ TUDCA ve DM+ TUDCA+
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Insiilin gruplarinda anlamli olarak artma oldugu gozlendi. Cleaved kaspaz 12 protein
ifadesi ise DM+ Insiilin grubunda diger tiim gruplardan yiiksek oldugu belirlendi.
Linagliptin uygulanan gruplarda cleaved kaspaz 12 ifadesinde azalma vardi. Bu
verilere paralel olarak ER stresini azaltma kapasitesi bilinen ajanlardan biri olan
TUDCA uygulanan gruplarda da benzer sekilde azalmanin olmasi, linagliptinin bir ER
stres inhibitdrii ve antidiyabetik ajan gibi hareket ettigini ve ER stresine kars1 hayatta
kalim cevabini indiikledigini gostermektedir. Bununla birlikte cleaved kaspaz 3
immun boyanma yogunlugu DM+ Insiilin grubunda artt1. Ozellikle tiim gruplardaki
biiyliyen folikiil asamasindaki piknotik c¢ekirdekli granuloza hiicrelerinde boyanma
vardi. Bu boyanma yogunlugu DM+ Insiilin grubu ile karsilastirildiginda linagliptin
uygulanan gruplarda daha azdi. Ayrica Linagliptin ve insiilinin birlikte kullanimi
apoptoza ugrayan graniiloza hiicre sayisini1 da azalttig1 goriildii. Total kaspaz 3 protein
ifadesi internal kontrol beta aktin ile oranlandiginda, DM+ Insiilin, DM+ Linagliptin,
DM+ TUDCA ve DM+ TUDCA+ Insiilin gruplarinda kontrol ve ¢dzgen gruplarina
gore band siddetinde azalma oldugu belirlendi. DM+ Linagliptin+ Insiilinde gézlenen
band yogunlugunun kontrol ve ¢ézgen gruplari ile benzer oldugu gozlendi. Cleaved
kaspaz 3 protein ifadesi ise DM+ TUDCA+ Insiilin grubu haricinde diger tiim
gruplarda kontrol ve ¢dzgen gruplarina kiyasla artma oldugu tespit edildi. En ytiksek
artts DM+ Insiilin grubunda gozlendi. Linagliptin uygulanan gruplarda cleaved kaspaz
3 ifadesi anlaml1 olmamakla birlikte DM+ Insiilin grubuna gére daha azdi. Elde edilen
bulgulara gore linagliptinin tek basina ya da insiilin ile birlikte kullaniminin T1DM
fare ovaryumlarinda apoptotik siiregte kaspaz 12 ve kaspaz 3 yolaklarini baskilamada

benzer etkide bulunduklar1 goriilmektedir.

UPR’nin 6nemli bir bilesenlerinden biri olan XBP1, ayn1 zamanda diger bir¢ok agidan
onemli bir niikleer transkripsiyon faktériidiir. Ornegin, XBP1 lipid metabolizmasinin,
glikoz metabolizmasinin, obezitenin ve aterosklerozun diizenlenmesine aracilik eder
(Wu ve ark., 2015). Ayrica son on yilda, artan sayida arastirma ¢alismasi, ER ve disi
iireme arasindaki iligkiye odaklanmis durumdadir (Logue ve ark., 2013; Yang ve ark.,
2016). Endojen XBP1’in normal preimplantasyon embriyonik gelisimi i¢in ¢ok dnemli
oldugunu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2012a). Onceki ¢alismamizda, TIDM fare
ovaryumlarinda 6nemli 6l¢iide artan XBP1 seviyelerini gostermistik (Okan ve ark.,
2021). Simdiki ¢alismamizda ise, DM+ Insiilin grubunda XBP1 ifadesi artarken,
Linagliptin ve TUDCA uygulanan gruplarda bu ifadede azalis gozlendi. Ozellikle
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DM+ Linagliptin+ Insiilin, DM+ TUDCA ve DM+ TUDCA+ Insiilin gruplarinda
gozlenen XBP1 ifadeleri kontrol ve ¢6zgen gruplariyla benzerlik gosterdi.
IREla/XBP1, ER protein saperonlarini kodlayan genlerin ekspresyonunu ve hiicre
hayatta kalmasinda islev géren ERAD yollarmi indiikler (Schroder ve Kaufman,
2005). Linagliptin ve insiilinin birlikte kullanim1 diger UPR déniistiiriiciilerinin de
ifadelerini azalttig1 gibi XBP1’in de ifadesini azalttig1 goriilmektedir. Western blot
bulgular1 antikordan kaynakli oldugunu diisiindiigiimiiz anlamli olmayan band

goriintiileri vermesi nedeniyle tartigilmamastir.

Grp78 ve CHOP, ER stresi altinda anti- ve proapoptotik roller oynar (Li ve ark., 2014).
ATF6 susturma isleminden sonra graniiloza hiicrelerinde Grp78 mRNA seviyelerinin
belirgin sekilde arttigi, buna karsilik, Chop mRNA ifadesinin ATF-6 knockdown
grubunda 6nemli dl¢lide azalma gosterdigi bildirilmistir (Xiong ve ark., 2017). Bizim
calismamizda ise; Grp78 mRNA seviyeleri bakimindan gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmazken, Chop mRNA seviyelerinde DM+ Insiilin ve DM+ TUDCA
gruplarinda artma oldu. DM+ Linagliptin, DM+ Linagliptin+ Insiilin ve DM+
TUDCA+ Insiilin gruplarinda ise bu ifadede anlamli olarak azalma oldugu gézlendi.
Elde edilen bulgulara goére TIDM farelerde yalnizca TUDCA uygulamasi Chop
mRNA seviyelerini degistirmekte etkin degilken, TUDCA ve insiilinin birlikte
kullanim1 bu ifadeyi azaltmada ve pro- apoptotik siireci inhibe etmekte daha basarili
oldugu goriilmektedir. Bu verilere paralel olarak Linagliptin ve Linagliptin+ Insiilin
uygulamalarindan her ikisi de Chop mRNA seviyelerini azaltmada benzer etkiye sahip

oldugu goriilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, STZ ile indiiklenmis T1DM modeli olusturulan farelere bir DPP-
4 inhibitorii olan linagliptinin insiilin ile birlikte uygulanmasinin sonucunda fare
ovaryan folikiil rezervine olan etkileri saglikli folikiil saymmi yoOntemi ile
degerlendirildi. Ayrica, ER stresi iligkili yanitta rol oynayan doniistiiriiciilerin fare
ovaryumlarindaki ekspresyon diizeyleri immunohistokimya, western blot ve qRT-

PCR yontemleri ile aragtirilmig ve elde edilen sonuglar agagida 6zetlenmistir.

1) Linagliptin ve insiilin kombine uygulamasinin TI1DM fare ovaryumlarinda ER
stresine kars1 homeostazi saglayici yonde etkiledigini gosteren literatiirdeki ilk
caligmadir.

2) Linagliptin insiilin kombine tedavisinin ovaryumlardaki oksidatif stres
seviyelerini azaltmada ve kan sekerini diisiirmede daha basarili oldugu ortaya
konulmustur.

3) DM+ Linagliptin+ Insiilin grubunda atretik folikiil sayisinda ve cleaved kaspaz
12, cleaved kaspaz 3, XBP1, ATF4 ve p- JINK1+ JNK2 gibi siddetli ER stresi
sirasinda apoptotik siiregte yer alan proteinlerin ifadelerinde azalma oldugu
gosterilmistir.

4) Linagliptin ve insiilinin birlikte kullaniminin Chop mRNA seviyelerini
azaltmada ve pro-apoptotik siireci inhibe etmede daha basarili oldugu

gosterilmistir.

Sonug olarak ¢alismamizin, TIDM hastaligint disi farelerde modelleyerek tedavide
uygulanan insiiline ek olarak bir DPP-4 inhibitorii olan linagliptinin eklenmesi ile
diyabet ile indiiklenen ER stresi ile iliskili ovaryan patolojilerin tedavisinde

kullanilabilecek yeni yaklasimlara 1s1k tutacagina inanmaktay1z.
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