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OZET

Nikotinamid Mononiikleotid (NMN) ve Nikotinamid Ribozid (NR) ile
Mitokondriyal Stres inhibisyonunun Orta Yash Sicanlarda Anovulasyon Uzerine
Etkilerinin Arastirilmasi

Amac: Bu ¢alismada, Nikotinamid Mononiikleotid (NMN) ve Nikotinamid Ribozid
(NR)" in orta yash siganlarda ovulasyon problemlerini azaltma ve mitokondriyal
dinamiklerdeki (mitokondriyal fisyon ve fiizyon mekanizmalart) bozulmalari iyilestirme

potansiyelleri arastirildi.

Materyal ve Metot: Gen¢ (Normal), orta-yash (kontrol), orta yaslhitNMN ve orta
yasli+NR olmak tizere Wistar albino cinsi disi si¢canlardan olusan 4 farkli grup olusturuldu.
Her grupda 6 sigan yer aldi. NMN 500 mg/kg konsantrasyonda intraperitoneal fakat NR 200
mg/kg konsantrasyonda gavaj ile uygulandi (17 giin siireyle toplam 17 doz). Serum
orneklerindeki folikiil uyarict hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH) ve anti-miillerian
horman (AMH) seviyeleri ELISA ile analiz edildi. Hematoksilen-eozin boyama kesitleri
histopatolojik incelenme ve folikiil sayim1 igin kullanildi. Mitokondriyal fisyon (Drpl, Mff
ve Fisl) ve fiizyon (Mfnl, Mfn2, Opal, Fam73a ve Fam73b) genlerinin yanisira Sirt] geninin
ekspresyon seviyeleri RT-PCR ile analiz edildi. Fisyon proteinlerinin ve SIRT1" in ekspresyon

seviyeleri ayrica Western Blot ile analiz edildi.

Bulgular: Kontrole oranla, NMN ve NR gruplari i¢in daha yiiksek ovaryum indeksi,
daha fazla korpus luteum ve antral folikiil sayisi tespit edildi. NMN veya NR uygulamasinin
LH/FSH oranindaki dengesizligi diizelttigi belirlendi. RT-PCR ve Western Blot analizlerine
gore, geng gruba oranla kontrol grubunun ovaryumlarinda mitokondriyal fiizyonda azalma
fakat mitokondriyal fisyonda artis oldugu tespit edildi. Tam tersine, kontrol grubuna oranla
NMN ve NR gruplarinda mitokondriyal fiizyonda artig fakat mitokondriyal fisyonda azalma
belirlendi. Kontrole oranla NMN ve NR gruplarinda Sirtl i¢in daha yiiksek gen ve protein

ekspresyon seviyeleri dl¢iildii.

Sonu¢: Hem NMN hemde NR' nin orta-yash si¢gan ovaryumlarinda mitokondriyal
dinamigi yeniden dengeye getirebilecegi ve bu sekilde yaslanma kaynakli ovaryum

defektlerini ve ovulasyon anormalliklerini diizeltebilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: mitokondriyal dinamik, NMN, NR, ovaryum yaslanmasi



ABSTRACT

Investigation of Effects of Mitochondrial Stress Inhibition by Nicotinamide
Mononucleotide (NMN) and Nicotinamide Riboside (NR) on Anovulation in
Middle-Aged Rats

Aim: In this study, the potentials of Nicotinamide Mononucleotide (NMN) and
Nicotinamide Riboside (NR) to reduce ovulation problems and ameliorate the disruptions
in mitochondrial dynamics (fission and fusion mechanisms) in middle-aged rats were

investigated.

Material and method: Four different groups of Wistar albino female rats were
formed: young (normal), middle-aged (control), middle-aged+NMN and middle-
aged+NR. There were 6 rats in each group. NMN was administered at a concentration of
500 mg/kg intraperitoneally, but NR at a concentration of 200 mg/kg by gavage (a total
of 17 doses for 17 days). Follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH)
and anti-mullerian hormone (AMH) levels in serum samples were analyzed using ELISA.
Hematoxylin-Eosin staining sections were used for histopathological examination and
follicles-counting. Expression levels of mitochondrial fission (Drpl, Mff and Fisl) and
fusion (Mfnl, Mfn2, Opal, Fam73a and Fam73b) genes as well as Sirtl gene were
analyzed by RT-PCR. Expression levels of fission proteins and SIRT1 were also analyzed
by Western Blot.

Results: Compared to the control, higher ovarian index, more corpus luteum and
antral follicles were detected in NMN and NR groups. NMN or NR application was found
to correct the imbalance in LH/FSH ratio. RT-PCR and Western Blot analyzes showed
that there was a decrease in mitochondrial fusion but an increase in mitochondrial fission
in the ovaries of the control group compared to the young group. On the contrary, there
was an increase in mitochondrial fusion but a decrease in mitochondrial fission in NMN
and NR groups compared to the control. Higher gene and protein expression levels for

Sirtl were measured in the NMN and NR groups compared to the control.

Conclusion: It was determined that both NMN and NR could rebalance mitochondrial
dynamics in middle-aged rat ovaries, thus correcting aging-induced ovarian defects and

ovulation abnormalities.

Key Words: mitochondrial dynamics, NMN, NR, ovarian aging
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1. GIRIS

Hiicrede firetilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) yaslanma siirecinin en Onemli
etkeni olarak kabul edilmektedir. Yaslanma siireci boyunca ROS seviyesi siirekli
artmakta ve asir1 ROS birikimi de hiicrede mutasyonlara ve mitokondriyal oksidatif strese
neden olmaktadir. Ortaya ¢ikan mitokondriyal stres ise mitokondriyal yapinin ve
fonksiyonlariin bozulmasina ve ATP {iretiminin azalmasina sebebiyet vermektedir.

ROS kaynakli fizyolojik yaglanma tiim viicut organlarini etkilese de pankreas ve
uterus gibi diger organlara oranla ovaryumlar daha hizli yaglanmaktadir. Yaslanmaya
bagli mitokondriyal stres ovaryumlarda oosit kalitesini ve sayisini azaltmakta, graniiloza
hiicre apoptozunu indiiklemekte, korpus luteumun dejenerasyonunu hizlandirmakta ve
fertilizasyon basarisin1  diisiirmektedir. Bu yilizden, ovaryum yaslanmasi disi
infertilitesinin en dnemli sebeplerinden birisi olarak kabul edilmektedir.

Mitokondriyal dinamikler olarakta bilinen mitokondriyal fisyon (mitokondrilerin
boliinmesi, fragmentasyon) ve flizyon (iki mitokondrinin birlesmesi) mekanizmalari
hiicrelerde mitokondriyal morfolojiyi ve aktiviteyi etkilemektedir. Hiicrede ortaya ¢ikan
ROS kaynakli oksidatif stres ise flizyon ve fisyon mekanizmalarini1 bozarak ovaryumlar
dahil ¢esitli organlarda mitokondriyal fonksiyonlar1 azaltmaktadir. Yasl ovaryumlarda
ise mitokondriyal fiizyon ve fisyon mekanizmalarindaki dengenin bozuldugu
bilinmektedir.

Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™); organik molekiillerden ATP iiretimi
sirasinda koenzimler olarak gorev yapmaktadir. NAD® hiicrede diisiik seviyede
bulundugunda hiicrede enerji iiretimi azalmaktadir. Hiicrede artan NAD™ seviyesinin
memeli hiicrelerinde mitokondriyal fonksiyonu iyilestirdigi, mitokondriyal stresi azalttig1

ve yaslanma karsit1 6zellik tasidigr gosterilmistir.



Hiicrelerde NAD"™ nin sentezinde Oncii (precursor) olarak kullanilan 6nemli
molekiiller Nikotinamid mononiikleotit (NMN) ve Nicotinamide riboside (NR) dir.
Yapilan ¢alismalarda, NAD" dnciisii olan bu molekiillerin tipkt NAD™ gibi mitokondriyal
fonksiyonlar1 diizenleyerek mitokondriyal stresi azalttig1 ve bu sayede de yaglanma karsiti
Ozellik tasidigr gosterilmistir. Bu molekiiliin mitokondriyal fonksiyonlar1 diizeltmesi
sayesinde yaglanmayla ortaya ¢ikan bir¢ok hastaliga karsi koruyucu etkiye sahip oldugu
rapor edilmistir. Hatta, eksojen olarak verilen NMN’ nin NAD" seviyesini artirarak ileri
yasl farelerde oosit kalitesini ve ovulasyon oranini artirdigi rapor edilmistir. Bununla
birlikte, NMN' nin ovaryumlardaki mitokondriyal fisyon ve fiizyon mekanizmalari
iligkisi heniiz literatiirde test edilmemistir. NR' nin ise sadece mitokondriyal dinamikler
degil ayn1 zamanda oosit kalitesi ve ovulasyon parametreleri iizerindeki etkiside heniiz
bir ¢calismada test edilmemistir.

Bu tez calismasinda, orta-yash siganlarda NR ve NMN uygulamasi ile ovaryum
fonksiyonlarmin diizeltilmesi ve ovulasyon veriminin artirilmasi ve bu molekiillerin
mitokondriyal dinamikleri (fiizyon ve fisyon mekanizmalari) etkileyip etkilemediginin

ortaya ¢ikartilmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ovaryumlarm Embriyolojisi, Anatomisi ve Histolojisi

2.1.1. Ovaryumlarm Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozal cinsiyet tayini fertilizasyon sirasinda
belirlenmektedir. Gonadlar yedinci hafta tamamlanana kadar erkek ya da disi morfolojik
Ozellige sahip olmazlar. Y kromozomu iizerinde bulunan SRY geni (Y kromozomu
tizerinde cinsiyet belirleyen bolge) canlida gelisecek olan gonad tiirliniin belirlenmesinde
genetik kontrolii saglamaktadir. SRY geni varsa Gonad, erkek, yoksa disi olarak
belirlenir. Y kromozomu olmayan XX cinsiyet kromozomlarina sahip disi embriyolarda
primitif cinsiyet kordonlar1 diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir.'2. Primitif cinsiyet
kordonlar1 belli bir hiicre kiimelerine ayrilarak yerini stromaya ve medulla igeren
ovaryuma birakir. Primordiyal germ hiicreleri gonadlara ulastiktan sonra farklilagarak
oogonyumlar1 olustururlar.*

Primordiyal germ hiicreleri ilk olarak intrauterin 3. haftanin sonunda yolk kesesi
duvarinin Allantoise yakin olan kisminda goriiliir. 3. haftanin sonu, 4. haftanin basinda
primordiyal germ hiicreleri ameboid hareketlerle gelismekte olan barsak dorsal
mezenterinden gecerek gelismekte olan ilkel gonadlara goc¢ eder. Primordiyal germ
hiicreleri gonadlara ulasamaz ise dejenere olarak yok olurlar. Ayni sekilde gonadlarin da
ileri gelisimi i¢in primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara ulagmis olmas1 gerekmektedir.
Primordiyal germ hiicreleri gelismekte olan gonadlara ulasir ulasmaz oogoniumlara
farklanir. Bu arada mitoz ile hizla gogalarak oogoniumlarin sayilar1 artar.® Yirminci
haftanin sonunda oogonyumlarin sayis1 yedi milyon kadardir. Dogumdan sonra,
oogonyum olusmaz. Mayoz boéliinme geciren oogonyumlar primer oositleri olusturur.
Oositlerin etrafini tek katli yass1 seklinde hiicreler ¢evreler ve primordiyal follikiillerin

sayis1 artar. Gestasyonun yirminci haftasinda gonadlar en yiiksek kapasitesine ulasir.58



2.1.2. Ovaryumlarin Anatomisi

Ovaryumlar eliptik sekilli 3 x1,5 X1 cm boyutlarinda pembemsi renkli yapilardir.
Ovaryumlar uterusun her iki yaninda, pelvis boslukta intraabdominal olarak yerlesmis,
rektumun Onilinde, fossa ovarica igerisinde sagli sollu bulunan bir ¢ift organdir.
Ovaryumlar mezovaryum ile peritoneal katlanti tarafindan broad ligamentin posterioruna
baghdir. Tubal taraftaki kutbu ise suspensor ligament tarafindan pelvis duvarina
baglanir.®1°

Over iki adet arter dali tarafindan beslenir. Bunlardan biri ovaryan arter overe
lateralinden yapisip, peritondan gegip, suspensor ligament igerisinden geger. Diger arter
ise kardinal ligament icerisindeki uterusun ovaryan dalidir. Uterusun lateral kenarlarinda
bu iki arter anastomoz yapar.'! Arterlere intraovaryan venler drene olur. Overin igindeki
venler hilustaki aga eslik eder ve infundibulopelvik ligament boyunca yol alir. Overin
venleri, uterin venlerin kollar1 ile ag yapar. Sag ovaryan ven ise vena kava inferiora, sol
ovaryan ven sol renal vene drene olur.2

Ovaryumlarin, ekstremitas uterina ovarii ve ekstremitas tubaria ovarii i1simli iki
ucu, facies lateralis ve facies medialis isimli iki ylizii, margo mesovaricus ovarii ve margo
liber isimli iki kenar1 bulunmaktadir.3

2.1.3. Ovaryumlarin Histolojisi

Over; dista korteks ve icte medulla olmak ftzere iki histolojik kisimdan
olugsmaktadir. Ayrica overin mezoovaryuma tutunma yeri olan hilus bulunur (Liu 2016).
Memelilerde ovaryumlarin yiizeyi tek katl kiibik veya tek katli yassi epitelden olusan
germinal epitel adi verilen hiicre tabakasiyla ortiiliidiir. Over yiizey epitelinin hemen
altinda tiim overi bir kapsiil gibi saran tunika albuginea denilen bag dokusu ile

cevrilmistir. 1415



Ovaryumun merkezinde bulunan medulla gevsek bag dokusu, kan damarlari,
lenfatikler ve poligonal interstisyel hiicre gruplari ve sinir icermektedir. Medulla,
peritonun mezoteli ve ovaryumun germinal epiteli ile kaplanmig mezovaryumla devam
eder.'® Kortekste zengin, seliiler bag dokusu igerisinde gelisen folikiiller, korpus luteum,
destekleyici stroma ve kan damarlar1 bulunur.’

2.2. Folikiiler Gelisim

Gebeligin besinci haftasinda, disi bir fetiisiin ovaryumu yaklagik 500 ila 1300 ilkel
germ hiicresi igerir. Primordiyal germ hiicreleri mitoz gecirir ve gebeligin yirminci
haftasinda disi fetiis yaklasitk 6 ila 7 milyon germ hiicresine sahiptir. Mitoz
tamamlandiginda, germ hiicreleri mayoz boliinmeye girer ve mayoz profaz I'de durur ve
germ hiicre kistlerini olusturur. Her bir germ hiicre kisti bir oosit ve tek bir besleyici
graniiloza hiicresi tabakasi i¢eren ilkel bir primordial folikiil olusturmak {izere geriler. Bu
siire¢ sirasinda bircok germ hiicresi kaybolur ve disi 1-2 milyon primordial folikiil ile
dogar. Ergenlige ulastifinda ise, yaklasik 400.000-500.000 primordial folikiil kalir.'8

Fetal gelisimin tiglincii ayinda, ilk kez ovaryumlarda primordial folikiiller ortaya
cikar. Primordiyal folikiiller, olgun ovaryumda tunika albuginea'nin hemen altinda
korteksin stromasinda bulunur. Oosit, tek katli yassi folikiil hiicreleri ile ¢evrilidir. Bir
bazal lamina, folikiil hiicrelerinin dis yiizeyini ¢evreler. Oosit ve ¢evresindeki folikiil
hiicreleri bu noktada birbirine yakin halde bulunur. Folikiildeki oosit, biiylik ve eksantrik
bir niikleusa sahiptir ve ¢ap1 yaklastk 30 pm’dir. Ayrica primordiyal folikiillerin
merkezinde bulunan primer oosit sitoplazmasinda endoplazmik retikulium, lizozomlar,
golgi aygit1 ve de ¢ok sayida mitokondriyonlar bulundurmaktadir,019
Ovaryumlarin iki temel islevi vardir. Bunlardan ilki, disi tireme sistemini harekete

geciren hormonlart iiretmek, ikincisi ise folikiilogenez olarak bilinen siire¢ ile oosit

gelisimini, segimini ve saliimmini kontrol etmektir.?°



Folikiilogenez, dogum 6ncesi donemde gelisen ve ergenlige kadar pasif durumda
kalan primordial folikiillerin primer ve antral fazlar1 gecerek sekonder oositleri igeren
olgunlagmig graaf folikiilii haline doniistiigii ve olgunlasmis oositin dongiiniin ortasinda
dollenmek veya atrezi ile ortadan kalkmak iizere ovidukta atildigi siiregtir. Siirecin
kontrol edilmesinde FSH ve LH gorev almaktadir.® Gelisim asamalarma gore
primordiyal folikiil, gelismekte olan folikiil, olgun (Matiir) folikiiller (Graaf folikiil)
olmak iizere Ui¢ tip folikiil bulunur. Gelismekte olan folikiiller primer (birincil) ve
sekonder (ikincil veya antral) folikiiller olarak ikiye ayrilir. Ayrica primer folikiiller
unilaminar (tek tabakali) ve multilaminar (¢ok tabakali) primer folikiiller olarak ikiye
ayrilir.2%2
Primer folikiil geligsirken primer oositin ¢evresindeki yass1 folikiil hiicreleri kiibik
bir sekil alir. Primer folikiiller, folikiil hiicrelerinin oosit ¢evresinde olusturdugu katman
sayisina gore unilaminar primer folikiil ve multilaminar primer folikiil olmak tizere iki
kisimda incelenmektedir.® Multilaminar (gok tabakali) primer folikiilde, folikiil hiicreleri
oosit ¢cevresinde ¢ok sayida sira olustururken, unilaminar (tek tabakali) primer folikiilde
ise oosit gevresinde tek sirali folikiiler hiicreler yer almaktadir.?® Cogalan folikiil epitel
hiicreleri de graniiloza hiicreleri adin1 alir. Cogalan graniiloza hiicreleri, aralarindaki
oluklu baglantilar (gap junctionlar) aracilifiyla birbirleriyle temas kurarlar. Primer oositin
¢ekirdegi bu evrede yaklagik 100-150 um ¢apindadir.?* Graniiloza hiicreleri biiyiidiikge,
folikiilii dogrudan gevreleyen stromal hiicreler, bag dokusu hiicrelerinin bir kilifi olan
teka follikiiliinii {iretir. Teka folikiilleri teka interna ve teka eksterna olmak iizere iki
katmana ayrilir: Teka interna, yiiksek oranda vaskiilarize tabakasidir ve kollajen
demetleri ve fibroblastlar igerir. Teka interna hiicrelerinde 6nemli sayida liiteinize edici

hormon (LH) reseptorii bulunur.?® Teka eksternada ise kollajen liflerin yan1 sira diiz kas



hiicreleri yer almaktadir. Teka interna tabakasindaki teka hiicrelerinde LH’1n indiiktif
etkisi ile dstrojen onciilii olan androjenler (androstenedion) sentezlenir.*

Sekonder folikiil evresi, primer oositin yaklagik 200-250 um capta oldugu, stratum
graniilozumun 6-12 katmanli hal aldig: folikiiler gelisim evresidir.?® Graniiloza hiicreleri
arasinda sivi dolu bosluklar olusur. Likor folikiilleri adi verilen hyaluronan agisindan
zengin s1v1 graniiloza hiicreleri i¢inde biriktiginde bosluklar birlesmeye baslar ve sonunda
antrum ad1 verilen hilal seklinde tek bir bosluk olusturmaktadir ve antral folikiil olarak
da bilinen sekonder bir folikiil artik tamamlanmigtir.?®

2.3. Kadinlarda Infertilite

Ciftler arasinda korunma yontemi olmamasina ve diizenli bir cinsel yasamin
stirdliriilmesine ragmen 12 ay ve iizerindeki siirelerde gebelik olugsmamasi durumu insan
infertilitesi olarak tanimlanmaktadir. Infertilitenin %37' sinde tek basina kadin, %35' inde
hem erkek hem de kadin, %8' inde ise tek basina erkek faktorleri etkilidir.?’-2°

Dogustan gelen bozukluklar, hormonal anormallikler, yasam tarzi, polikistik over
sendromu, cevresel faktorler, psikolojik faktorlerin yani sira enfeksiyonlar da 6nemli
infertilite sebeplerindendir. Bu faktorler genital organlarin islevlerinde bozulmalara,
sperm ve oosit kalitesinde diisiise, spermlerin oosite tasinmasi ve implantasyon
asamalarinda sorunlar olusturmaktadir.?®

Kadinlarda yasin ilerlemesi, kilo, hormonal dengesizlik, polikistik over sendromu,
tiroid hastaligi, hyperprolactinemia, enfeksiyonlar, kemoterapik ajanlar ve kimyasal
maddeler, ovulasyon bozukluklari, endometriozis, pelvik yapisikliklar, tip tikanikligi,
diger tubal/uterin anormallikler ve hiperprolaktinemi gibi istenmeyen durumlara
sebebiyet vererek kadinlarda infertilitenin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.?%-3!
Ornegin, toksik kimyasal madde &zelligindeki ucucu organik c¢oziiciiler, klorlu

hidrokarbonlar, pestisitler ve agir metallerin yan1 sira sigara ve alkol tiiketimi kadin



infertilisinde etkili olmaktadir.3%3233 Sigara igmek 6strojen sentezini, embriyo naklini,
endometriyal alimi, endometriyal anjiyogenezi, uterus kan akismni ve uterus
miyometriyumu olumsuz etkilemektedir. Sigara igmeyenlere oranla sigara igenlerde
infertilite %60 daha yiiksektir. Alkol alimi ise Ostrojen seviyesini artirarak FSH
sekresyonunu azaltmaktadir. Azalan FSH ise kadinlarda folikiilogenezi baskilamakta ve
anoviilasyona neden olmaktadir.*

Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO) gére viicut kitle indeksinin 25 kg/m?'ye esit veya
daha biiyiik olmas1 asir1 kiloyu, 30 kg/m?' ye esit veya daha yiiksek olmasi ise obezite
olarak kabul edilmektedir.3* Asir1 kilo kaybi, obesite veya fazla kilolu olma ise hormonal
dengeyi ve menstrual dongiiyii bozarak infertiliteye neden olmaktadir.% Infertilite nedeni
olan enfeksiyonlar bakteri, mantar, protozoon veya viriis kaynakli olup, bu enfeksiyonlar
tek bir mikroorganizma veya farkli mikroorganizma tiirlerinin karigik kiiltiirii ile
olusturulmaktadir. Enfeksiyonlar, kadinlarda serviks ve endometriumun kronik
inflamasyonuna, iireme sistemi salgilarindaki degisikliklere, gamet veya embriyo
yapisinda degisikliklere ve intrauterin yapigsmasi gibi yapisal bozukluklara sebebiyet
vererek infertilite olusturmaktadir,31:36.37

Prolaktin 6n hipofiz bezi tarafindan iiretilen ve esas olarak hamilelik sirasinda
meme gelisimi ve dogum sonrasinda ise sliit iiretiminden sorumlu olan bir hormondur.
Hiperprolaktinemi ise kanda normalin {izerinde prolaktin  bulunmasidir.
Hiperprolaktinemi esas olarak hamilelik, emzirme, zihinsel stres, hipotiroidizm veya
uyku sirasindaki normal fizyolojik degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir.
Hipotalamus ve hipofiz bezini etkileyen hastaliklarin yanisira karaciger, bobrek, ovaryum
ve tiroid gibi diger organlarda ortaya ¢ikan hastaliklarda hiperprolaktinemiye neden

olabilmektedir. Kadinlarda gebelik ve lohusalik donemindeki prolaktin artiglar1 normal



olarak kabul edilsede bu donemler disindaki asir1 prolaktin artislari anovulasyon ve adet
diizensizligi problemlerine neden olarak infertiliteye sebebiyet vermektedir.383

Kadn infertilitesinin diger 6nemli sebeplerinden biriside polikistik over sendromu
(PKOS) dur. Polikistik over durumu kadinin ultrasonografik ovaryum incelemesinde, 2-
8 mm ¢apinda ¢ok sayida kiigiik folikiil kistinin olmasidir. Polikistik over sendromu ise
androjenlerin seviyelerinde artisa, ovulasyonda bozukluga ve ovaryumlarda Kistik
yapilarin ortaya ¢ikmasina sebebiyet vermektedir. PKOS tireme ¢agindaki kadinlarin %4-
8’ini etkileyen en yaygin endokrin bozuklukdur. PKOS' Iu kadinlarin %40°1 ovulasyon
bozukluguna bagl olarak infertildir.%4

2.4. Ovaryum Yaslanmasi ve Kadin Infertilitesi

Erkeklerde fertilizasyon basaris1 20-30 yas araliginda en yiiksek seviyelerde iken,
40 yasindan sonra azalmaktadir. Kadinlarda fertilizasyon basarisi 20-30 yaslarinda en
yiiksek iken, 30-40' 11 yaslar arasinda diismekte (Ozellikle 35 yasindan sonra) ve 40
yasindan sonra ise her ii¢ kadindan birinde infertilite durumu gozlenmektedir.?>?’
Ornegin, 20-24 yasindaki kadinlara kiyasla, 35-39 yasindaki kadinlarda dogurganlik %31
oraninda azalmaktadir.*?

Kadinlarda oviilasyon eksikligi veya ovulasyon olmamasi anoviilasyon olarak
isimlendirilmektedir. Ovulasyon bozukluklari, kisirlik sorunu yasayan yani infertil
kadinlarin % 40’inda ortaya ¢ikmaktadir. Yaslanmaya diger organlarda oldugu gibi
ovaryumlar: da etkilemektedir. Hatta, ovaryumlar, uterus, hipofiz bezi veya pankreas gibi
diger dokulardan daha hizli yaglanmaktadir. Yaglanma siireci boyunca, ovaryumlardaki

oositlerin hem sayis1 hem de kalitesi azalir. 50' li yaslarda ortaya ¢ikan menopoz ovaryum

yaslanmasi olarak bilinen siirecin en son adimidir.*3



Kadinlarda bir primordial folikiiliin biiyiimesi ve ovulasyon asamasina gelmesi
yaklagik 1 yil stirmektedir. Folikiilogenez sirasinda biiylime, hiicre proliferasyonu ve
folikiiler s1v1 olusumu ile saglanirken, gelisme folikiildeki tiim hiicre ve dokularin sito-
farklilasmasin1  gerektirir. Insan ovaryumlarinda sadece birkag folikiil, farklilasma
stirecini tamamlamayarak hayatta kalirken ve %99,9'u folikiiler atrezi siirecinde apoptoz
ad1 verilen programlanmis bir hiicre 6liimii mekanizmasi ile dlmektedir.*44°

Folikiilogenezde ovaryal yaslanmaya bagli olarak primordial folikiiller yani rezerv
folikiillerin sayisinda siirekli bir diisiis meydana gelmektedir. Ornegin, puberte
doneminde sayilar1 400.000 civarinda olan primordial folikiil sayis1 ovaryal yaslanmaya
bagli olarak menopoz déneminde 1000' e kadar diismektedir (Sekil 2.1)*68, Rezerv
folikiil sayisinin azalmasina bagl olarak da, adet diizensizligi baslamakta ve ilerleyen
stiregte menopoz durumu gelismektedir. Adet dongiisiiniin kisalmasi, azalmis ovaryum
rezervinin ilk igareti olarak kabul edilmektedir. Ovaryal yaslanmada primordial folikiil
havuzunda ve oosit sayisinda azalmanin yanisira oosit kalitesinde de diisiis meydana
gelmektedir. Oositlerde goriilen dagilmis kromatin  yapilari, kromozomlarin
yogunlasmasi ve 1§ ipliklerindeki anormallikler ise oosit kalitesindeki diisiisii isaret
eder.*®50 Ayrica, over yaslanmasma bagl olarak oosit kalitesi azaldig1 icin gelisen
embriyo sayis1 da diismektedir.>0-5® Diger taraftan, yasla birlikte, overin endokrin
fonksiyonu azaldigi i¢in uterin damar sisteminde anormallikler ortaya c¢ikmakta bu
durumda implantasyonunu ve biiyiimesini de engellemektedir. Diger bir ifade ile,
ovaryum yaslanmasi implantasyon basarisini da azaltmaktadir.*®% Ovaryum yaslanmasi

kaynakli tiim bu olumsuzluklar ise disilerde infertiliteye sebebiyet vermektedir.

10



Folikiil
Sayis1

Optimal
Dogurganhk
—
1,000,000 Azalan
Dogurganhk
—_—
o Dogurganhgin
100,000 Dogum Bl B B

'\Sonu

10,000 Diizensiz
Dongiiler
—

1,000 . i ; ; \ \.

0 18 31 37 41 45 51

t
Yas (yil ) Menopoz

Sekil 2.1. Yaglanmaya bagl olarak ovaryumlardaki folikiil sayisi ve fertilizasyondaki
degisim.

Folikiilogenez, dogum oncesinden menopoza kadar devam eder. Menopoz
sOzciigii Yunanca' da mens (ay) ve pause (durmak) sozciiklerinden tiiretilmistir.
Menopoz; Diinya Saglik Orgiitii tarafindan, ovaryumlarin aktivitelerini kaybetmeleri
sonucu adet dongiisiiniin kalict olarak kesilmesi olarak tanimlanmaktadir. Diinya
genelinde ortalama menopoz yast 51 olarak agiklanmaktadir. Menopoz doneminde
ovaryumlardaki folikiil miktar1 diismekte ve buna bagli olarakda Ostrojen iiretimi
azalmaktadr. Ileryen siirecte dstrojen iiretimi kesilmekte ve ovaryumlar kiigiilmekte, adet
dongiisii durmakta ve iireme yetenegi kaybolmaktadir.>® Menopoz oncesi siireg ise
premenopoz olarak adlandirilmaktadir.  Genellikle kadinlarda 40l yaslarda
baslamaktadir. Bu donemde adet gérmede diizensizlikler ve folikiil gelisim aktivitesinde
azalma s6z konusudur. Bu donem birkag ay ya da y1l siirse de bazi kadinlarda 10 yil kadar
devam etmektedir. Perimenopoz, ardisik 12 ay adet goriillmediginde sona ermekte ve bu
durumda menopozun basladigini isaret etmektedir. Postmenopoz donem ise menopoz

sonrasi siireyi kapsamaktadir.57-61
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2.5. Oksidatif Stres ve Ovaryum yaslanmasi

Mitokondriler, oksidatif fosforilasyon (ATP iiretimi), termojenez, demir-kiikiirt
kiimesi biyojenezi, hem biyosentezi, bazi lipidlerin ve amino asitlerin sentezi ve
apoptozun diizenlenmesi dahil olmak iizere bir dizi temel hiicresel rolii yerine getiren ¢ift
zarli kapali organellerdir.6263

Mitokondri, enerji metabolizmasi sirasinda i¢ zarda bulunan solunum zinciri
kompleksindeki redoks reaksiyonunu kullanarak ATP iiretir. Ayni zamanda hiicrelerde
oksidatif hasara neden olan reaktif oksijen tiirleri (ROS)'ninde en fazla iiretildigi
organeldir.54% Siiperoksit radikalleri (Oze—), hidrojen peroksit (H202), hidroksil
radikalleri (*OH) ve tekli oksijen (1O,) dkaryotik hiicrelerde ortak metabolik siireclerde
yan iiriinler olarak siirekli olarak iiretilen en 6nemli ROS'lardir.®8 Diisiik seviyelerde ROS,
hiicre sinyal iletimine genis 6l¢iide katilir ve hiicrenin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini ve
farklilagmasin1 destekler. ROS ayrica ovaryumlarda folikiillerin gelisiminde ve
canliliklarin1 korumada énemli bir rol oynar.5”-"® Bununla birlikte, asir1 yiiksek ROS
seviyeleri, basta mitokondriler olmak {izere biitiin hiicresel yapilarda oksidatif hasar
olusturarak mitokondri fonksiyonlarinin bozulmasina diger bir ifadeyle enerji iiretiminin
sekteye ugramasina (6zellikle solunum sistemi enzimlerini inhibe etmektedir),
mitokondriyal DNA (mtDNA)'da mutasyonlarin meydana gelmesine, telomer
kisalmasina ve mitokondri dinamiginin bozulmasina sebebiyet vermektedir.”*"
Nihayetinde de, oksidatif stresin neden oldugu ve mitokondrilerde ortaya ¢ikan bu
anormallikler ise Parkinson ve Alzheimer gibi noérodejeneratif hastaliklarin yanisira
infertilite, kardiyometabolik bozukluklar, enflamatuar barsak hastaligi, kanser ve diyabet
gibi diger patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasinda etkili olmaktadir.”6-8

Yaslanma, doku ve organ fonskiyonlarinda ilerleyici azalma ile karakterize edilen

ve hastalik ve 6liim riskinde artisa yol agan dogal bir olgudur. Yaslanmaya katki yapan
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etkenler icerisinde, ROS kaynakli oksidatif strese bagli mitokondriyal fonksiyonun
bozulmasi en &nemli etkenlerden birisi olarak kabul edilmektedir.5® Tlk olarak Harman®!
tarafindan ¢ok uzun yillar once ileri siiriilen teoride yaslanmanin serbest radikallerin
neden oldugu zararl etkilerin birikmesinden kaynaklandigini belirtilmektedir. Bu teoriyle
uyumlu olarak da, ilerki yillarda yapilan ¢alismalarda da artan ROS iiretimi ve ROS
kaynakli mtDNA'da artan 7,8-dihidro-8-okso-deoksiguanozin  (8-okso-dG)'in
mutasyonunun yasli dokularda ¢ok fazla rastlanildigi rapor edilmistir. Diger bir ifadeyle,
ozelikle mitokondri kaynakli ROS ve oksidatif hasar birikiminin ve bunlara karsi
antioksidan mekanizmanin yeterince c¢alismamasi sadece patolojik hastaliklarin degil
ayni zamanda dogal fizyolojik yaslanmaninda ortaya c¢ikmasina sebebiyet
vermektedir.66:82

Ilerleyen yasla birlikte reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu
mutasyonlarin birikmesi ve oksidatif hasar nedeniyle mitokondriyal DNA hacmi,
biitiinligli ve islevselligi azalir. Yash deneklerde mitokondrilerde, diisiik oksidatif
kapasite, diisiik oksidatif fosforilasyon, azalmig ATP iiretimi, ROS iiretiminde énemli
artis ve azalmis antioksidan savunma ve mitokondri dinamiginin bozulmas: gibi islev
bozukluklari goriiliir.8

Fizyolojik yaslanma tiim viicut organlarini etkilese de ovaryumlardaki yaslanma
siireci diger organlara oranla daha hizli gergeklesmektedir.®>848 Hatta, fizyolojik
yaslanmaya bagli asir1 ROS birikimi ile ortaya c¢ikan oksidatif stres, ovaryum
yaslanmasinin da en 6nemli etkeni olarak kabul edilmektedir.% Literatiirde, ovaryumlarda
yaslanmaya bagli ROS birikimi ile ortaya c¢ikan oksidatif stresin oosit kalitesini
bozdugunu, graniiloza hiicre apoptozunu indiikledigini ve korpus luteumun
dejenerasyonunu hizlandirdigini, oositler ve graniiloza hiicreleri arasindaki iletisimi

azaltarak ovulasyon o6ncesi oosit olgunlagsmasini etkiledigi rapor edilmektedir.6>8687
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Kisacasi, ovaryumlardaki yaslanma kaynakli oksidatif hasar folikiilojenezi, mayoz
boliinme ve ovulasyonu negatif olarak etkilemektedir. Bu durumda, kadin fertilitesinin
azalmasina neden olmaktadir.*>87

2.6. Oksidatif Stres ve Mitokondriyal Dinamikler

Hiicrelerde mitokondriyal morfoloji (uzunluk, sekil, hacim), mitokondri dagilima,
hareketi, sayisi ve aktivitesi; fisyon (mitokondrilerin boliinmesi, fragmentasyon) ve
fiizyon (iki mitokondrinin birlesmesi) mekanizmalari ile kontrol edilmektedir. Bu iki olay
ise mitokondri dinamikleri olarak ifade edilmektedir.88#°

Insan hiicrelerinde mitokondriyal fiizyonda gorev alan en 6nemli proteinler
mitofusin-1 ve 2 (MFN1 ve MFN2) ve optik atrofi 1 (OPA1) dir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda Drosophila' da mitokondri dis zarinda bulunan ve Mitoguardin-1/2 (MIGA1
ve MIGAZ2) olarak bilinen proteinlerin de mitokondriyal fiizyonda gorev aldiklar1 rapor
edilmistir. Bu proteinlerin kodlanmasindan sorumlu olan genlerin insanlar dahil
omurgalilarda karsiliklar1 ise sirastyla Fam73a ve Fam73b dir. MFN 1, MFN2, FAM73A
ve FAM 73B dis zar fiizyonuna aracilik ederken, OPA1 i¢ zarin fiizyonunda goérev
almaktadir.90-%

Insanlar dahil memelilerde mitokondri fisyonunda gérev alan temel proteinlerin
dis zarda (MFF, FIS1, MiD49 VE MID51) ve stoplazmada (Dynamin-iliskili protein,
DRP1) bulundugu belirtilmistir. Fisyon sirasinda bu reseptorler DRP-1' in mitokondri dis
zarina baglanmasini saglamaktadir. Ozellikle de MFF VE FiS1 mitokondriyal fisyonda
Drpl’in aktivitesi igin en onemli reseptorler olarak gorev yapmaktadir.®t %498 DRP1,
fisyon sirasinda reseptore baglanarak dis mitokondriyal membrana tutunur. Mitokondriye
baglanan aktif DRP1 oligomerleri, olusturdugu halka benzeri yapilar sayesinde

mitokondri sikistirarak mitokondrinin boliinmesini ve yavru mitokondrilerin olusmasini

saglar (Sekil 2.2).9910
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Sekil 2.2. Mitokondriyal fiizyon ve fisyon mekanizmalari

Sirtuinler insanda yaslanma ve obezite dahil hiicre dongiisli, biiyiime ve
farklilasma, iltihaplanma, apoptoz ve stres cevabi gibi ¢ok cesitli hiicresel siiregleri
etkileyen NAD" bagimli protein deasetilaz ailesine bagh olan proteinlerdir. Memelilerde
sirtuin ailesine bagli 7 farkli sirtuin grubu (SIRT1-7) protein bulunmaktadir.®* Bu
proteinlerin mitokondriyal strese karsi koruyucu oldugu ve yasam siiresinin uzamasinda
cok onemli rol oynadigi diger bir ifadeyle yaslanma karsiti ozellik gosterdigi
belirtilmektedir.1%0192 Yaglanmaya bagl olarak hiicrelerde NAD" sentezi azaldig icin,
sirtuinlerin aktiviteside azalmaktadir. Sirtuinlerin aktivitesinin azalmasina bagli olarakta
yaslanmaya bagli hastaliklar daha da ilerlemektedir. NAD* 6nciisii maddelerin takviyesi
ise sirtuinlerin tekrar aktive edilmesine ve bdylece oksidatif stresin azaltilmasina ve
yaslanmanin gegiktirilmesine katki saglmaktadir.103.104

Sirtuinler, 6rnegin Sirt 1 proteininin, dolayl olarak mitokondri fisyonunda diger
bir ifadeyle mitokondriyal dinamik iizerinde etkili oldugu belirtilmektedir. Sirtl' in etki
mekanizmasinin ise fisyon proteini olan DRP1’in asir1 aktivitesini (mitokondriyal
fisyonu, boliinmeyi) azaltarak mitokondriyal dinamigi korumak ve boylece

mitokondriyal stresi azaltmak seklinde oldugu belirtilmistir.0°
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Mitokondriyal dinamikler mitokondri boliinmesi, morfolojisi ve sayisini kontrol
etmek suretiyle hiicrede lipid homeostazi, kalsiyum homeostazi ve ATP iiretimi gibi
mitokondri-bagimli biyolojik siireglerde gdrev almaktadir.'® Ornegin, mitokondriyal
seklin kontroliiniin 6tesinde, flizyon, mitokondrinin biyoenerjetik islevi i¢cin de 6nemlidir.
Fiizyonu olmayan hiicrelerde mitokondriyal fonksiyon biiylik 6l¢lide azalir ve oksijen
tilketimi ve ATP firetimi tehlikeye girer. Bu nedenle, mitokondriyal fiizyonu olmayan
hiicreler cok daha yavas biiyiir.1%

Fiizyona benzer sekilde, mitokondriyal fisyon da hiicre yasaminda ve 6liimiinde
o6nemli bir rol oynar. Mitokondriyal fisyon, hasarli mitokondrinin mitofaji yoluyla
uzaklastirilmasina yardimci olur ve hiicresel stres kosullarinda apoptozu kolaylagtirir.1%8
Ayrica mitokondriyal fisyon, noronlarda sinaps olusumu gibi hiicresel siireglerde ve
embriyonik gelisimde kritik 5neme sahiptir.2%° Kisacasi, fisyon ve fiizyon mekanizmalari
arasindaki hassas denge vasitasiyla mitokondri ve hiicre fonksiyonlari dogru bir sekilde
yerine getirilmektedir. Bununla birlikte bu dengenin bozulmasi dzelliklede fiizyondaki
asir1 diigiis ve fisyondaki asir1 artiglar mitokondri fonksiyonlarinin bozulmasina ve
patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.*1%1%2 Agiri fisyon durumunda
mitokondri fonksiyonlarinin bozuldugu ve buna bagli olarakta mitokondriyal membran
potansiyelinin kayboldugu, solunum ve oksidatif fosforilasyonun azaldigi rapor
edilmektedir. Dahasi, asir1 fisyona bagli mitokondriyal par¢alanma apoptotik siiregleride
tetiklemektedir. Orta dereceli stres durumunda fisyon mekanizmasi ile parcalanan
mitokondriler ortadan kaldirilip hiicrelerin hayatta kalmasi saglanirken, asir1 stres
durumunda fisyon seviyesi ¢ok fazla artmakta ve bu durumda hiicrelerin apoptozuna yani
oliimiine neden olmaktadir.'*® Ornegin, mitokondri dinamiginin korunmasinda Drp1” in
cok dnemli bir rol listlendigi belirtilse de, bu genin asir1 ekspresyonun saglikli hiicrelerde

mitokondriyal yapida ve fonksiyonlarda anormallikler olusturarak ATP iiretimini inhibe
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ettigi ve pro-apoptotik sinyallerin aktivasyonuna neden oldugu da agiklanmaktadir.!'*
Baska bir calismada, karaciger hiicrelerinde ortaya c¢ikan toksisitenin Drpl’ in
ekspresyonunu artirdigi ve mitokondri dinamigini bozdugu belirtilmigtir.!t®

Literatiirde lazer 1sinlari, hidrojen peroksit (H202), 6-hydroxydopamine (6-
OHDA), rifamisin, izoniazid, nanopartikiil, ksenodstrojen, bisfenol A (BPA),
kemoterapikler ve antibiyotikler gibi kimyasal veya fiziksel ajanlarin oksidatif strese
neden olarak somatik hiicrelerde  mitokondriyal dinamikleri bozabilecegi
gosterilmistir.116-121 Ornegin, Igbal and Hood Y7 yaptiklar1 ¢alismada eksojen olarak
uygulanan hidrojen peroksit (H202)'in iskelet kasi miyoblastlarinda oksitatif stres
olusturarak mitokondriyal fisyonu ve Drp-1' in ekspresyonunu artirdigi ve mitokondri
fragmentasyonunda %41 artisa neden olarak mitokondri dinamiginide bozdugunu ortaya
¢ikarmistir. Bagka bir ¢calismada, memeli osteosarkom ve kardiyomiyoblast hiicre hatlari
tizerinde H202 uygulamasinin mitokondriyal fisyonla iligskili DRP-1 proteini {izerinde
herhangi bir etki yapmasa da mitokondriyal fiizyonla ilgili Opa-1 proteininin ekspresyon
seviyesini diisiirerek mitokondriyal dinamigi bozdugu gosterilmistir.'?? Liu ve ekibi 123
yaptiklari ¢calsmada 6-OHDA isimli bir kimyasal maddenin parkinson PC12 hiicre hatlar1
tizerinde mitokondriyal dinamikler {tizerindeki etkisini incelemis ve ¢alismanin
sonucunda bu maddenin mitokondriyal fisyonla iliskili FISI VE DRP1 proteinlerinin
ekspresyon seviyelerinde artisa fakat fiizyonla iligkili Opa-1 proteinin seviyesinde azalisa
sebebiyet verdigini ve boOylece mitkondriyal dinamigi bozarak mitokondriyal
fonksiyonlar1 azalttigin1  ortaya cikarmustir. Baska bir calismadal?, TiOo-
nanopartikiillerinin fare testis dokusunda asir1 Drp-1 ve mitokondriyal fisyon artisina
neden olarak mitokondri dinamigini bozdugu ve sperm kalitesinin azalmasina sebebiyet
verdigi gosterilmistir. Agarwal et al.''® yaptiklari ¢alismada plastik endiistrisinde

kullanilan bisfenol A (BPA) isimli kimyasal'in hipokampal noral hiicrelerde oksidatif
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hasar olusturdugunu, Drp-1 ekspresyonunu ve mitokondriyal fragmentasyonu artirdigini,
mitokondriyal dinamikleri ve fonksiyonlart bozdugunu ortaya g¢ikarmistir. Kisacasi
fiziksel veya kimyasal faktorler mitokondrilerde oksidatif hasar olusturarak
mitokondriyal dinamikleri ve dolayisiyla da mitokondriyal fonksiyonlar1 bozmaktadir.
Bu faktorlerin yanisira, bazi caligmalarda ROS kaynakli dogal fizyolojik
yaslanmanin da mitokondriyal dinamigi ve mitokondriyal fonksiyonlar1 olumsuz olarak

9124 Ornegin, Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif

etkiledigi belirtilmistir.
hastaliklarda 6zelliklede Drp1’in ekspresyonunda asir1 artisin gézlendigi ve bu artisinda
mitokondri dinamiginin bozdugu ve ndral hiicre Olimiin sebep oldugu rapor
edilmistir,111.125.126

2.7. Ovaryum Yaslanmasi ve Mitokondriyal Dinamikler

Fisyon ve fiizyon mekanizmalar1 sadece somatik hiicrelerde degil ayni1 zamanda
tireme hiicreleri ve bunlarla iligskili organlarda da son derece hassas gorevler
tistlenmislerdir. Yapilan bazi ¢aligmalarda, mitokondriyal fisyon ve fisyon proteinlerinin
memelilerde oogenez, embriyogenez ve implantasyon siireclerinde de etkili oldugu rapor
edilmistir.92127-130 Ornegin, Udagava et al*?’ folikiil olusumunda ve ovulasyonda
mitokondriyal fisyon mekanizmasinin 6zelliklede Drp1 proteininin etkisini gostermistir.
Liu et al® mitokondriyal fiizyonla iliskili-mitokondri dis zar proteinlerinden olan
MIGA1/2 (FAM73A VE FAM73B)'in ovulasyon ve ovulasyon steroidogenezinde dnemli
rol oynadigini ortaya gikarmigtir. Zhang et al *2° mitofusin 2 (Mfn2)' nin, oosit ve folikiil
gelisiminde rol oynadigimi ve ovaryum folikiiler rezervinin korunmasi i¢in gerekli
oldugunu belirtmistir. Bununla birlikte, literatiirde oksidatif strese bagli ovaryum

yaslanmasinda fisyon ve flizyon mekanizmalarinda anormallikler ortaya ciktigi ve

ozelliklede mitokondriyal fisyonda artisin meydana geldigi belirtilmektedir.>*% Bununla
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birlikte, ovaryum yaslanmasinda mitokondriyal dinamiklerde ortaya ¢ikan degisimler
hakkinda literatiirde sinirlt sayida ¢calisma bulunmaktadir.

Yaslanma Kkarsiti Ozellik gosteren sirtuinler, o6zelliklede Sirtl ovaryum
yaslanmasina karst da koruyucu rol iistlenmektedir. Yasli ovaryumlarda ise bu
proteinlerin seviyelerinde oOnemli disiisler gozlenmektedir. Sirtuin seviyesindeki
azalmalara paralel olarak primordial folikiil sayisida azalmaktadir. Seviyeleri azaldig
icinde mitokondriyal dinamigi koruyacak sekilde Drpl seviyelerindeki artiglart
engelleyememektedir. 3

2.8. Nikotinamid Mononiikleotid (NMN) ve Nikotinamid Ribozid (NR)" in
Biyolojik Rolleri

Glikoz ve yag asitleri gibi organik molekiillerden hiicresel enerji iliretiminde
gerekli olan elektronlarin ve hidrojen atomlarmin taginmasinda Nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD™) bir koenzim olarak gérev yapmaktadir. Diisitk NAD" seviyelerinde
ise hiicrede daha az enerji iiretimi gergeklesmektir.'3%133 Literatiirde, strese maruz kalmis
olan memeli hiicrelerinde, NAD" seviyesindeki artisin mitokondriyal fonksiyonu
tyilestirdigi ve mitokondriyal stresi azalttigi, nihayetinde de besinsel veya artan yasa bagl
olarak ortaya c¢ikan metabolik bozukluklara karsi koruyucu etkisinin oldugu
gosterilmistir. Ayrica, NAD" 1n yaslanma karsit1 6zellik tasidig: bildirilmektedir.32-137
Yakin zamanda yapilan bir c¢aliyjmada artan NAD® seviyesinin mitokondriyal
fonksiyonlari diizeltigi ve ovaryum yaslanmasini tersine ¢evirdigi belirtilmistir.t3

Hiicrelerde NAD™ in sentezinde o6ncii olarak kullanilan onemli molekiiller
tryptophan (Trp), nikotinik asit (NA), nikotinamid (NAM), nikotinamid mononiikleotit
(NMN) ve nikotinamid ribozid (NR) dir. Yapilan ¢alismalarda bu 6ncii molekiillerin
insanlarda ne gibi degisiklikler yaptigida test edilmisti. NAM ve NA’ nin birgok

hastaliga karsi koruyucu oldugu belirtilsede insan hiicrelerinde toksisite gosterebilecegi
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ifade edilmistir. Bu yiizden, insan kullanimi i¢in NR ve NMN’ nin daha giivenli oldugu
agiklanmustir, 139140

Yapilan ¢alismalarda, NAD" onciisii olan NMN’ nin tipki NAD" gibi
mitokondriyal fonksiyonlar1 diizenleyerek mitokondriyal stresi azalttig1 ve bu sayede de
yaglanma karsitt oOzellik tasidigr  gosterilmistir. Bu molekiiliin - mitokondriyal
fonksiyonlar1 diizeltmesi sayesinde yaglanmayla ortaya ¢ikan fizyolojik giigsiizliigi, tip
2 diyabeti, sinir hiicrelerindeki azalmayida engelledigi ve alzheimer ve parkinsona karsi
koruyucu 6zellik gosterdigi rapor edilmigtir, 36 141-145

NMN’ nin memeli fertilitesi {izerindeki etkiside ¢ok yakin zamanda
gerceklestirilen bir caligmada test edilmis ve arastirma ekibi eksojen olarak verilen NMN’
nin NAD" seviyesini artirarak ileri yash farelerde oosit Kkalitesini ve ovulasyon oranini
artirdig1 rapor edilmistir.2#® Dolayisiyla, arastirma ekibi NMN’ nin anovulasyon sikintisi
yasayan bireylerde ilag olarak kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir. Bazi
arastirmacilarda  NMN’nin Sirtl aktivitesini artirdigin1 rapor etmislerdir.147.148
Ornegin, kalpte iskemi-reperfiizyon hasarinin giderilmesinde NMN uygulamasinin
sirt]  proteininin  aktivitesini artirmak suretiyle oksidatif stresi azalttig
gosterilmistir.'*® Yine baska bir ¢alismada, NMN uygulamasmin sirtl proteininin
aktivitesini artirarak yaslanma karsit1 6zellik gosterdigi rapor edilmistir.'4” Diger
taraftan, yapilan bir ¢alisjmada NMN uygulamasmin beyin hiicrelerinde sirtl
aktivitesini artirmak suretiyle Drpl ekspresyonunu azalttigi, mitokondriyal dinamigi
korudugu, mitokondriyal hasar1 6nledigi ve yaslanma karsit1 6zellik gdsterdigide rapor
edilmistir.’4° Kisacasi, yapilan galismalarda sirt 1 proteinininde mitokondriyal stress

ve mitokondriyal dinamikle (fisyon mekanizmasi) iligkili oldugu ve NMN uygulamasi

araciligiyla Sirt 1 ve Drpl seviyelerinin kontrol edilebilecegi gosterilmistir. Bununla
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birlikte, NMN uygulamasinin ovulasyon siireclerinde Sirtl {izerinde nasil bir etki
yaptigina yonelik literatiirde bir ¢alisma yer almamaktadir.

NR, son zamanlarda kesfedilen B3 vitamininin alternatif formu olup siitte
bulunmaktadir. Tipki, NMN’ de oldugu gibi NAD" 6nciisii olarak islev gérmektedir. Bu
molekiiliin, mitokondriyal biyogenezi indiikledigi, NAD® iretimini artirdigi,
mitokondriyal stresi azaltig1 ve sirtiiinleri aktive ettigi belirtilmektedir. Bu 6zellikleri
sayesinde de bir¢ok hastaligin yanisira yaglilikla veya yagli beslenme ile indiiklenen
obeziteye karsi koruyucu 6zellik gosterdigi belirtilmistir.24%%° Bununla birlikte, NMN'
nin aksine NR’ nin anovulasyon durumunda kullanilabilirligi heniiz bir ¢caligmada test
edilmemistir. Dahasi, anovulasyonun diizeltilmesinde NMN’ nin olumlu rolii ortaya
cikartilsa da, NMN ve NR’ nin ovaryumlarda mitokondriyal dinamik (fisyon ve fiizyon
proteinleri) lizerinde nasil bir etki yaptigi konusunda literatiirde herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Bu yilizden mevcut ¢alismada, orta-yash siganlarda NR ve NMN uygulamasi ile
ovulasyon veriminin artirilmasinin yanisira bu molekiillerin olast mitokondriyal stres,
mitokondriyal dinamikler (fiizyon ve fisyon proteinleri) ve sirtuinler (Sirtl) {izerinde nasil

bir etki yaptiginin ortaya ¢ikartilmasi amaglanmaistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hayvan Etik Kurul Onay1

“Nikotinamid mononiikleotid (NMN) ve nikotiamid ribozidin (NR) ile
mitokondriyal stres inhibisyonunun orta yasl siganlarda anovulasyon iizerine etkilerinin
arastirilmas1” adli bu calismanin, etik kurallara uygunlugu, Atatiirk Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 12.04.2021 tarihli 3. toplantisinin 91 nolu karar1 ile
belirlendi.

3.2. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakinm

Calismada kullanilan Wistar albino cinsi disi si¢anlar; Elazig Veteriner Kontrol
Enstitiisii' den (Elazig) ve Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezinden (Erzurum) temin edildi. Siganlar, yiyecek ve suya (musluk suyu) serbest
erigimi olan standart kafeslerde 20 -24°C' de 12 saat/12h saat 1s1k-karanlik periyodunda
tutuldu. Yatak malzemesi iceren atik tepsileri (Tip 3/4 tozsuz gomme) kafeslerin altina
sabitlendi.!

3.3. Deney Gruplarn ve ila¢ Uygulama Prosediirii

Mevcut ¢alismada; geng (Normal), orta-yasl (kontrol), orta yashi+NMN ve orta
yasli+NR olmak iizere 4 farkli grup olusturuldu ve her grupda 6 sigan yer aldi. Orta yash
bireylerin yer aldigi gruplar ig¢in 12 aylik (300-350 gr), geng bireylerin (normal) oldugu
gruplar icinse 5 aylik (200-220 gr) Wistar albino cinsi disi sicanlar segildi. Madde
uygulamasindan 6nce, siganlarin 1 hafta siireyle laboratuvar kosullarina adaptasyonu
saglandi. PBS igerisinde hazirlanan NMN 500 mg/kg konsantrasyonda intraperitoneal,
NR ise 200 mg/kg konsantrasyonda gavaj teknigi ile oral olarak 17 giin boyunca (toplam

17 doz) uygulanda.
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3.4. Kan Orneklerinin Alnmasi ve Ovaryumlarin Cikarilmasi

18. giinde si¢anlara izofluran anestezisi uygulandi. Anestezi altindaki siganlardan
ImL' lik siringa ile alinan kan 6rnekleri hemen santrifiij islemine (13,000 rpm' de 15 dk
boyunca) tabi tutuldu ve elde edilen serum kisimlar1 daha sonraki analizler igin -80°C' de
saklandi. Kan oOrnekleri alindiktan sonra, anestezi altindaki siganlarin ovaryumlari
cikarildi, ovaryumlarin fazla yag ve bursal keseleri uzaklastirildi ve ovaryumlar PBS ile
yikandi. Ardindan ovaryumlarin bazilar1 histopatlojik inceleme i¢in %10°liik formaldehit
icerisine alindi. Benzer sekilde, her grup i¢in ovaryumlarin bazilarida RT-PCR ve
Western-Blot analizleri i¢in -80°C' de saklandi.

3.5. Ovaryumlarda Histopatolojik inceleme ve Folikiil Sayim

Doku takibi ve kesit alma iglemi: Tiim gruplardaki siganlardan alinan over
dokular fiksasyon islemi i¢in %10’luk formaldehit icinde 48 saat boyunca bekletildi.
Doku takip kasetine alinan over doku 6rnekleri ii¢ saat boyunca akan su altinda yikandi.
Daha sonra doku takip islemi otomatik Leica TP 1050 cihazinda asagidaki gibi
gergeklestirildi:

1. Distile suda 2 saat yikama.

2. Dehidratasyon

a) %50 alkolde 2 saat bekletme.

b) %70 alkolde 1 saat bekletme.

c) % 80 alkolde 1 saat bekletme.

d) % 96 alkolde 1 saat bekletme

e) Iki farkli %100 alkolde 1’er saat bekletme

3. Seffaflastirma

a) Ug farkl1 ksilolde 5’er dakika bekletme.

4. Infiltrasyon islemi
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a) Parafin | (46-48 °C; 1 saat)

b) Parafin Il (56- 58 °C; 1 saat) isleminden sonra, doku 6rnekleri metal bloklama

kalib1 i¢inde uygun olarak sabitlendi. Metal kaliplar eriyik parafin ile doldurularak

donduruldu ve bloklama islemi tamamlandi. LeicaRM 2145 mikrotom cihazi ile her bir

bloktan 4 mikron kalinliginda seri kesitler alindi. Lam {izerine alinan over doku 6rnekleri

parafinin uzaklastirilmast ve dokunun lam {iizerine sabitlenmesi amaciyla 20 dakika

boyunca

Hematoksilen-Eozin Boyama Islemi:

60°C’deki etiivde tutuldu.

uygulanarak gerceklestirilmistir.

1

2.

3.

7.

9

1

11. iki farkli %100°liik Alkolde 5’er dak. bekletme

12. Ug farkl1 ksilen serisinde 5’er dak. bekletme

Ug farkl: ksilende 5 ‘er dak. bekletme

%100’lik Alkolde 5 dak. bekletme
%9611k Alkolde 5 dak. bekletme

. %80°lik Alkolde 5 dak. bekletme

. %70°lik Alkolde 5 dak. bekletme

. Akar suda 1 dak. yitkama

Hemotoksilen boyasinda 3 dak. bekletme
. Eozin soliisyonunda 2 dak. bekletme

0. %96°lik Alkolde 5 dak. bekletme

Asagida belirtilen adimlar sirasiyla

Entellan balzami ile lam ve lamelle kapatma islemi gergeklestirilen kesitler

kurumaya birakildi. Over kesitleri, Nikon Eclipse 150 (Nikon, Tokyo, Japan) marka 151k

mikroskobunda incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

Folikiil sayimi: Her ovaryumun her kesiti folikiil sayim1 i¢in kullanildi. Kismi

veya tam bir skuamdz graniiloza hiicresi tabakasi ile ¢evrili bir oosit folikiil olarak
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simiflandirildi. Folikiiller, primordial folikiil (bir tabaka yassi graniiloza hiicreleri ile
cevrili bir oosit), primer folikiil (bir veya ¢ok tabaka kiiboidal graniiloza hiicreleri ile
cevrili bir oosit) ve antral folikiil (bir veya daha fazla bagimsiz antral bosluk iceren
dortten fazla graniiloza hiicresi katmani veya bir kiimiiliis granulosa hiicre katmani)
olarak gruplandirildi.'® Graniiloza hiicre tabakasinda apoptotik cisimlerin, diizensiz
graniiloza hiicrelerini ve dejenere bir oositi i¢eren veya oosit ¢ekirdeginin parcalanmig

olan folikiiller atretik folikiil olarak kabul edildi.153154

Tablo 3.1. Over folikiillerinin siniflandirilmast

Folikiil ¢esidi Oosit tipi Oositi ¢cevreleyen hiicreler
) ) ] ) Tek tabaka yass1 pregranuloza hiicreleri ve en fazla bir
Primordial folikiil Primer oosit ) :
tane kiibik granuloza hiicresi
) ) . . Tek veya daha fazla tabaka kiiboidal graniiloza hiicreleri
Primer folikiil Primer oosit ) i
ile gevrili bir oosit
) ) . Bir veya daha fazla bagimsiz antral bosluk iceren dortten
Antral folikiil Primer oosit

fazla graniiloza hiicresi katmani

3.6. Serum Hormon Seviyelerinin Olgiilmesi

Folikiil uyarict hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH) ve anti-miillerian
hormon (AMH) 6lgtimii siganlara 6zel ELISA kitleri (Elabscience, 96 kuyu, FSH kit Cat.
No: E-EL-R0391, LH kit Cat. No: E-EL-R0026 ve E-EL-R3022) protokoliine gore
yapildi. Her bir sigana ait 100 uL serum Ornegi ve standart, kitin igerisinde bulunan 96-
kuyucuklu hazir plaka igerisinde bulunan bir adet kuyucuga konuldu ve 37°C'de 90
dakika inkiibe edildi. Kuyucuklara konulan serumlar kit protokoliine gore isleme tabi
tutuldu. Buna gore her kuyuya 100 pL Biotinylated Detection Ab ¢aligma soliisyonu
eklendi. 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Plaka aspire edildi ve 3 kez yikandi. 100uL
HRP konjugat ¢alisma soliisyonu eklendi. 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Plaka aspire

edilip ve 5 kez yikandi. 90 uL substrat reaktifi eklendi. 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi.
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50 pL durdurma soliisyonu eklendi. Sonra her bir kuyucugun absorbansi 450 nm’de
olciildii. Kit protokoliine gore standart grafik hazirlanarak her bir serum &rneginde
bulunan FSH konsantrasyonu ng/ml olarak hesaplandi ve daha sonrada "ulU/ml
FSH=0.167ng/ml FSH" faktorii géz oniine alinarak degerler mIU/ml' ye ¢evrildi. Yine Kit
protokoliine gére LH konsantrasyonu miU/ml, AMH konsantrasyonu ise pg/ml cinsiden
hesaplandi.

3.7. Gen Ekspresyon Seviyesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

3.7.1. RNA Izolasyonu

cDNA kiitiipanesi hazirlamak igin ilk olarak sigan ovaryum dokusundan mRNA
izolasyonu gergeklestirildi. izolasyonlar firmanim protokoliine gore total RNA Izolasyon
Kiti (Roche, Germany) ile yapildi. Doku ornekleri yeterli miktarda 1.5 ml ependorf
tiiplere alindiktan sonra her bir tiipe kit igerisinde bulunan pargalama ¢ozeltisi eklendi.
Cozelti igerisinde dokular homojenizator ile buz igerisinde homojenize edildikten sonra
kit protokoliine gdre total RNA izolasyonu yapildi. izolasyon siiresi boyunca islemler
buzda yapildi. RNA’lar cDNA izolasyonuna kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.7.2. Total RNA’nmin Spektroskopik Olarak Konsantrasyonunun Olciilmesi
ve Safliginin Kontrolii

RNA’nin miktar1 ve safligin1 belirlemek amaciyla Thermo Cihazi (Thermo
NanoDrop™ 2000/2000c) kullanilds, cihaz tarafindan verilen 260/280 oranlar1 (saflik) ve
konsatrasyon degerleri dikkate alinarak cDNA sentezine gegildi.

3.7.3. ¢cDNA Kiitiiphanesinin Hazirlanmasi

Komplementer DNA sentezi cDNA Sentez Kiti (Applied Biosystems, USA)
protokoliine gore yapildi. RNA orneklerinden 10’ar pl PCR tiiplerine alindi. Kit
protokoliine gore her bir RNA 6rnegi i¢in reaksiyon kuruldu. Tiim islemler buzda yapildi.

Termal dongiilii PCR cihazinda RNA 6rnekleri komplementer DNA’ya ¢evrildi.
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3.7.4. Kantitatif Gen Ekpresyonu (qReal-Time PCR)

Genlerin expresyon diizeyleri her bir genin Tagman Prob kiti (Applied Biosystem,
USA) protokoliine gore 6l¢iildii. Kit protokoliine gére PCR tiiplerinde her bir 6rnegin dort
gen i¢in reaksiyonlar1 {i¢ tekrarli olarak hazirlandi. Bir tlipe kontaminasyon olup
olmadigini anlamak i¢in komlementer DNA haricinde sadece diger reaksiyon bilesenleri
konularak negatif kontrol grubu olusturuldu. Tiim islemler buzda yapildi. RT-QPCR
cihazinda (Biorad, USA) her bir 6rnek i¢in belirtilen genlerin komplemeter DNA halleri

cogaltildi. Genlerin ekspresyon diizeyleri literatiirde belirtildigi gibi 3-aktin ekspresyonu

baz alinarak hesaplanda.

Tablo 3.2. Genlerin ileri ve geri primer sekanslari

Tablo: Rat Genlerin ileri ve Geri Primer Dizileri

fleri Primer

5'-CGTAGTGGGAACTCAGAGCA-3’

brpd Geri Primer  5-TGGACCAGCTGCAGAATAAG-3’
Ileri Primer 5'-CCTTGTACATCGATTCCTGGGTTC-3'
Mind Geri Primer  5-CCTGGGCTGCATTATCTGGTG-3’
fleri Primer 5'- GATGTCACCACGGAGCTGGA-3’
Mn2 Geri Primer  5’- AGAGACGCTCACTCACTTTG-3’
Ileri Primer 5-ATGTGCATGCCTTGGTCTGTGG-3'
Famr3a Geri Primer 5-AGACCGTTGCCCCAGCTATG-3'
fleri Primer 5-CACGTTAGCCCTGTCCTAGC-3'
Fam73b Geri Primer 5-TCGAACATGTCGGTCAGGTA-3'
Ileri Primer  5'-AGGTGACTCAATCTGGCACA-3’
Mt Geri Primer  5-GCCCCACTCACCAAATGAGA-3’
fleri Primer 5'-CAGCTGGCAGAAGATCTCAAG-3'
Opal Geri Primer  5'- CATGAGCAGGATTTTGACACC-3’
) Ileri Primer 5-TGAAGCTGTTCGTGGAGATATTTTT-3'
Sttt Geri Primer 5-CATGATGGCAAGTGGCTCAT-3'
) Ileri Primer 5-AAATGATGCTACGCAGGCTT-3’
Fist Geri Primer  5- CCTGGACCATGACCAAGTTT-3'
B-aktin Ileri Primer 5-CCTCTATGCCAACACAGTGC-3'

Geri Primer

5'-ATACTCCTGCTTGCTGATCC-3'




3.8. Western-Blot Analizi

Over doku ornekleri, 5 kati hacminde RIPA Lysis tamponu i¢erisinde homojenize
edildi ve homojenatlar daha sonra +4°C’de ve 13,000 g’de 15 dakika santrifiij edildi.
Siipernatantlar alind1 ve kii¢iik miktarlara boliinerek -20°C’ muhafaza edildi ve 6rneklerin
total protein miktar1 Bradford yontemiyle belirlendi. Bunun i¢inde, BSA-protein standart
egrisi kullanilarak her bir 6rnege ait total protein miktar1 hesaplandi. Bu islemlerden
sonra, SDS-PAGE jelleri hazirlandi, yiikleme tankindaki cam tabakalar arasina ayirma
jeli (%10'luk) ve sonrasinda da paketleyici jel (%5 lik) dokiildi. Hazirlanan jelin st
yiizeyinin diiz olmasi igin izopropil alkol kullanildi ve izopropil alkoliin fazlasi bir
kurutma kagidi araciligiyla uzaklastirildi. Hazirlanan jelin iizerine 10 adet kuyucuk
barindiran tarak koyuldu ve polimerlesmenin ardindan tarak ¢ikarilarak kuyucuklar
hazirlandi.

Elde edilen jel, elektroforez tankina yerlestirildi ve tankin igerisine 1x yiiriitme
tamponu ilave edildi. Her bir deney grubu igin 20 pg protein barindiran 20 pl siipernatant
kuyucuklara aktarildi. Yapilan yiikleme islemi sonrasinda, 6rnekler 30 dakika siire ile
50volt’da, yiriitillerek proteinlerin ayirma jeline ge¢mesi saglandi. Numune, ayirma
jeline gegmeye basladiginda voltaj 120 Volta yiikseltilerek 90dk daha yiiriitiildii. Sonraki
asamada ise blotlama kasetleri arasina Wattman kagitlari, bunlarin tizerine jel ve
nitroseliiloz membran yerlestirildi ve son olarakda membranin tizerine Wattman kagitlar
yerlestirildi. Nitroselilloz membrana proteinleri transfer etmek igin kasetler kapatilmis ve
blotlama tankina transferi amaglanmistir. Transfer islemi 1 saat siire ile 100 V ve 350 mA
akim uygulanarak gerceklestirildi. 1 saat oda sicakliginda bloklama ¢ozeltisi (%5 Siit
tozu) ile muamele edildi. Bloklama isleminden sonra membran, 5'er dakika stireyle 3 kez
%0,1 oraninda Tween-20 barindiran TBS soliisyonu ile yikandi. Membran, %5 oraninda

siit tozu barindiran TBST soliisyonu igerisinde 1:1500 oraninda diliie edilen primer
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antikorlar (anti- sirtl, Fisl, mff, Drpl) icerisinde bir gece boyunca ve bir galkalayici
iizerinde +4 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra membran 5'er dakika 3
kez TBST soliisyonu ile yikama islemine tabi tutuldu, yikama isleminden sonra membran
TBST soliisyonu (%5 oraninda siit tozu iceren) igerisinde 1:2500 oraninda diliie edilen
HRP ile isaretli bir sekonder antikor ile oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi.

Sonrasinda membran steril bir kaba alinmis, karanlik bir ortamda membranlar,
Enhanced Chemiluminescence soliisyonu ile 1-2 dakika muamele edildi. Antikor ile
reaksiyon veren bantlar goriintileme cihazinda gorintiillendi ve fotograflari cekildi.
Kantitatif analiz i¢in Gapdh housekeeping proteini 1/1000 oraninda kullanildi.

Elde edilen ve beklenen bandlarda maksimum bant yogunlugu, analiz
programinda hem pirimer antikorlar, hem de endojen kontrol olarak kullanilan GADPH
proteinleri i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi. Hesaplanan primer antikorlar i¢in hesaplanan Imax
degeri, ayn1 membranda hesaplanan GADPH, Imax degerine béliinerek normalizasyon
islemi gerceklestirildi.

3.9. Istatistiksel Analizler

Deneyler, 3 tekrarli olacak sekilde yapildi, veriler ortalama + standart sapma
olarak verildi ve istatistiksel anlamliliklar Student’s t test kullanilarak degerlendirildi.
0,05’ ten kiigiik p degerleri anlamli olarak kabul edildi. qRT-PCR analizlerinde sonuglar
2-(AACD ysntemine gore hesaplandi ve 0,0001” den kiiciik p degerleri anlamli olarak kabul
edildi. Western Blot analizlerinde ise gruplara Unpaired t testi uygulandi, 0,05, 0,01 ve

0,001" den kiigiik p degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut ve Ovaryum Agirhklar:

Mevcut ¢aligmada, orta-yasl bireylerin yer aldig1 gruplarda 12 aylik (300-350 gr),
geng bireylerin (normal) oldugu gruplarda ise 5 aylik (200-220 gr) Wistar albino cinsi
disi siganlar kullanildi. Her grup igin 6 adet sigan segildi. Deneylerin baslangicinda
(madde uygulamasinin 1.giinii) gen¢ grubun ortalama agirlig1 215 gr, orta-yaslh kontrol
grubunun 323 gr, NMN grubunun 320 gr ve NR grubunun ise 325 gr olarak belirlendi.
Ortalama viicut agirlig; 17 giinliik deney siiresinin sonunda (18.glinde 6lgiimler yapildi)
ise geng bireylerde 240 gr, kontrol grubunda 330 gr, NMN grubunda 308 gr ve NR
grubunda 315 gr olarak tespit edildi. Bu sonuglardan da goriilebilecegi gibi, 18. giinde
orta-yasl sicanlarin bulundugu kontrol grubunun viicut agirliginda ¢ok az bir artis, NMN
ve NR gruplariin viicut agirliklarinda ise bir miktar azalma meydana gelmis ancak bu
farkliliklar istatistiki olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Orta-yasli NR ve NMN
gruplariin aksine, geng¢ gruptaki sicanlarin ortalama viicut agirliginin 215 gr' dan 240 gr'
a ¢iktig1 belirlenmis ve bu degisim istatistiki olarak anlamli bulundu (p<0.05). Ortalama
ovaryum agirligi, 18. giinde gen¢ grup igin 41.1 mg, orta-yaslh kontrol grubu i¢in 44.3
mg, orta-yasli NMN grubu icin 44.1 ve orta-yasli NR grubu i¢in 44.6 mg olarak 6l¢iildii.
Ovaryum indeksi (ovaryum agirhgi/viicut agirhigl) ise geng, kontrol, NMN ve NR

gruplari i¢in 0.171, 0.134, 0.143 ve 0.142 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.1. Gruplarda viicut ve ovaryum agirliklarinin degisimi. * Ayni1 harfler ile
gosterilen degerler arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemli degildir (p<0,05). Sekil
A'da 1. ve 18. giinler kendi aralarinda degerlendirildi. G, geng grubu; K, kontrol grubu;
NMN, nikotinamid mononiikleotid (NMN) uygulanmis grup; NR, nikotiamid ribozidin
(NR) uygulanmis grup.
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4.2. Histopatolojik Inceleme ve Folikiil Sayilari

Hematoksilen-Eozin boyama islemi uygulanmis ovaryum dokulari 1s1k
mikroskobunda incelendiginde, genel olarak biitiin gruplarin over dokularinin normal
goriinimde oldugu belirlendi. Ovaryumlarin en disinda bulunan germinal epitel
tabakasinin biitiin gruplarda benzer oldugu ve tespit edilebilen bir farklilik olmadigi
goriildii. Germinal epitel' in altinda yer alan tunika albuginea tabakasinin ise orta-yash
kontrol grubunda kalin, NR ve NMN gruplarinda ince ve gen¢ grubunda ise en ince
oldugu belirlendi. Orta-yasli NMN (Sekil 4.4) ve NR (Sekil 4.5) gruplarinda, orta-yash
kontrol grubuna (Sekil 4.3) oranla korpus luteum sayisinin daha fazla, fakat geng gruba
(Sekil 4.2) oranla daha az oldugu belirlendi ve farkliliklar istatistiki olarak onemli
bulundu (p<0.05). Korpus luteum sayilar1 geng, kontrol, NMN ve NR gruplar i¢in

sirastyla 14, 5, 9 ve 7 olarak belirlendi (Sekil 4.6).

Antral folikul

Sekil 4.2. Geng grubuna ait Hematoksilen-Eozin Boyama kesitleri. A) x10 B) Antral
folikiil (x 40). PF, primer folikiil; PMF, primordial folikiil; AF, antral folikiil; KL,
korpus Luteum; GH, granulosa hiicreleri; TH, teka hiicreleri; O, oosit ve ZN, zona

pellusida.
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B t A L
Sekil 4.3. Kontrol grubuna ait Hematoksilen-Eozin Boyama kesitleri. A) x10, B) x 10.
PF, primer folikiil; PMF, primordial folikiil; ATF, atrezik folikiil; KL, korpus luteum.

-

Sekil 4.4. NMN grubuna ait Hematoksilen-Eozin Boyama kesitleri. A) x10, B) x 10. PF,
primer folikiil; PMF, primordial folikiil; ATF, atrezik folikiil; AF, antral folikiil; KL,
korpus luteum; TH, teka hiicreleri; GH, granulosa hiicreleri; GF, graaf folikiilii ve O,

00sit.
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Sekil 4.5. NR grubuna ait Hematoksilen-Eozin Boyama kesitleri. A) x10, B) x 10. PF,

primer folikiil; PMF, primordial folikiil; ATF, atrezik folikiil; AF, antral folikiil; KL,
korpus luteum.

Orta-yaslt gruplara (kontrol, NMN ve NR dahil) oranla, gen¢ grubun
ovaryumlarinda primordiyal, primer ve antral folikiillerin daha fazla sayida oldugu
gozlemlendi. Kontrol grubu (Sekil 4.3) ile karsilastirildiginda hem NMN (Sekil 4.4)
hemde NR (Sekil 4.5) grubunda daha fazla antral folikiiliin mevcut oldugu tespit edildi
(p<0.05). Geng, kontrol, NMN ve NR gruplarindaki antral folikiil sayis1 sirasiyla 35, 16,
21 ve 20 olarak belirlendi (Sekil 4.6A). Ancak NMN ve NR gruplar arasindaki antral
folikiil sayilar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak onemsiz bulundu (p>0.05).
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda NMN ve NR gruplarindaki atretik folikiil sayilari
daha az olmakla birlikte farkliliklar istatistiki olarak dnemli bulundu (p<0.05). Geng,
kontrol, NMN ve NR gruplarindaki ortalama atretik folikiil sayisi1 sirasiyla 8, 10, 5 ve 6
olarak tespit edildi (Sekil 4.6A). Antral folikiil/Atretik folikiil oran1 geng, kontrol, NMN

ve NR gruplar i¢in sirasiyla 4.3, 1.6, 4.2 ve 3.3 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.6. Gruplarda folikiil ve korpus luteum sayilarinin degisimi. *Ayni1 harfler ile
gosterilen degerler arasindaki fark, istatistiksel olarak onemli degildir (p<0,05). Sekil
A'da kii¢iik harfler antral folikiilii; biiyiik harfler atretik folikiilii ifade etmektedir. G,
genc grubu; K, kontrol grubu; NMN, nikotinamid mononiikleotid (NMN) uygulanmis
grup; NR, nikotiamid ribozidin (NR) uygulanmis grup.

4.3. Serum FSH, LH ve AMH Degisimleri

Kan orneklerinde Eliza ile Folikiil uyarici hormon (FSH), Luteinlestirici hormon
(LH) ve Anti Miillerian Hormon (AMH) analizleri gergeklestirildi (Sekil 4.7). Geng gruba
oranla orta-yash (kontrol, K) grubunda, FSH' 1n istatistiksel olarak 6nemli artig gosterdigi
tespit edildi (p<0.05). Kontrol grubuna oranla, NMN ve NR gruplarinda FSH seviyesinde
istatiksel bir diisiis tespit edildi ve bu iki gruptaki FSH seviyelerinin geng gruptaki FSH

seviyesine yaklastigi goriildii (p>0.05). FSH' in aksine LH degerlerinin geng, kontrol,
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NMN ve NR gruplarinda ¢ok fazla degisiklik gostermedigi tespit edildi (p>0.05). LH ve
FSH degerleri, geng grupta 22 ve 17 mlU/ml, kontrol grubunda 20 ve 30 miU/ml, NMN
grubunda 20 ve 21 mlU/ml ve NR grubunda 21 ve 23 mlU/ml olarak 6l¢iildi. LH/FSH
orani ise geng, kontrol, NMN ve NR gruplarinda sirasiyla 1.29, 0.66, 0.95 ve 0.91 olarak

hesaplandi.
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Sekil 4.7. Deney gruplarinda FSH, LH ve LH/FSH oranlarinin degisimi. (Veriler
ortalamatstandart sapma olarak hesaplanmigtir. *** p<0.001 vs G, b p<0.01 vs K ve c
p<0.001 vs K (a p<0.05, b p<0.01, ¢ p<0.001 ve n=3)). G, gen¢ grubu; K, kontrol
grubu; NMN, nikotinamid mononiikleotid (NMN) uygulanmis grup; NR, nikotiamid
ribozidin (NR) uygulanmis grup.
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AMH seviyesi geng bireylerde 3590 pg/mL, orta-yasl kontrol bireylerinde 1620
pg/mL, orta-yasli NMN bireylerinde 1820 pg/mL ve orta-yasli NR bireylerinde 1710
pg/mL olarak o6l¢iildii. Kontrol, NMN ve NR gruplarinin AMH degerleri arasinda
istatiksel olarak anlamli bir degisim tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 4.8).
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30004

20004

10004
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0

Gruplar

Sekil 4.8. Deney gruplarinda AMH degisimi. Veriler ortalama+standart sapma olarak
hesaplanmistir. *** p<0.001 vs G (a p<0.05, b p<0.01, ¢ p<0.001 ve n=3). G, geng
grubu; K, kontrol grubu; NMN, nikotinamid mononiikleotid (NMN) uygulanmis grup;
NR, nikotiamid ribozidin (NR) uygulanmis grup.

4.4. RT-PCR ile Gen Ekspresyon Seviyesinin Analizi

4.4.1. Mitokondriyal Fiizyon ile liskili Genlerinin Ekspresyon Seviyeleri

Mfnl, Mfn2, Fam73a (Migal), Fam 73b (Miga 2) ve OPA mitokondriyal fiizyonla
iliskili genlerdir. Geng (G) si¢anlarla karsilastirildiginda orta-yasli siganlarda yani kontrol
gruplarinda (K) Mfnl' de istatiksel (p<0.01) bir azalma goriilirken, NMN ve NR
uygulamasinin Mfnl seviyesini artirdigt (p<0.05) ve normal geng¢ bireylerdeki
ekspresyon seviyesine yaklastirdigi belirlendi (Sekil 4.9A). Normal geng (G) siganlarla
karsilagtirildiginda orta-yasli siganlarda yani kontrol gruplarinda (K) Mfn2' de istatiksel
(p<0.01) anlamda 6nemli bir azalma goriiliirken, NMN veya NR uygulamasinin Mfn2
seviyesini artirdigr (p<0.05) ve normal geng¢ siganlardaki ekspresyon seviyesine
yaklastirdig1 tespit edildi (Sekil 4.9B). Gerek Mfnl gerekse Mfn2 igin, NMN ve NR

gruplar arasinda ise istatiksel anlamda bir farkin olmadigi goriildi (p>0.05).
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Sekil 4.9. B-aktin kontrol genine gére Mfnl (A) ve Mfn2 (B) genlerinde ekspresyon
degisimlerini. [G: Geng grup, K: orta-yasli kontrol grubu, NMN: nikotinamid
mononiikleotid (NMN) uygulanmis orta-yaslh grup, NR: nikotiamid ribozid (NR)
uygulanmis orta-yasli grup]. Veriler ortalamatstandart sapma olarak hesaplanmustir.
** p<0.01 vs G ve a p<0.05 vs K (a p<0.05, b p<0.01, ¢ p<0.001 ve n=3)

Hem mitokondriyal fiizyon hemde ovulasyon ve ovulasyon steroidogenezinde
onemli rol oynadigimi bilinen Fam73a (Migal) ve Fam73b (Miga 2) genlerinin
ekspresyon seviyeleri analiz edildiginde ise gen¢ bireylere oranla orta yasl bireylerin
Fam73a (Sekil 4.10A) ve Fam73b (Sekil 4.10B) seviyelerinde istatiksel olarak énemli
diistisler belirlendi (sirasiyla p<0.05, p<0.01). NMN veya NR uygulamasinin orta yasl
kontrol grubuna oranla Fam 73a ve Fam 73b seviyelerinde istatiksel olarak anlamli artiga
neden oldugu tespit edildi (p<0.05). NMN ve NR gruplari arasinda ise istatiksel anlamda

onemli bir fark tespit edilmedi (p>0.05).
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Sekil 4.10. B-aktin kontrol genine goére Fam73a (A) ve Fam73b (B) genlerinde
ekspresyon degisimlerini. [G: Geng grup, K: orta-yasli kontrol grubu, NMN:
nikotinamid mononiikleotid (NMN) uygulanmis orta-yaslt grup, NR: nikotiamid ribozid
(NR) uygulanmis orta-yasli grup]. (Veriler ortalama+standart sapma olarak
hesaplanmistir. ** p<0.01 vs G, * p<0.05 vs G ve a p<0.05 vs K (a p<0.05, b p<0.01, ¢
p<0.001 ve n=3).
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Bir diger fiizyon proteini olan Opal' in ekspresyon seviyesinde ise geng bireylere
oranla kontrol grubunda istatiksel anlamda bir azalma tespit edildi (p<0.05). NMN veya
NR uygulanmis gruplarda ise kontrole oranla Opal seviyelerinde istatiksel anlamda
artiglar belirlendi (p<0.05). Bununla birlikte, NMN veya NR uygulamasi Opal seviyesini
artirsada geng bireylerdeki Opal seviyesine tam olarak ulasilamadigi tespit edildi. NMN
ve NR gruplarinin Opal seviyeleri arasinda ise anlamli bir fark belirlenmedi (p>0.05)

(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. -aktin kontrol genine gore opa geninin ekspresyon degisimi [G: Geng grup,
K: orta-yasli kontrol grubu, NMN: nikotinamid mononiikleotid (NMN) uygulanmis
orta-yasli grup, NR: nikotiamid ribozid (NR) uygulanmus orta-yash grup]. (Veriler

ortalamastandart sapma olarak hesaplanmistir. * p<0.05 vs G (a p<0.05, b p<0.01, ¢
p<0.001 ve n=3).

4.4.2. Mitokondriyal Fisyon ile Tliskili Genlerinin Ekspresyon Seviyeleri

Normal-geng (G) bireylere oranla orta-yash siganlarda (K) Mff (Sekil 4.12A) ve
Fisl (Sekil 4.12B) seviyelerinde istatistiki olarak 6nemli (p<0.001, p<0.01) artislar tespit
edildi. Mff seviyelerindeki artigin Fis1' e oranla daha fazla oldugu goriildii. NMN veya
NR uygulanmig gruplarda, kontrole (K) oranla Fisl ve Mff seviyelerinde azalma goriildi
ve bu azaliglar istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). NMN ve NR gruplari arasinda
ise Fisl ve Mff seviyeleri agisindan istatiksel bir fark tespit edilmedi (p>0.05). Bununla
birlikte, Mff seviyelerini iizerinde NMN' nin, Fisl seviyeleri iizerinde ise NR' nin biraz

daha etkili oldugu goriildii.
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Sekil 4.12. B-aktin kontrol genine gore Mff (A) ve Fisl (B) genlerinde ekspresyon
degisimleri [G: Geng grup, K: orta-yasli kontrol grubu, NMN: nikotinamid
mononiikleotid (NMN) uygulanmis orta-yasl grup, NR: nikotiamid ribozid (NR)
uygulanmus orta-yasl grup]. (Veriler ortalamatstandart sapma olarak hesaplanmistir.
*** n<0.001 vs G, ** p<0.01 vs G ve a p<0.05 vs K (a p<0.05, b p<0.01, ¢ p<0.001 ve
n=3).

Normal-geng bireylere (G) oranla, orta-yaslh (K) grup da bir stres gostergesi olarak
kabul edilen Drpl' in ekspresyon seviyesinde istatiksel olarak ¢ok fazla bir artis tespit
edildi (p<0.001). NMN veya NR uygulamasinin kontrole oranla Drp1 seviyesini istatiksel
(p<0.05) olarak azalttigi ve geng bireylerdeki ekspresyon seviyelerine yaklastirdigi
goriildi. Geng, NMN ve NR gruplarinin Drpl ekspresyon seviyeleri birbirine yakin
olsada, ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel anlamda fark tespit edildi (p<0.05) (Sekil
4.13A).

Sirtl seviyesi analiz edildiginde ise, geng bireylerdeki Sirtl seviyesinin en yiiksek
oldugu ve geng gruba oranla orta-yasli kontrol grubundaki Sirtl seviyesinin istatiksel
anlamda ¢ok fazla azaldig1 goriildi (p<0.01). NMN ve NR grubunda ise kontrole oranla
Sirtl seviyesinde anlamli artiglar tespit edildi (p<0.05). Kisacasi, NMN veya NR
uygulamalari orta-yash siganlarda Sirtl seviyelerini artirdig1 ve geng bireylerdeki Sirtl
seviyelerine yaklastirdig1 goriildii. Bununla birlikte, NMN veya NR grubunun ekspresyon
seviyesi ile geng grubun ekspresyon seviyesi arasinda istatistiksel anlamda bir farkin

oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.13B).
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Sekil 4.13. p-aktin kontrol genine gére Drpl (A) ve Sirtl (B) genlerinde ekspresyon
degisimleri. [G: Geng grup, K: orta-yash kontrol grubu, NMN: nikotinamid
mononiikleotid (NMN) uygulanmis orta-yaslt grup, NR: nikotiamid ribozid (NR)
uygulanmus orta-yasl grup]. (Veriler ortalamatstandart sapma olarak hesaplanmistir.
*** n<0.001 vs G, ** p<0.01 vs G ve a p<0.05 vs K (a p<0.05, b p<0.01, c p<0.001 ve
n=3).

4.5. Fisyon proteinlerinin Western-Blot ile Analizi

Western-Blot ¢alismalarinda fisyon ile dogrudan iliskili {i¢ proteinin (MFF, FIS1
ve DRP1) yanisira fisyon ile dolayli iliskili olan SIRT1 proteininin ekspresyon seviyeleri
analiz edildi (Sekil 4.14). Geng gruba oranla orta yasli bireylerin bulundugu kontrol
grubunda DRP1 seviyesinde anlamli artisin oldugu tespit edildi (p<0.05). Kontrol
grubuna oranla, NMN veya NR gruplarinda ise DRP1 seviyelerinde anlamli distisler
belirlendi (p<0.001, p<0.05). NMN veya NR gruplart ile geng gruptaki DRP1 seviyeleri
arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0.05). Kisacasi, DRP1' ig¢in en disiik
ekspresyon seviyesi geng grubu, bunu ardindan da sirasiyla NMN ve NR gruplari igin
tespit edildi. DRP1 i¢in NMN ve NR gruplar1 arasindaki fark yine istatiksel olarak anlaml
bulundu (p<0.05). DRP1' de oldugu gibi gen¢ grubuna oranla, kontrol grubunda MFF
(p<0.001) ve FIS1 (p<0.01) seviyelerinde (6zellikle MFF seviyesinde) artis tespit edildi
ve bu artislar istatiksel olarak anlamli bulundu. NMN veya NR uygulamalar ise kontrole
oranla MFF ve FIS1 seviyelerini azaltti. Bununla birlikte, MFF'in NMN ve NR
gruplarindaki seviyeleri gen¢ gruptaki seviyelerinden istatiksel anlamda daha yiiksek

bulundu (p<0.05).
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SIRT1 proteininin kontrol grubundaki ekspresyon seviyesinin geng gruptaki
ekspresyon seviyesinden istatiksel anlamda daha diisiik oldugu bulundu (p<0.001). NMN
veya NR uygulamas ise SIRT1'" in ekspresyon seviyesini kontrole oranla artirdig: ve bu
artiglarin istatiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0.05). NMN ve NR gruplarindaki
SIRT1 seviyelerinin kontrol grubunun SIRT1 seviyesinden daha yiiksek fakat geng
grubunun SIRTL1 seviyesinden daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). Kisacasi, SIRT1
icin en yiiksek ekspresyon seviyesi gen¢ grup, bunun ardindan da sirasiyla NMN ve NR
gruplart i¢in 6l¢iildi. NMN ve NR gruplar arasinda ise SIRT1 seviyeleri bakimindan

anlamli bir fark tespit edilmedi (p<0.05).
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=

SIRT1
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Sekil 4.14. Gruplarda fisyon ile iligkili proteinlerin Western Blot analizleri. Gruplara
Unpaired t test uygulandi. [G: Geng grup, K: orta-yasl kontrol grubu, NMN:
nikotinamid mononiikleotid (NMN) uygulanmis orta-yasl grup, NR: nikotiamid ribozid
(NR) uygulanmus orta-yaslh grup]. p>0,05=ns (not significant) 6nemsiz, p<0,05= *
onemli, p<0,01= * ¢cok dnemli, p<0,001= ** yiiksek derecede dnemli

42



5. TARTISMA

Yaslanma, diger organlarda oldugu gibi ovaryumlari da olumsuz olarak
etkilemektedir. Ovaryum yaslanmasi hem ovaryum yapisinda anormallikler olusturmakta
hem de ovaryumlardaki folikiillerin sayisin1 ve kalitesini azalmaktadir.4315

Hiicrede, 6zellikle de hiicre mitokondrisinde iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS)
yaslanma siirecinin en 6nemli etkeni olarak kabul edilmektedir.3 ROS birikimin neden
oldugu mutasyonlar ve oksidatif hasar; mitokondriyal DNA hacminin, biitiinliigiiniin ve
islevselliginin ve ATP iiretimin azalmasina neden olmaktadir.®3 Fizyolik yaslanma tiim
viicut organlarini etkilese de ovaryumlar pankreas ve uterus gibi diger organlara oranla
daha hizli yaslanmaktadir.43848515% Hatta, ROS birikimine bagl fizyolojik yaslanma
ovaryum yaslanmasmm en Onemli etkeni olarak kabul edilmektedir.® Yapilan
calismalarda, ROS kaynakli oksidatif stresin ve yaslanma siirecinin ovaryumlarda oosit
sayisini ve kalitesini azalttigl, korpus luteumun dejenerasyonunu hizlandirdigini ve oosit
olgunlagsmasini negatif olarak etkiledigi bildirilmektedir.6>%8” Bu durumda, kadin
fertilitesinin azalmasina neden olmaktadir.*38

Mitokondri dinamikleri olarak bilinen fisyon ve fiizyon mekanizmalari, hiicrelerde
mitokondriyal morfoloji, mitokondri dagilimi, hareketi, sayisi, aktivitesisinin yanisira
enerji tiretimini etkilemektedir. Hiicrelerde ortaya ¢ikan ROS kaynakli stres mitokondri
dinamiklerini diger bir ifadeyle mitokondriyal fisyon ve fiizyon mekanizmalarinida
bozmaktadir. Ozellikle, fisyondaki asir1 artislar mitokondri fonksiyonlarmin bozulmasina
ve patolojik durumlarin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir.tt711%12  Yapilan
calismalarda, mitokondriyal dinamigin yani fisyon ve fiizyon dengesinin ovaryum
stresinde ve ovaryum yaslanmasinda da bozuldugu gosterilmistir.3*92:93127-129 Mevcut
caligmada, orta-yash sicanlarda azalan ovaryum kalitesi ile mitokondriyal dinamikler

arasindaki iliski ve mitokondriyal dinamik tizerinde NAD" kaynagi olarak kullanilan
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nikotinamid mononiikleotit (NMN) ve nikotinamid ribozid (NR) molekiillerinin olasi
olumlu etkileri arastirildi.

Basarili iiremede, saglikli ovaryum ve folikiiler rezervinin yeterli olmasi énemli
kriterdir. Hasarli folikiiller ve folikiil rezerv havuzundaki azalma gibi gesitli nedenlerle
30 yasint agmis kadinlarda dogurganlik hizi azalmaktadir. Bu nedenle subfertil donem
olarak da bilinen menopozdan hemen onceki bu donem Onemlidir. Bu donemde
dogurganlig1 artirmak icin folikiiler havuzu ve folikiillerin sagligin1 diizeltmeye yonelik
adimlar atilmalidir.*®® Disi siganlarin beklenen émrii 2-3 yildir. Ancak, disi siganlar orta
yaslarda (8-12 ay) artan diizensiz bir {ireme dongiisii siklig1 gosterirler.’> Mevcut
calismada, kadinlarda da dogurganlik oraninin azaldigi 30-35 yas arasina denk gelecek
sekilde 12 aylik orta-yasl disi siganlar tercih edildi.

Elde edilen sonuglar, 17 giinliik uygulama siiresinin sonunda orta-yaslt siganlarin
bulundugu kontrol grubunda ¢ok az bir kilo kazanim1 oldugu tespit edildi. Aksine ayn1
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, orta-yagli NMN ve NR gruplarinin viicut
agirliklarinda bir miktar diisiis gozlendi. Bu bulgu, NAD* 6nciisiit NMN ve NR' nin kilo
kaybim sagladifi ve obeziteyi engelledigi gercegi ile uyusmaktadir.'43'%8 Orta-yash
NMN ve NR gruplarinin aksine, 17 giinliik slirenin sonunda gen¢ gruptaki siganlarin
ortalama viicut agirh@inin 215 gr' dan 240 gr' a ¢iktig1 belirlendi. Bu durum ise, geng
gruptaki siganlarin bliyiime asamasinda olmasiyla agiklandi.

Geng bireylerle karsilastirildiginda orta-yasl sigcanlardaki (kontrol, NM) ovaryum
agirliklarinin daha fazla oldugu tespit edildi. Bu durum, literatiirde belirtildigi gibi belli
bir doneme kadar 6zelliklede orta yasl doneme kadar ovaryum hacminin ve agirliginin
artabilecegi gergegi ile uyusmaktadir.’>” Kontrolle karsilastirildiginda ise NMN veya NR
uygulanmis grubun ovaryum agirliklarinda ¢ok fazla bir farklilik olmadig: belirlendi.

Ovaryum agirhiginin aksine, ovaryum indeksinin (ovaryum agirhigi/viicut agirlign)
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kontrole oranla NMN ve NR gruplarinda azda olsa arttig1 goriildii. Yiksek ovaryum
indeksi ovaryum kalitesinin bir gostergesi kabul edildigi i¢in'®®, NMN ve NR' nin
ovaryum indeksi tizerindeki tizerinde olumlu etki gostermesi kadin fertilitesi agisindan
onemlidir.

Tunika albuginea, ovaryum yiizeyinin altinda yer alan, esas olarak yapisal
kollajenler ve diger hiicre dis1 proteinlerden (kollajen tip I, decorin, versican) olusan
vaskiilarize olmayan kalin lifli zengin bir tabakadir.'>® Mevcut ¢calismada, geng bireylere
oranla NR ve NMN gruplarinda tunika albuginea' nin nispeten daha kalin oldugu goriildii.
Bu durum, ovaryumlarda tunika albuginea'nin kalinliginin yaslhilikla birlikte arttigi
gercegiyle uyusmaktadir.'®%161 NR ve NMN gruplarmin tunika albuginea tabakalarmim
genc¢ grubunkinden kalin fakat kontrol grubununkinden nispeten biraz daha ince oldugu
gozlemlendi. Bu sonug, NMN ve NR uygulamasinin yaslhlikla iliskili ovaryumlardaki
tunika albuginea kalinlagmasini geriye doniik bir sekilde azalttigini isaret etmektedir.
Literatiirde, Korpus luteum sayisinin yaslilikla birlikte azaldigi hatta yaslari 12 aym
tizerinde olan sicanlarda  korpus luteum'un tamamen ortadan  kalktig
bildirilmektedir.1%5162 Mevcut galigmada, geng bireylere oranla orta-yash bireylerin yani
kontrol grubunun ovaryumlardaki korpus luteum sayisinin daha az oldugu, NMN veya
NR uygulamasinin ise kontrole oranla korpus luteum sayisini artirdigi tespit edildi.

Disi gonadlar olgun oositlerin olusumu, salinmasi ve sekonder cinsel 6zelliklerin
gelisimi i¢in gerekli olan steroidlerin iiretilmesini saglar.'%® Puberteden sonraki dénemde,
her menstrual dongiide primordiyal folikiiller ilk olarak primer folikiillere, primer
folikiillerde antral folikiillere doniismektedir. Ovaryum folikiillerin en gelismis halide
graaf folikiilii olarak adlandirilmaktadir. 44164165 Qvaryum folikiillerinin %99'undan
fazlas1 ovulasyondan once atrezi adi verilen bir siirecle dejenere olmaktadir. Folikiiler

atrezide yani dejenerasyonda apoptoz ve otofaji gibi hiicre oliimii bigimleri etkili
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olmaktadir. Folikiiler atrezi, folikiiler gelisimin tiim asamalarini etkilesede, en yiiksek
folikiiler dejenerasyon insidansi, erken antral folikiil asamasinda gdzlenmektedir.63
Yenidoganin over korteksinde 700.000-2.000.000 civarinda primordiyal folikiil bulunur.
Devam eden atreziler sebebiyle primordial folikiillerin sayisi puberteye kadar 400.000’e
kadar diiger. Puberte ile birlikte hipofizden salgilanan gonadotropinlerin etkisiyle her
menstrual siklus basinda 5-15 follikiil gelismeye baslar ancak nadiren birden fazlasi
ovulasyon asamasina yani graaf folikiilii haline kadar ilerleyebilir. Dominant follikiil
disindaki gelismeye baslayan diger follikiiller atreziye ugrar. Bu sekilde folikiil sayisi
menapoza kadar gittikge azalir. Over korteksinde hig folikiil kalmadig1 zaman menapoz
gerceklesir. Puberteden menapoza kadar ancak 400-500 follikil ovule olabilecek sansa
sahip olur.'8 Atrezi ilerledikge, graniiloza hiicreleri tamamen kaybolur ve oosit dejenere
olur, geriye zona pellusida kalintilar1 ve hipertrofik teka hiicreleri kalir,67-169

Mevcut ¢aligmada, ovaryumlarda folikiil sayimi yapildiginda gen¢ sicanlara
oranla orta-yasli kontrol grubundaki siganlarin ovaryumlarinda folikiil sayilarinin
(primordial, primer, antral folikiil) daha diisiik oldugu goriildii. Giiniimiizde, ovaryum
yaslanmasinin degerlendirmesinde ultrasonografik yontemler, antral folikiil sayimu,
ovaryum hacmi ve ovaryum kan akimi o6lglimiinii gibi yaklasimlar uygulanmaktadir.
Bununla birlikte, klinik olarak en yaygin kullanilan test antral folikiil sayimidir, ¢linkii bu
test kolay, ucuz ve giivenilirdir.!’® Bu yiizden, mevcut ¢aligmada esas olarak deney
gruplarinin ovaryumlarindaki antral folikiil sayilar arastirildi. Caligmada, geng bireylere
oranla orta-yash bireylerde atretik folikiil sayisinda artig fakat antral folikiil sayisinda
azalig goriildii (p<0.05). NMN veya NR uygulanmis gruplarda ise kontrole oranla antral
folikiil sayisinda artis ve atretik folikiil sayisinda azalis tespit edildi (p<0.05). Bu sonugta,

NMN ve NR' nin atreziyi azaltarak folikiil kalitesini artirdigini igaret etmektedir.
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Deneyler sonucunda, orta-yash siganlarda (kontrol) gen¢ bireylere oranla FSH
seviyesinin istatiksel olarak arttig1 (p<0.05) ancak LH seviyesinin ¢ok fazla degismedigi
(p>0.05) goriildii. Bu bulgu, ovaryum yaslanmasina bagli olarak FSH'im ¢ok fazla
artabilecegi ancak LH seviyelerinin ¢ok fazla etkilenmeyecegi veya LH'da kiigiik
azalmalar goriilebilecegi gercegi ile uyumludur.t’174 Saglikl kisilerde LH/FSH oraninin
1-2 arasinda oldugu belirtilmektedir.*”® Bu bilgi goz oniine alindiginda, LH/FS oran1 1.29
olan geng¢ bireylerin ovulasyon verimlerinin iyi, LH/FSH oran1 0.66 olan orta-yaglh
kontrol bireylerinin ovulasyon verimlerinin diisiik, LH/FSH oranlar1 sirasiyla 0.95 ve
0.91 olan NMN ve NR gruplarininda ise ovulasyon verimlerinin normale yakin oldugunu
sOylemek miimkiindiir.

AMH kadinlarda follikiilogenezisin diizenlenmesinde gorev alan ve folikiil rezervi
hakkinda bilgi veren bir hormondur.}’¢17® AMH, bireyin dogumdan sonra kadinlarda
ovaryumlarda primer ve antral folikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanmaya
baslamakta ve seviyesi dogurganlik doneminde artmaktadir. Yaslanmaya bagli olarak
AMH seviyesi azalmakta ve menapoz doneminde tespit edilemeyecek kadar diisiik
seviyelere inmektedir. Bu yilizden, ovaryum rezervinin AMH ile analiz edilmesi
fertilitenin  degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli bir ydntemdir.8417417°  Mevcut
calismada da, geng bireylere oranla orta-yasl gruptaki bireylerin (kontrol, NMN ve NR
dahil) AMH seviyelerinin diisiik (p<0.05) oldugu belirlendi. Diisik AMH seviyesi ise
orta-yasl bireylerdeki folikiil rezervlerinin daha diisiik oldugunun bir gostergesi olarak
kabul edildi. Kontrol, NMN ve NR gruplar arasinda ise AMH seviyeleri agisindan
istatiski bir fark gozlenmedi (p>0.05).

Yapilan ¢alismalarda, mitokondriyal fisyon ve fiizyon proteinlerinin memelilerde
oogenez, embriyogenez ve implantasyon siireclerinde etkili oldugu ortaya

¢ikarilmistir. %492 Mfnl, Mfn2 ve Opal genleri memeli mitokondrilerinin fiizyonunda
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gorev ald1g1 uzun zamandir bilinmektedir.*?! Mevcut ¢alismanin RT-PCR sonuglari, geng
bireylerle karsilagtirildiginda orta-yasli kontrol bireylerinde Mfnl, Mfn2 ve Opal
genlerinin ekspresyon seviyelerinde bir azalma meydana geldigini gosterdi (p<000.1).
NMN ve NR uygulamalari ise bahsedilen genlerin ekspresyon seviyelerini kontrole
oranla artirdi (p<000.1). Kisacasi, ovaryum yaslanmasi mitokondriyal fiizyonu
azaltirken, NMN veya NR uygulamasi mitokondriyal fiizyonu artirarak normal seviyelere
yaklastirmigtir. Mitokondriyal flizyon genleri {izerinde NMN ve NR uygulamalarinin
diizeltici etki yapmast onemli bir sonu¢ olarak kabul edilebilir. Ciinkii, Zhang ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada?® bu genlerden birisi olan Mfn2' nin oosit ve
folikiil gelisiminde rol oynadigi ve ovaryum folikiiler rezervinin korunmasi i¢in gerekli
oldugu belirtilmistir.

Yakin zamanda yapilan bazi galismalarda®-9218 Mitoguardin-1/2' (Migal ve
Miga2) olarak bilinen genlerinde ovaryumlarda mitokondri flizyonunda gorev aldig
ortaya ¢ikarilmigtir. Bu proteinlerin kodlanmasindan sorumlu olan genlerin insanlar dahil
omurgalilarda karsiliklar1 Fam73a ve Fam73b diir. Nukleer genom tarafindan kodlanan
bu iki protein ise mitokondri dis zarina yerlesmis olup mitokondriyal fiizyonda gérev
almaktadir.®19218! Yapilan calismalarda®-%? Fam73a ve Fam73b proteinlerin mitokondri
dinamiginin korunmasinin yanisira fare ovaryumlarinda oositlerin mayozunda,
tiretiminde ve olgunlagsmasinda gorev aldigi bildirilmistir. Bu  proteinlerin
kodlanmasindan ~ sorumlu olan genler susturuldugunda ise  mitokondriyal
fragmentasyonun (yani fisyonun) arttigi, ovaryum hacminin azaldigi, folikiil atrezisinin
gerceklestigi ve ovulasyon veriminin diistiigii bildirilmektedir. Ornegin, yapilan bir
calismada®!, Migal ve 2-knockout farelere vitamin C ve ATP takviyesi yapilmis ve daha
sonrada oosit yapilar1 incelenmistir. Deneyler sonucunda arastirma ekibi vitamin C ve

ATP uygulamasinin ROS seviyesini azaltti§i, oosit mitokondrilerindeki defektleri
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diizelttigi gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda, RT-PCR analizlerine gore geng siganlara
oranla, orta-yaslh siganlarin ovaryumlarinda Fam73a ve Fam73b (Migal ve Miga2)
seviyelerinin azaldig1 belirlendi (p<000.1). Ancak, orta-yasl siganlara oranla (kontrol),
NMN veya NR uygulanmis orta-yaslt sicanlarda Fam73a ve Fam73b' in ekspresyon
seviyelerinin yiikseldigi ve hatta geng¢ bireylerdeki ekspresyon seviyelerine yaklastigi
tespit edildi (p<000.1). Mitokondriyal fiizyon ATP bagimli bir siiregtir.'®* Bu yiizden,
NMN ve NR' de hiicreye NAD" (ATP onciisii) saglayarak Fam73a ve Fam73b' i
ekspresyon seviyelerini artirarak mitokondri dinamigini ve fonksiyonlarini diizeltmis
olabilir.

Memelilerde mitokondriyal fisyonla dogrudan iliskili proteinler MFF, FIS1,
MID49, MID51 ve DRP1 dir. Bunlardan MFF, FiS1, MiD49 ve MIiD51 mitokondri dis
zarinda yer almakta olup DRP1 i¢in reseptor olarak gérev yapmaktadir. Dynamin-iligkili
protein olarak da bilinen DRP1 ise stoplazmada yer almaktadir. Mitokondri fisyonu yani
mitokondri fragmantasyonu sirasinda, DRP1 proteini reseptor olarak gorev yapan MFF,
FiS1, MID49 ve MID51 proteinlerine baglanmaktadir.?”114182 Mevcut ¢alismada da
mitokondriyal fisyonla iliskili i¢ genin (Drpl, Mff ve Fisl) ekspresyon analizi
yapilmistir. RT-PCR sonuglari, geng bireylere oranla orta-yasli kontrol bireylerinin
ovaryumlarinda Drpl, Fisl ve Mff genlerinin seviyelerinde ¢ok fazla artis oldugunu
ortaya ¢ikardi (p<000.1). Bu sonuglar, fizyolojik yaslanmanin ovaryumlar dahil ¢esitli
organlarda mitokondriyal fisyonu artirarak mitokondriyal dinamigi bozdugu gergegi ile
uyusmaktadir.>*% RT-PCR ile gergeklestirilen gen ekspresyon analizleri, Fisl' e oranla
Mff in seviyelerinde daha fazla artis oldugunu ortaya ¢ikarmistir (p<000.1). Bu sonugta,
onceki literatiirlerde belirtildigi gibi fisyon sirasinda Drpl'in Fisl'e oranla Mff' ye daha
fazla baglanma egiliminde oldugu gergegi ile uyusmaktadir.®>%97.18 Diger taraftan,

mevcut RT-PCR analizleri orta-yash kontrol grubuna gére NMN veya NR uygulanmis
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orta-yash siganlarin ovaryumlarinda Drpl, Mff ve Fisl seviyelerinde istatistiksel olarak
onemli diisiisler oldugunu gosterdi (p<000.1). Bu verilerin 1sinda, hem NMN'nin hemde
NR'nin mitokondriyal fisyonu azalttig1 sonucu ¢ikarilmistir.

Sirtuinler, NAD" bagimli protein deasetilaz aktivitesi gosteren proteinlerdir.
Memelilerde sirtuinler gen ekspresyonu, hiicre metabolizmasi, apoptoz, DNA onarimi,
hiicre dongiisii, gelisim, bagisiklik tepkisi, néro-koruma ve yaslanma karsiti gibi bircok

siireci diizenlemektedir.101:184

Literatiirde, sirtuinlerin Omiir uzunlugunu arttirdigi ve
yagslilikla iligkili hastaliklara (Alzheimer ve Parkinson) kars1 koruyucu 6zellik gosterdigi
bildirilmektedir.!8518 Memelilerde sirtuin ailesine bagli 7 farkli protein (SIRT1-7)
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, SIRT1, SIRT3 ve SIRT6 proteinlerinin
memelilerde ovaryum yaslanmasinin geciktirilmesinde koruyucu roliiniin oldugu
gosterilmistir.13187-191 Calismalarda ayrica, bu proteinlerin memelilerde folikiilogenez
siirecinde gorev aldig1 ve 6zellikle SIRT1' in siganlarda folikiilogenez siirecinde ¢ok etkili
oldugu rapor edilmistir.'87-18% 192 By yiizden, mevcut ¢alismada Sirtl geni i¢inde RT-PCR
analizi yapilmistir.

Yaslanma siirecinde NAD" seviyeleri diismekte ve bu diisiiste niikleer ve
mitokondriyal fonksiyonlarda kusurlara ve nihayetinde yaslanmaya bagli birgok
patolojiye neden olmaktadir. NAD" dnciisii maddeleri takviye ederek NAD™ seviyelerini
eski haline getirmek ise yasa bagli bu fonksiyonel kusurlari Onemli oOlgiide
iyilestirebilmektedir. NAD™ sirtuinler de dahil olmak iizere NAD*-bagimli enzimlerin
fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Sirtuinler yaslanma karsitt
enzimler olarak gorev yaptiklari iginde, NAD" eksikligi sirtuinlerin aktivitesini azalmakta
ve sirtuin aktivitesinin azalmasina bagl olarak da yaslanmaya bagl hastaliklar daha da
kotiilesebilmektedir. Bu nedenle, NAD" 6nciisii maddelerin takviyesiyle sirtuinlerin

aktive edilmesi yaslanma karsit1 bir tedavi yaklasimi olarak kabul edilmektedir,104193.1%4
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Ormegin yapilan bir calismadal®®, NAD* 6nciisii maddelerin yanisira resveratrol ve
SRT2104' in farelerde sirtuinleri aktive ederek hiicre ve organ fonksiyonlarini diizelttigi,
yaslanmay1 yavaglattigi ve yasam siiresini uzattig1 rapor edilmistir. Hatta, yapilan bir
calismada'#®, NAD"* onciisii olarak uygulanan NMN' nin yash sicanlarda ovaryum
fertilizasyonu diizelttigi ve oosit kalitesini artirdig1 gosterilmistir.

Sirtuinlerin - mitokondriyal stresi azaltmada ve mitokondriyal dinamigi
korumadaki etkinligi ise onun mitokondriyal fisyonla iligkili DRP1 proteininin
aktivitesini azaltmas: ile agiklanmaktadir.’%® Mevcut ¢alismadaki RT-PCR sonuglarida
geng bireylere oranla orta-yash bireylerde Sirtl aktivitesinin azaldigini ortaya ¢ikardi
(p<000.1). Bu durum, yaslanmaya bagli olarak orta-yash siganlarin ovaryumlardaki
NAD™" seviyesinin diismesiyle agiklanabilir. Ancak, NAD" onclisii molekiiller (NMN
veya NR) uygulanmis orta-yasl gruplarda Sirtl aktivitesinin tekrar arttigi ve bu
gruplardaki Sirtl aktivitelerinin gen¢ gruptaki Sirtl aktivitesine yakin oldugu goriildii
(p>0.001). Kisacasi, elde edilen sonuglar NMN ve NR'nin Sirtl'i aktive ettigini ortaya
¢ikardi. Tim bu veriler goz oniline alindiginda, NAM veya NR uygulamasi ile Sirtl
aktivitesine bagli olarak mevcut ¢alismada su ¢ikarimlar yapilmistir. NAM veya NR' den
agi1ga ¢ikan NAD® sirtuinleri aktive etmis, aktive edilen sirtuinler DRP1'in yiiksek
aktivitesini ve mitokondriyal fisyonun meydana gelme sikligin1 azaltmis, mitokondriyal
fisyonun azalmasma bagl olarak orta-yasli sicanlarda ovaryum stresi yatistirilmis ve
folikiilogenez deki olas1 bozukluklar diizeltilmistir.

Mevcut ¢alismada, mitokondriyal fizyonla dogrudan (DRP1, MFF, FiS1) veya
dolayli (SIRT1) iliskili proteinleri icin Western Blot analizleride gerceklestirildi. Elde
edilen sonuglar geng bireylere oranla orta-yash kontrol bireylerinde fizyondan sorumlu
{ic proteininin (DRP1, MFF ve FiS1) ekspresyon seviyesinin arttigimi gosterdi (p<0.05).

NMN veya NR uygulamasinin ise bu {i¢ proteinin seviyelerinde diisiise neden oldugu
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goriildii (p<0.05). Western-Blot sonuglari DRP1 proteinin inhibitorii olan SIRT1'in
kontrol bireylerine oranla diger tiim gruplarda (geng, NMN ve NR gruplari) daha yiiksek
seviyelere sahip oldugunu ortaya ¢ikardir (p<0.05). Kisacasi, RT-PCR sonuglarinda
oldugu gibi Western-Blot sonuclar1 da orta yasli siganlarin ovaryumlarinda mitokondriyal
fizyonun arttigini, NMN veya uygulamasinin ise artan fizyon seviyelerini tekrar
azalttigimi gosterdi (p<0.05).

Literatiirde, ovaryumlarda yaslanmaya bagli ROS birikimi ile ortaya ¢ikan
oksidatif stresin oosit kalitesini bozdugunu, graniiloza hiicre apoptozunu indiikledigini ve
korpus luteumun dejenerasyonunu hizlandirdigini, oositler ve GC'ler arasindaki iletisimi
azaltarak ovulasyon oncesi oosit olgunlagsmasim etkiledigi rapor edilmektedir.5586.87
Kisacasi, ovaryumlardaki yaslanma kaynakli oksidatif hasar folikiilogenezi, mayoz
boliinme ve ovulasyonu negatif olarak etkilemektedir. Bu durumda, kadin fertilitesinin
azalmasina neden olmaktadir.*®® Yapilan calismalarda, mitokondri fonksiyonlarinin
normal bir sekilde devam etmesi i¢in mitokondriyal fisyon ve fiizyon olaylarinin
meydana gelme sikligimin belirli bir dengede olmasi gerektigi ve asir1 fiizyon ya da
fisyonun hiicrede mitokondri dinamigini ve fonksiyonlarini bozdugu rapor edilmektedir.
Ozellikle, fisyondaki asiri artisin mitokondri yapisinda ve fonksiyonlarinda ¢ok fazla
anormallikler olusturdugu bildirilmektedir.13114126 Mevcut deneyler, ovaryumlarda
yaslanmaya bagli olarak mitokondriyal fisyonda artisin fakat mitokondriyal fiizyonda
azalisin oldugunu ortaya ¢ikardi. NNM veya NR uygulamasinin ise orta-yagh si¢canlarda
mitokondriyal fisyonu azalttigi fakat fiizyonu artirtigi tespit edildi. Bu sonuglarda bize,
bu iki molekiiliin fisyon ve fiizyon dengesini saglamak suretiyle ovaryumlardaki
yaslanma kaynakli bazi1 anormallikleri diizeltebildiklerini isaret etmektedirler. Ornegin,

orta-yasli ovaryumlarla karsilastrildiginda, NMN veya NR uygulanmis gruplarda atretik
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folikiil sayisinin azaldigi (p<0.05) ve daha fazla antral folikiil ve korpus luteum
gelisiminin basarildig: tespit edildi.

Literatiirde, mitokondriyal fiizyon ve fisyon genlerinin ovulasyon ve
folikiilogenez siireglerinde rol aldiklar1 bildirilmektedir.5*91:9212% By bilgi ve mevcut
calismada elde edilen sonuglar g6z 6niine alinarak, NMN ve NR' nin mitokondriyal fisyon
ve flizyon proteinlerinin aktivitesini etkiledigi ve bdylece sican ovaryumlarinda yaslanma
kaynakli ovaryum hasarlarint ve folikiilogenez problemlerini diizeltebildigi sonucuna
varilabilir. Ozellikle, NMN ve NR' nin fisyonla iliskili DRP1 proteinin seviyesini
azaltarak mitokondrilerin mitofaji ve apoptoza ugrama sikligini diisiirerek graniiloza
hiicrelerinde, korpus Iuteum'da ve folikiilogenez siirecine giren folikiillerde

dejenerasyonu azalttig1 ¢ikarimi yapilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaslanmaya bagli mitokondriyal stres ovaryumlarda oosit kalitesini ve sayisini
azaltmakta, graniiloza hiicre apoptozunu indiiklemekte ve korpus luteumun
dejenerasyonunu hizlandirmaktadir. Bu yiizden, ovaryum yaslanmasi1 disi
infertilitesinin en dnemli sebeplerinden birisi olarak kabul edilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda; mitokondriyal stresin mitokondriyal fiizyonu azaltma ve
mitokondriyal fisyonu ise artirma seklinde bir etki gostererek ovaryumlarda korpus
luteum ve antral folikiil sayisinin yanisira ovaryum kalitesini azalttigi, NAD" kaynagi
olarak kullanilan nikotinamid mononiikleotit (NMN) ve nikotinamid ribozid (NR)
molekiillerinin ise tam tersine mitokondriyal flizyonu artirma ve mitokondriyal fisyonu
azaltma seklinde etki yaparak ovaryumlarda antral folikiil ve korpus luteum sayisinin
yanisira ovaryum Kkalitesini  artirdigi belirlendi. Ayrica, bu molekiillerin ovaryum
yaglanmasina bagli olarak ortaya ¢ikan LH-FSH dengesizligini diizelterek normal
seviyelere yaklastirdig: tespit edildi. Kisacasi, NMN ve NR' nin mitokondriyal fisyon-
flizyon dengesini saglayarak mitokondriyal stresi azaltabilecegi ve bu sayede ovaryum
yaslanmasina kars1 yaslanma karsitt molekiiller olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.
NMN antral folikiil gelisiminde, LH/FSH dengesinin yeniden saglanmasinda ve
mitokondriyal fisyon sikliginin azaltilmasinda NR'ye oranla biraz daha yiiksek etkinlik
gosterse de genel olarak bu iki molekiilin bahsedilen parametreler tizerindeki
etkinliklerinin birbirine yakin oldugu tespit edildi.

Bu calismada elde edilen sonuglar, ovaryum yaslanmasina bagl olarak ortaya
cikan kadin infertilitesinin tedavisinde NMN ve NR molekiillerinin ilag olarak

kullanilabilme potansiyellerinin yiiksek oldugunu isaret etmektedir.
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Boliimler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlar
L. Giris % 0 | %15
IL Genel Bilgiler %13 % 35
III. Materyal ve Metod % 27 % 35
IV. Bulgular % 8 % 15
V. Tartisma % 4 % 20
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tarama dis1 birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlart yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarmmin %5 den biiyiik olmamasi gerekir.

! Bu form bilgisayar ortaminda doldurulmali, ¢iktis1 imzalanip Tez Savunmast Jiri Oneri Formu’yla birlikte Ana Bilim Dali Baskanlig1 aracihigryla
UBYS iizerinden Enstitiiye iletilmelidir.
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yiriatilmesinin etik kurallanna uygun cldnfuna, mevcut oy birligi ile karar verilmis olup,
¢ahgmamn Atatiwk Universitesi Tibli Deneysel Uygulama ve Aragtuma Merkezi (ATADEM)
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(NMN) ve Nikotiamid Ribozidin (NR) ile Mitokondriyal Stres I nhibisyonunun Orta
Yagh Siganlarda Anovulasyon Uzerine Etkilerinin Aragtirilmas” isimli doktora tez
calismasindaki degisiklik ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanliginin 06.04.2021 tarihli ve 42190979-
050.01.04-E.2100099091 sayili yazisi ile ekleri goriigiildii.

Yapilan goriismelerden sonra; adi gegen doktora tez ¢alismasinda degisiklik yapilarak
yiriitilmesinin etik kurallarina uygun olduguna, taahhiitname hiikiimleri geregince ¢alisma
sonucunun Bagkanligimiza bildirilmesine, mevcut oy birligi ile kabuliine; karar verildi.
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