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OZET

Over Folikiiler Atrezide FSH Uygulamasinin Graniiloza Hiicreleri
Mitokondrionlar1 Uzerinden Etkisinin Incelenmesi

Meltem UCOZ

Manisa Celal Bayar Universitesi

Saghk Bilimleri Enstitiisii

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. M. Kemal OZBILGIN

Ozet: Folikiilogenez, primordial germ hiicrelerinde baslar ve matiir folikiil
gelisimine kadar devam eder. Sonucunda olgun oosit ortaya ¢ikmaktadir. Primordial
folikiil sayisi, erken embriyonik donemde fazladir fakat puberteye kadar azalir ve her
siklusta yaklasik 1000 folikiil kayb1 menopozla birlikte sona ermektedir.

Overdeki folikiillerin %99’unun atreziye ugradigi ve graniiloza hiicrelerinin
folikiiler atrezide rol oynadigi bilinmektedir. Graniiloza hiicrelerinde olusan
oksidatif stresin atreziyi baslatici etkisi oldugu ileri siiriilmektedir.

Folikiil gelisimi, hormonal ve c¢evresel uyarilarin kontrolii altinda
gerceklesmektedir. Asirt Folikiil Uyarict Hormon (FSH) kullannmimnin folikiiler
gelisimi bozdugu ileri stiriilmektedir. FSH’1in, phospho-mTOR (p-mTOR) yolagi
ekspresyonunu aktive ettigi, uygulamadan 1,5 saat sonra mikrotiibiille iligkili protein
1A/1B hafif zincir 3 (LC3-1) akumulasyonunu ve 3 saat sonra p-mTOR yolagini
inhibe ederek otofajiyi arttirdigi da bilinmektedir.

Voltaj bagimli anyon segici kanal proteini 2 (VDAC2); apoptoz ile iligkilidir.
VDAC2’nin dominant follikiillerde varligi gosterilmis, folikiilleri apoptozdan
koruyarak folikiiliin devamliligin1 saglamaktadir.

Sirtuin-6 (SIRT6); preantal folikiil gelisiminin inbibe edilmesi, folikiillerin
gelisimini uzattig1 ve Ovaryan yaslanmay1 azalttig1 bilinmektedir.

Gerec¢ ve Yontem: Fareler rastgele her grupta 6 fare olacak sekilde 4 gruba
ayrildi. Farelerin otenazileri yapildiktan sonra overleri toplandi. Ovaryumlar
immunohistokimyasal ve gPCR ile incelemek i¢in kullanildi ve istatistiksel olarak

degerlendirildi.



Bulgular: Hematoksilen eozin boyama sonucu ovarum dokusu ve folikiiller
saptand1. Folikiil sayimi ile doz artisina baglh saglikli ve atretik folikiil sayis1 tespit
edildi. Otofajik ve mitokondral iliskili markerlar ile atretik folikiiller PCR ile
desteklenerek tespit edildi.

Sonu¢: Calismada In Vitro Fertilizasyon (IVF) tedavilerinde yaygin olarak
yiikksek dozda kullanilan gonadotropinlerin over atreziye neden olup olmadigy;
otofajik markerlar olan LC3B ve SIRT6, mitokondrial iliskisi ise VDAC2 ile
immunohistokimyasal ve molekiiler olarak incelendi.

Anahtar Kelimeler: Folikiilogenez, Atrezi , FSH, HCG, Graniiloza
hiicreleri, Mitokondrion, LC3, SIRT6, VDAC
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Abstract: Folliculogenesis begins in primordial germ cells and continues until
mature follicle development. The result is a mature oocyte. The number of
primordial follicles is high in the early embryonic period, but decreases until puberty,
and the loss of approximately 1000 follicles per cycle ends with menopause.

It is known that 99% of the follicles in the ovary undergo atresia and granulosa
cells play a role in follicular atresia. It has been suggested that oxidative stress in
granulosa cells has an initiating effect on atresia.

Follicle development takes place under the control of hormonal and
environmental stimuli. It is suggested that excessive use of Follicle Stimulating
Hormone (FSH) impairs follicular development. FSH activates the expression of the
phospho-mTOR (p-mTOR) pathway, inhibits the accumulation of microtubule-
associated protein 1A/1B light chain 3 (LC3-1) 1.5 hours after administration and
increases autophagy by inhibiting the p-mTOR pathway 3 hours later. is also known.

voltage dependent anion selective channel protein 2 (VDAC?2); associated with
apoptosis. The presence of VDAC2 in dominant follicles has been shown, and it
ensures the continuity of the follicle by protecting the follicles from apoptosis.

Sirtuin-6 (SIRT6); It is known that inhibiting preantal follicle development
prolongs the development of follicles and reduces ovarian aging.

Materials and Methods: Mice were randomly divided into 4 groups with 6
mice in each group. After the mice were euthanized, their ovaries were collected.
The ovaries were used to examine by immunohistochemistry and qPCR and were

evaluated statistically.



Results: Ovarian tissue and follicles were detected as a result of hematoxylin-
eosin staining. With the follicle count, the number of healthy and atretic follicles was
determined due to dose increase. Autophagic and mitochondral related markers and
atretic follicles were detected by PCR support.

Conclusion: In the study, whether high-dose gonadotropins commonly used in
In Vitro Fertilization (IVF) treatments cause ovarian atresia; autophagic markers
LC3B and SIRT6 and their mitochondrial relationship with VDAC2 were examined
immunohistochemically and molecularly.

Keywords: Folliculogenesis, Ovarian follicular atresia, FSH, HCG,
Granulosa cells, Mitochondrion, LC3, SIRT6, VDAC?2



1. GIRIS

Kadinlarda iireme yetenegini, overlerdeki primordial folikiillerin sayist
belirlemektedir. Primordial folikiiller, primer folikiillere doniiserek biliylimeye baslar
ve sirastyla preantral ve antral folikiillere kadar devam etmektedir. Primordial
folikiillerin biiylimeye baslamasini neyin tetikledigi yillarca bilinmezligini korurken
son yillardaki veriler bir hormon veya sinyal yolagindan ziyade gonadotropinlerden
bagimsiz bir sekilde overlerde lokal olarak iiretilen biiyiime faktorlerinin etkisi ile
otokrin ve parakrin etkilesimler sonucu zamanla gergeklestigini gostermektedir.

Baglangicta sayilar1 yiiz kadar olan germ hiicreleri mid-gestasyonda sayisini
milyonlara ulagtirdiktan sonra atreziye bagli olarak menopozda rezerv tlikeninceye
kadar harcamip kaybolmaktadir. Ureme tibbinda en bilinmeyen sorunlardan biri de
sadece 300-400 tanesinin ovulasyon asamasina kadar gelebilen bu hiicrelerin
milyonlarcasinin tiretilmis olmasidir.

FSH ve LH glikoprotein yapida hormonlardir. FSH ve LH overde folikiil
biliylimesi, ovulasyon ve korpus luteum olusumunu saglarken ayni zamanda
folikiillerden ostradiol, progesteron ve inhibin gibi hormonlarin salinimindan da
sorumludurlar. Primordial folikiillerin aktivasyonu i¢in FSH’a gerek yoktur ki
primordial folikiiller FSH reseptorii barindirmazlar. Endokrin diizeyde FSH hormonu
overde biiylimekte olan folikiillerin graniiloza hiicrelerinden salinan aktivin, inhibin
ve follistatin denilen hormonlar tarafindan hipofiz diizeyde gonadotroplari
etkilemektedir.

Grantiloza hiicrelerinde direk kan akimi yoktur. Bazal lamina kan-folikiil
bariyeri gibi fonksiyon gosterirken graniiloza hiicrelerini vaskiilerize teka
hiicrelerinden ayirmaktadir. Graniiloza hiicreleri kendi aralarinda ve oosit ile sik1 bir
iliski i¢erisindedirler.

Ovaryumda graniiloza hiicrelerinde goriilen folikiiler atrezi, bir¢ok hiicre 6liim
mekanizmasinm oldugu bir siirectir. Ilk olarak apoptoz ve otofajinin bu siiregte rol
oynadig1 bilinmektedir fakat son zamanlarda morfolojik ve biyokimyasal olarak
farklilik gostermekte ve bir hiicre 6liim c¢esidi olan paraptozun da rol aldig:

diistiniilmektedir.



Calismamizda oOncelikle FSH uygulamasi ile folikiiler atrezi fare modeli
olusturulduktan sonra biyokimyasal olarak kandaki FSH hormon seviyeleri ile
histopatolojik olarak overlerin degerlendirilmesi, sonrasinda folikiiler atrezi
siirecinde goriilen mekanizmalar i¢in LC3B, VDAC2 ve SIRT6 primer antikorlar
kullanilarak immiinohistokimyasal olarak kontrol, sham, diisikk doz FSH+HCG ve

yiiksek doz FSH+HCG gruplarin karsilagtirilmalarinin yapilmasi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. OVARYUM

2.1.1 Overin Genel Yapis1

Nullipar (hi¢ dogum yapmamis) kadinlarda overler badem seklinde olup, sag ve
sol lateral pelvik duvarlara yakin yerlesimli pembe beyaz yapilar olarak gozlenen,
uzunlugu 3 cm, kalinlig1 1 cm ve genisligi 1.5 cm olan bir ¢ift disi lireme sistemi
organidir (Ross ve Pawlina 2016; Moore ve ark. 2016). Yaklagik 5 gram
agirhigindadir (Celik 2011). Pelvisin yan duvarlarinda fossa ovarica adi verilen
cukurluklarda overler yer alir. Overlerin 6n kisimlarinda, kan damarlarinin ve
sinirlerin girdigi hilus denilen bdlge bulunur. Mezovaryum (posterior), overlere kan
damarlarini ileten bir periton kivrimi olup, overi uterusun yan kenarlarindan uzanan
broad ligamentine baglar. Overin siliperiyor kutbu suspansor ligament ile pelvik
duvara tutunur (Sekil 1). (Ross ve Pawlina 2016). Aorta abdominalisten ¢ikan arteria
ovarica’lar overin kanlanmasini saglar. Bu arter, suspensor ligament igerisinde
seyreder. Venleri ve arterleri takip ederek hilum ovarii’den ¢ikar. Ilk olarak pleksus
pampiniformis adi verilen bir venoz ag1, ardindan da vena ovarica’y1 olusturur. Vena
ovarica, sol tarafta vena renalis’e sag tarafta ise dogrudan vena cava inferiora
dokiilir. Lenf damarlari ise nodi lymphatici preaortici ve nodi lymphatici aortici
lateralis’e acilir ve ligamenti ile uterusa baglanir. Bu ligament, embriyonik fibroz
kord pelvisin tabanma gelisen gonadlara tutunan gubernakulumun bir kalintisidir.
Puberte Oncesi, overin yiizeyi diizdiir fakat tireme donemi boyunca tekrarlaryan
ovulasyonlardan dolayr devamli olarak skar gelisir ve irregiilerdir. Postmenopozal
kadinlardaki overler lireme doneminde gozlenen boyutlarinin dortte biri kadardir

(Ross ve Pawlina 2016 ; 3. Celik 2011) (Sekil 2).



Sekil 1. Overlerin genel goriiniimii (Moore ve ark. 2016)

Sekil 2. Overin sematik goriintiisii.
(http://www.tarleton.edu/Departments/anatomy/ovary.html)



http://www.tarleton.edu/Departments/anatomy/ovary.html

2.2. Over Histolojisi

Insanlardaki overler, badem seklinde olup, yiizeyleri tek katli yass1 ya da kiibik
over ylizey epiteli (germinal epitel) ile kaplhidir. Over ylizey epitelinin altinda,
overlerin beyazimsi rengini veren ve tunika albuginea (TA) olarak adlandirilan siki
bag doku tabakasi bulunur. Tunika albuginea’nin altinda ise primer oositlerin
bulundugu over folikiillerinin bol miktarda oldugu korteks yer alir (Junqueira ve
Carneiro 2005). Kortekste over yiizey epitelinden sonra, primer oositlerin tek sirali
yassi folikiil epiteli ile ¢evrili oldugu primordiyal follikiiller bulunur ( Kierszenbaum
2006). Follikiiller, kortikal bolgedeki bag dokusu igerisine gomiiliidiir. Bag
dokusunda hormonal uyarilara diger organlarda bulunan fibroblastlarindan farkli
yanit veren fibroblastlar bulunur. (Sekil 3). Overin medulla bdlgesiyani en i¢ kismi
gevsek bag dokusu iginde zengin bir damar ag1 ve sinirleri iceren kisimdir
(Kierszenbaum 2006 ; Junqueira ve Carneiro 2005 ). Korteks ile medulla bolgeleri

arasinda net bir sinir yoktur.
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Sekil 3. Ovaryum histolojik kesitinin hematoksilen eozin boyamasi.

(Eroschenko 2013)



2.3 Ovaryumun Gelisimi ve Embriyolojisi

Disi lireme hiicresi olan ogoniumlar, primordiyal germ hiicrelerinin mitoz
boliinmeleri sonucu olusmaktadir (Kierszenbaum 2016). Primordiyal germ hiicreleri,
epiblasttan koken alarak, primitif ¢izgi boyunca go¢ eder ve ligiincli haftada yolk
(vitellus) kesesine ulagirlar (Sekil 4) (Kierszenbaum 2016; Sadler 2015). Bu kiire
seklindeki biiyiik tireme hiicreleri, allantoisten orijinlenen yolk kesesi (umblikal
kese) endodermal hiicreleri arasinda dérdiincii haftanin baslarinda goriiliir (Moore ve

ark. 2016).

‘. Gonadal (genital) kabannt Paramozonedrk dukius
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Sekil 4. Ovaryumun embriyonik gelisimi. A. Bes haftalik bir embriyo taslaginda
primordiyal germ hiicrelerinin yolk kesesinden embriyoya gogii. B. Embriyonun kaudal bdlgesinin
gonadal sirtlarimin  yerini ve boyutunu gdsteren ii¢ boyutlu taslak. C. Suprarenal bezlerin
primordiyumunu, gonadal sirtlar1 ve geligmekte olan gonadlara primordial germ hiicrelerinin gogiinii
gosteren transvers kesit. D. Gonadal kordlar1 gosteren alti haftalik bir embriyonun enine kesiti. E.

Farklilasmamis gonad ve paramesonefrik kanallar1 gostermektedir. (Moore ve ark. 2016).

Embriyo katlanirken, umblikal kesenin dorsal pargasi embriyoya dahil olur. Bu
dordiincii haftada gerceklestiginde, primordiyal germ hiicreleri arka bagirsagin dorsal
mezenteri boyunca uzanir, besinci haftada primitif gonadlara ve altinci haftanin
baslarinda ise genital sirtlara ulasirlar. Primordiyal germ hiicrelerinin gocii fragilis,
stella ve BMP-4 genleri tarafindan diizenlenir (Sadler 2015; Moore ve ark. 2016).

Primordiyal germ hiicreleri primitif gonadlara ulagsmadan once ve ulastiklart
anda genital sirttaki epitel hiicreleri prolifere olarak altlarindaki mezensim igine

gomiiliirler ve diizensiz bigimde olan primitif cinsiyet kordonlarini olustururlar. Bu
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evredeki gonad, disi ve erkekte ayirt edilemedigi igin farklilagsmamis gonad adini alir
(Sekil 5) (Sadler 2015). Bu gonadlar ii¢ farkli yerden kdken alirlar;

1. Posterior karin duvarini kaplayan mezotel (Mezodermal Epitel)

2. Mezensgim (Embriyonik bag dokusu)

3. Primordiyal Germ Hiicreleri (Moore ve ark. 2016).

2.3.1 Farkhlasmamis Gonadlar

Gonadal gelisimin ilk safhas1 mezoteldeki kalinlagma, mezonefrozun medial
kisminda gelisir ve besinci haftada meydana gelir. Primer seks kordonlari, epitelin ve
alttaki mezensimin proliferasyonu, gonadal sirtin mezonefrozunun medialinde bir
cikinti ile olusur. Gonadal kordlar (parmak benzeri epitel kordlar) kisa siirede alttaki
mezensime dogru gelisir. Primer hiicre kordonlarindaki hiicreler altinci haftada
dejenere olur ve yerlerini oogoniyumlarin etrafint g¢evreleyen sekonder seks
kordonlari alir (Sekil 4 ve 5) (Kierszenbaum 2016; Moore ve ark. 2016).

Farklilagmamis gonadlar; dista korkteks ve igte medullayr meydana getirir. XX
kromozomlu embriyolarda ovaryumu, farklilasmamis gonadlarin korkteksi olusturur.
Disi embriyolarda, primitif cinsiyet kordonu diizensiz hiicre kiimelerine ayrilarak
overin medullar bolgesinde yerlesirler. Bu hiicre kiimeleri bir siire sonra kaybolarak

yerlerini vaskiiler bir stroma olan ovarian medullaya birakirlar (Sekil 6 ve 7) (Sadler
2015).

OVARYUM

Sekil 5. Primordiyal germ hiicrelerinin go¢ii ile ovaryum gelisim siireci. (Carlson
2014).
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Gelisimin yedinci haftasina kadar gonadlar, cinsiyete 6zgii morfolojik 6zelliklere
sahip degildirler. Embriyonun cinsiyet farklanmasindan sorumlu olan SRY geni Y
kromozomunda taginmaktadir. Embriyo; SRY geninin proteini olan testis belirleyici
faktoriin (TBF) varliginda erkek, yoklugunda ise disi olarak gelismektedir (Sekil 6)
(Kierszenbaum 2016; Moore ve ark. 2016; Sadler 2015).

Teatis Gelighm|

......

Semindfes TV Reoiet Ovanyum Kaneks Kesint

Sekil 6. Bes haftalik bir embriyoda farklilasmamis gonadlarin ovaryum veya
testise farklilagmasi. Solda testis belirleyici faktoriin (TBF) varliginda testis gelisimi
gosterilirken sagda ise TBF yoklugunda ovaryum gelisimi gosterilmektedir (Moore
ve ark. 2016).

Gonadal gelisim disi embriyolarda, erkek embriyolara gbére daha yavas
gerceklesir. Over gelisimi i¢cin X kromozomunda bulunan otozomal genlerin over
organogenezinde de rol oynadigi gorilmiistiir. Overler yaklasik 10 haftalik olana
kadar histolojik olarak saptanamaz. Gonadal kordlar belirgin hale gelmez, ancak
medulla i¢ine uzanir ve temel bir rete ovariiyi olustururlar. Bu yap1 ve gonadal
kordlar genellikle dejenere olur ve daha sonra kaybolur (Sekil 5 ve 6) (Moore ve ark.
2016).
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2.4. OVARYAN SIiKLUS

Ovaryan siklus;
1. Folikuler faz,
2. Ovulatuvar faz,
3. Luteal faz olmak tiizere ii¢ evreden olugmaktadir.
Folikiiler evrede gonadotropik hormonlarin etkisiyle primordiyal folikiillerden

olgun graaf folikiilleri gelisir (Sekil 7) (Kierszenbaum 2016).
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Sekil 7. Ovaryan siklus (Kierszenbaum 2016).

13



2.4.1. Folikiil Gelisimi
Ovaryum folikiilleri, ovaryumun Korteks kisminda goriiliir ve histolojik olarak
gelisim evrelerine gore dort tiptir:
1. Primordiyal Folikiiller
2. Primer Folikiiller
a. Tek Tabakali Primer Folikiiller
b. Cok Tabakal1 Primer Folikiiller
3. Sekonder Folikiiller
4. Graaf ya da Olgun Folikiiller (Sekil 8) (Kierszenbaum 2016;
Ross ve Pawlina 2016).

Primordiyal FolkSl | s, Trimer (Uailamimar) [ | Primer ;‘“"‘"’I"'"') s Sekosder Folikil

Fol

Sekil 8. Folikiilogenez ile primodiyal folikiiliin matiirasyonu.

2.4.1.1. Primordiyal Folikiiller

Primordiyal folikiiller, fetal donemin {i¢iincii haftasinda ve erken gelisimleri
gonadotropin stimiilasyonundan bagimsiz olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda
bu folikiiller, olgun ovaryumlarda tunika albugineanin hemen altinda korteks
stromasinda en ¢ok yer alan folikiildiir (Sekil 8 ve 9) (Kierszenbaum 2016; Ross ve
Pawlina 2016).

Oosit yaklagik olarak 30um capindadir ve ince biiyiik eksantrik bir niikleus ve
ooplazma olarak adlandirilan golgi membranlarinin ve vezikiillerinin, endoplazmik
retikulumun, bir¢ok mitokondriyonun ve lizozomlarin olusturdugu bir kiime olan

Balbiani cisimcigi igeren bir sitoplazmaya sahiptir. Oositin etrafini, dis yiizeyi bazal
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lamina ile smrlandirilmis yassi folikiil hiicreleri tek bir tabaka halinde g¢evreler

(Sekil 9) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Primordiyal Folikiil

Sekil 9. Primordiyal folikiiliin sematik (a) ve histolojik (b) gosterimi. (Ross ve
Pawlina 2016)

2.4.1.2. Primer Folikiiller

Primordiyal folikiiller gelisirken, ilk olarak oosit biiyiir. Oositin etrafindaki yassi
folikiil hiicreleri prolifere olarak kiibik sekil alirlar. Tek tabakali kiibik folikiil
hiicreleriyle gevrili olan primer oosite sahip folikiile tek tabakali (unilaminar) primer
folikiil denir (Sekil 10) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Unilaminar Primer
Folikil

Sekil 10. Unilaminar primer folikiiliin sematik (a) ve histolojik (b) gdsterimi.
(Ross ve Pawlina 2016)
Oosit biiyiidiikge, oositten salgilanan 6zel proteinler bir araya gelerek folikiil

hiicreleri ile oosit arasinda ekstraselliiler bir ortii olan zona pellusida’yr meydana
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getirir (Sekil 10). Zona pellusida, folikiiler hiicrelerini oositten ayirir. Folikiiler
hiicreler, zona pellusidayr ince sitoplazmik wuzantilar1 ile deler ve oositin
mikrovilluslart ile temasa gecer. Temas noktalarinda oluklu baglantilar (gap
junction) bulunur. Insandaki zona pellusida, siilfath ii¢ asidik zona pellusida
glikoprotein smifindan meydana gelmektedir (ZP-1, ZP-2, ZP-3). Bu smifin en
onemli tiyesi olan ZP-3, spermatozoa-baglanma reseptorii ve akrozom reaksiyonu
indiikleyicisidir. ZP-2’nin, sekonder spermatozoa-baglanma reseptorii olarak islev
gordiigii bilinmekte, ZP-1"in ise fonksiyonu heniiz bilinmemektedir (Kierszenbaum
2016; Ross ve Pawlina 2016).

Oositi ¢evreleyen tek tabakali folikiil hiicreleri hizli mitotik proliferasyon
gecirerek oositi ¢evreleyen ¢ok katli epitel bir tabaka olan stratum graniilozumu
olustururlar. Bu evrede artik folikiil ¢ok tabakali (multilaminar) primer folikiil olarak
adlandirilir. Folikiil hiicrelerine de graniiloza hiicreleri denir. Testisteki sertoli
hiicrelerinin aksine, graniiloza hiicrelerinin bazal tabakalar1 karmagsik siki
baglantilara sahip degildir. Bu durum kan-folikiil bariyerinin bulunmadigini

gostermektedir (Sekil 11) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Multilaminar Primer
Folikail

Sekil 11. Multilaminar primer folikiiliin sematik (a) ve histolojik (b) gdsterimi.

(Ross ve Pawlina 2016).
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2.4.1.2.1. Teka Hiicreleri

Graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ile folikiiliin etrafindaki stromal hiicreler,
bazal laminanin hemen disinda teka folikiilii olarak bilinen bag doku hiicre kilifi
olusturur. Bu teka folikiilii iki tabakaya ayrilir:

Teka Interna; gelismekte olan folikiiliin bazal laminasia komsu, vaskiilaritesi
yiiksek olan kiibik salgi hiicrelerinden olusan i¢ tabakadir.

Teka Eksterna; diiz kas hiicreleri ile kollajen lif demetlerinin ve bag dokusu
hiicrelerinin olusturdugu kapsiil benzeri dis tabakadir (Sekil 12) (Kierszenbaum
2016; Ross ve Pawlina 2016).

Kan Damarlan

Antrumn  olugumunun baglangicr
Atrum snaer (Beor folikcih),
hyaluronat, steroidier, baytme
faktorkeri ve gosadotropinlerden
zengindir

Bazal Lamma
CGrantloza Hucrelen
Teka Interna’min sterosd Primer Oosk
treten boiorelen v
Zona Pellusida

Toka Ekstorna’'nn bag
dokusu de devam eden
stromal bocreleri

Teka mtemanin

kan dameglen

Sekil 12. Teka hiicrelerinin Graaf folikiiliindeki sematik gosterimi.
(Kierszenbaum 2016).

Teka internanin tamamen farklilagsmamis hiicrelerinin ince yapisi, steroid lireten
hiicrelerin 6zelliklerine sahiptir ve bu tabakanin hiicreleri ¢ok sayida Luteinizan
Hormon (LH) reseptdrleri igermektedir. Ostrojen prekiirsorleri olan androjenler, LH
stimiilasyonuna yanit olarak sentezlenir ve salgilanirlar. Folikiiler hiicreler,
ostrojenlerin dogrudan iiretimi i¢in gerekli enzimlere sahip degillerdir. Bu nedenle
folikiilogenez sirasinda steroid prekiirsorlerini iretemezler. Teka internanin hiicreleri
bir androjen prekiirsorii olan androstenediyonu salgilar. Androstenediyon, testosteron
tiretimi i¢in folikiil hiicrelerine tasinir. Daha sonra testosteron, aromataz tarafindan
Ostradiyole cevrilir. Teka hiicrelerinin androstenediyon iiretimi, LH tarafindan
diizenlenir (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Teka interna, salgi hiicrelerine ek olarak fibroblastlar, kollajen demetleri ve
endokrin organlarin tipik 6zelligi olan zengin kiiciik damar agma sahiptir. Teka

interna ile graniiloza hiicreleri arasinda kesin bir sinir olusturan bazal lamina, folikiil
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gelistikce avaskiiler graniiloza hiicre tabakasi ile teka internanin zengin kapiller

yatagini birbirinden ayirir (Sekil 13) (Ross ve Pawlina 2016).

Sekil 13. insan Korpus Luteum histolojik kesiti. (a) Graniiloza ve teka
hiicrelerini i¢eren kollabe olmus folikiil duvari. Folikiiler kavitenin (Kav) ¢evresinde
kalin bir katlant1 halinde graniiloza lutein hiicreleri, katlantilarin iginde de teka
interna hiicreleri (oklar) bulunmaktadir. (b) Daha biiyiikk biiyiitmede teka ve
graniiloza lutein hiicreleri (Ross ve Pawlina 2016). Teka lutein hiicrelerin niikleuslari
kiire seklinde olip graniiloza lutein hiicrelere kiyasla daha kiigiik hiicrelerdir.

Primer folikiilde, osit matiirasyonu meydna gelir. Organellerin dagilimi oosit
olgunlastik¢a degisime ugrar. Golgi aygiti sitoplazmaya dagilir, serbest ribozomlarin,
mitokondrilerin, kii¢lik vezikiillerin ve multivezikiiller cisimlerin sayist ve graniillii
endoplazmik retikulumun sayisi artar. Birgok tiiriin oositler kortikal graniil denilen
Ozellesmis salgi vezikiilleri igerir. Bu vezikiiller ,oolemmanin yani oosit plazma
membraninin hemen altindadir. Graniiller, ovum, sperm tarafindan aktive edildiginde
ekzositoz ile serbest hale gelen ve proteazlari iceren 6zellesmis salgi graniillerine
sahiptir (Sekil 11) (Ross ve Pawlina 2016).

Ooosit ile onu ¢evreleyen graniilloza hiicreleri arasinda zona pellusidanin
biriktigi, oositten ¢ok sayida mikrovillusun uzandigi, ayni zamanda graniiloza
hiicrelerininde ince uzantilarinin oosite dogru uzandigi perivitellin aralik bulunur.
Graniiloza hiicrelerinin uzantilar1 oositin mikrovilluslari ile i¢ ice girerken bazilar1 da
plazma membraninin i¢ine dogru invajine olurlar. Uzantilar plazma membrani ile
temas etseler de hiicreler arasinda sitoplazmik devamlilik saglayamazlar (Ross ve

Pawlina 2016).

18



2.4.1.3.Sekonder Folikiil

Stv1 iceren bir antrum ile karakterizedir. Stratum graniilozum 6-12 hiicre
tabakasi kalinligina ulastiginda, graniiloza hiicreleri arasinda sivi dolu kaviteler
olusmaya baslamaktadir. Graniiloza hiicreleri arasinda hyaluronanca zengin olan
likor folikiilli yani antrum stvist biriktik¢e kaviteler birlesir ve sonunda hilal seklinde
olan tek kavite antrum olusur. Bu folikiile, sekonder folikiil veya antral folikiil denir
(Sekil 14) (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016). Graniiloza hiicreleri
tarafindan salgilanan hyaluronan ve proteoglikan igeren Call-Exner cisimcikleri,
folikiiler hiicreler arasinda kiiglik hiicreler aras1 bosluklarda bulunan, koyu boyanan

PAS pozitif ekstraselliiler materyallerdir.

Nt
Stratuen

Gemstdozum

Sekonder Folikiil

Sekil 14. Sekonder folikiil histolojik ve sematik gdsterimi. (Ross ve Pawlina 2016).

Oosit ve folikiillerin gelisimi igin; Folikiil Stimiille Edici Hormon (FSH),
biiyiime faktorleri (epidermal biiyiime faktérii [EGF], insiilin benzeri biiylime
faktori-1 [IGF-1] gibi) ve kalsiyum iyonlar1 gereklidir. Zona pellusida ile ¢evrelenmis
ve eksantrik yerlesimli 125 um capindaki primer oosit daha fazla biiyliyemez.
Mayotik profaz asamasini tamamlamasini engellemek ve biiylimenin inhibisyonu
saglamak icin 1-2 kilodaltonluk kiiciik peptit olan Oosit Matiirasyon Inhibitori
(OMI), graniiloza hiicreleri tarafindan antral siviya salinir. Daha sonra oosite oluklu
baglantilar araciligiyla ulasir. Sekonder folikiil ile OMI konsantrasyonu arasindaki
direkt korelasyondan dolay1 konsantrasyon, kiiciik folikiillerde en yiiksek iken olgun
folikiillerde ise en diisiiktiir. Stvinin ilk ortaya ciktig1 erken sekonder folikiilde ¢ap1
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0.2 mm olan folikil, biiyliyerek 10 mm’ye kadar hatta daha fazlasina ulasir
(Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Grantiloza hiicre tabakasi ile dosenen antrum, sekonder folikiiliin boyutu arttikca
genisler. Stratum graniilozum, oosit ile iligkili oldugu bélgede antruma dogru ¢ikinti
yaparak bir tiimsek olusturur. Buradaki graniiloza hiicrelerine kumulus ooforus
denmektedir. Oositin hemen etrafin1 ¢evreleyen ve ovulasyonda kumulus ooforus
hiicrelerine korona radiata adi verilir (Sekil 15). Korona radiatay1 olusturan kumulus
hiicrelerinin mikrovilluslar1 zona pellusiday1 penetre eder. Bu mikrovilluslar oluklu
baglantilar aracilifiyla oositin mikrovillusu ile iletisime gegerler. Folikiiler
maturasyon sirasinda graniiloza hiicrelerinin yilizeyindeki mikrovilluslarin sayisinin
artmasi1 ile serbest antral yiizeydeki LH reseptorlerinin sayisinda da bir artis

olmaktadir (Ross ve Pawlina 2016).

Graaf (Preovulatuvar)
Folikald

Y
K, ek
Muoral Crassdozs & af‘;d‘

Tokea Ficsderna

Sekil 15. Graaf (Preovulatuar) Folikiiliin histolojik ve sematik gdsterimi

(Kierszenbaum 2016).
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2.4.1.4.Graaf Folikiilii

10-20mm capindaki graaf folikiil ya da olgun folikiil, biiyiik bir antrum ve matiir
sekonder oositi igermektedir. Boyutunun biiyiik olmasindan dolay1 ovaryum korteksi
boyunca uzanarak yiizeyde c¢ikinti olusturur. Graniiloza hiicrelerinin mitotik
aktivitesi folikiilin maksismum boyutuna yaklastikga azalma gdsterir. Antrumun
boyutu arttik¢a da stratum graniilozum tabakasi incelir. Graniiloza hiicrelerinin
arasindaki bosluk genislemeye devam ettik¢e oosit ve kumulus hiicreleri ile geri
kalan graniiloza hiicreleri arasindaki yakinlik gevser ve ovulasyona hazirlanilir.
Oositin hemen ¢evresindeki kumulus hiicreleri korono radiatanin tek tabakasini
olusturur. Bu hiicreler ve onlara gevsekge baglanan kumulus hiicreleri ovulasyonda
oositle kalmaktadir.

Bu sirada teka hiicreleri daha belirgin hale gelir. Teka interna hiicrelerinin
sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 ortaya ¢ikar ve hiicreler steroid iireten hiicrelerle
ayni ince yapisal 6zellikleri gosterirler (Sekil 15 ve 16) (Kierszenbaum 2016; Ross
ve Pawlina2016).

ae) Goaotioza Hicrelen

Ovidasycndan woera korona radiatan chignracsk Screber

Matlir Graff Folikala

Sekil 16. Matiir graaf folikiiliin histolojik (a) ve sematik (b) gosterimi (R0SS ve
Pawlina 2016).

Insandaki LH, teka internay1 dstrojen prekiirsorii olan androjen salgilamak {izere
stimiile eder. Baz1 androjenler, graniiloza hiicrelerinin graniilsiiz endoplazmik
retikulumlaria(aER) tasinir ve graniiloza hiicreleri FSH’a yanit olarak, androjenlerin
ostrojenlere doniisiimiinii katalizler. Ostrojenler, graniiloza hiicrelerini folikiil
biiyiimesi i¢in stimiile eder. Folikiiler ve sistemik kaynaklardan gelerek artan

Ostrojen  diizeyleri, gonadotroplarin  gonadotropin  serbestlestirici  hormona
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duyarhiliklarindaki artigla iligkilidir. Ovulasyondan yaklasik olarak 24 saat Once
adenohipofizde FSH ya da LH saliverilmesinde ani bir artis goriiliir. LH’1in ani
artisina karsin graniiloza hiicrelerindeki LH reseptdrleri azalir ve graniiloza hiicreleri
LH’a yanit olarak Ostrojen iiretmezler. Primer oositin birinci mayotik boliinmesi
tamamlanir. Bu olay LH’mn ani artisindan 12-24 saat sonra gergeklesir. Sekonder
oosit ile birinci polar cisim olusumu ve oosit ile zona pellusida arasindaki perivitellin
araliga atilmasi ile sonuglanir. Graniiloza ve teka hiicreleri daha sonra lutenizasyona

ugrar ve progesteron iretirler (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

2.4.2.0vulasyon

Ovulasyon; gonadotropik hormonlarin araciligiyla matiir sekonder oositin graaf
folikiiliinden atildig1 bir siiregtir. Menstrual siklusun ilk birka¢ giinii ovulasyona
ugrayacak olan folikiil, birka¢ primer oositten olusan bir grup i¢inden segilir. Olgun
folikiilin ovaryum yiizeyine dogru germinal epitel de dahil olmak iizere tiim
folikiiler duvart delerek yaptig1 ¢ikint1 bolgesine stigma adi verilir. Bu alandan oosit
ve korona radiata hiicreleri atilir (Sekil 7 ve 17) (Kierszenbaum 2016; Ross ve
Pawlina 2016).

/’hypathalamus two cells — © 1999 Encyclopadia Britannica, Inc.
gonadotropin- fo G L
releasing S { eight cells
hormone = ., > A implantation
(GnRH) {3 — ¢ )
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Iuteiniiing estrogen = AL B
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stimulating 3 A e
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Sekil 17. Endokrin hormonlarin kontroliinde siiren ovaryan siklus ve ovulasyon
asamasinin gosterimi.

https://2nlsnb2feled2nmOus28i00z-wpengine.netdna-ssl.com/wp-

content/uploads/2015/08/ovulationl.jpg.

LH diizeyinin artmasi ile uyarilan teka eksterna ve tunika albugineadaki
proteolitik aktivite, olgun folikiiliin yirtilmasini kolaylastirir. 28 giinliik bir menstrual

siklusun ortasinda yani 14. giiniinde, sekonder oositin atilmasindan hormonal
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degisiklikler ve enzimatik etkiler kombinasyonu sorumludur (Sekil 7 ve 17)
(Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016). Bu faktorler:

¢ Folikiiler s1vi hacminin ve basincinin artmasi

e Folikiil duvarmin aktive plazminojen tarafindan enzimatik proteolizisi

e Oosit-kumulus kompleksi ile stratum graniillozum arasinda hormonal
yonlendirmeyle glikozaminoglikanlarin biriktirilmesi

e Teka eksterna tabakasindaki diiz kas liflerinin prostaglandinler tarafindan
tetiklenerek kasilmasi (Ross ve Pawlina 2016).

Ovulasyondan hemen o6nce folikiil ¢ikintisinin iizerindeki ovaryan ylizeyin
kiiglik bir alanindaki kan akis1 durur. Germinal epitelin folikiiler stigma ya da makula
pellusida olarak bilinen boliimii yiikselir ve sonra riiptiire olur. Korona radiata ve
kumulus ooforus hiicreleri tarafindan ¢evrelenen, oosit riiptiire olan folikiilden atilir.
Ovulasyonda kumulus Kkiitlesi tuba uterinanin fimbrialar1 tarafinda abdominal
ostiumuna dogru siipiiriiliir. Kumulus kiitlesi, tuba uterinay1r doseyen silyumlu
hiicreler tarafindan aktif olarak taginir ve peritoneal bosluga gecisi engellenir (Sekil
17) (Ross ve Pawlina 2016).

Ovulasyondan birkag saat 6nce, teka interna ve folikiiler hiicre tabakasi korpus
luteuma doniismeye baslar. Ovulasyondan yaklagik 24 saat sonra Ssekonder oosit
canli kalir. Bu siiregte fertilizasyon gergeklesmezse, sekonder oosit tuba uterinadan
gecerken dejenere olur (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).

Primordiyal folikiiller i¢indeki primer oositler birinci mayotik bdliinmenin
diploten evresinde arreste ugrar. Birinci mayotik profaz ovulasyon oncesine kadar
tamamlanamaz ve diploten evresinde 12-50 yil kadar dururlar. Ovulasyondan hemen
once birinci mayoz bdolinmeyi tamamlayarak sekonder oositi olusturur. Olgun
folikiilde birinci mayoz boliinme sirasinda olusan kardes hiicreler esit miktarda
sitoplazma igerir ancak biri daha fazla sitoplazma alarak yaklasik 150pm capindaki
sekonder oositi olustururken az miktarda sitoplazma alan kardes hiicre birinci polar
cismi olusturmaktadir. Sekonder oosit ovulasyondan hemen oOnce ikinci mayoz
boliinmeye baslar ve metafaz evresinde arrestte kalir ve sadece spermatozoon ile
penetre oldugunda ikinci mayotik bdliinme tamamlanir. Fertilizasyon gerceklesirse
sekonder oosit ikinci mayoz boliinmeyi tamamlar ve maternal proniikleuslu bir ovum
olusur. Bu boliinmede olusan diger hiicre ise ikinci polar cisimdir (Sekil 18) (Ross ve

Pawlina 2016).
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Sekil 18. Oosit maturasyonunda mayoz boliinmeler sonucunda birinci ve ikinci
polar cisim olusumu.

https://schoolbag.info/biology/living/living.files/image906.jpg

2.5. FOLIKULER ATREZI

Dogumda overlerdeki yaklagik 2 milyon primer oositten sadece 40.000'
puberteye kadar hayatta kalir. Pubertede bu durum yaklasik olarak 400’¢ (her
menstrual siklus i¢in bir folikiil) kadar iner (Carlson 2014; Kierszenbaum 2016).
Puberteden sonra folikiiller her menstrual siklusta olgunlasmaya baslar ve normalde
sadece bir folikiil olgunlagmasini1 tamamlar. Ovaryum folikiillerinin ¢ogu graniiloza
hiicrelerinin apoptozunun aracilik ettigi ovaryan folikiiler atrezi ile dejenere olup
kaybolur. Hiicre olim tiplerinden biri olan apoptoz folikiiler atrezi siiresince
goriilmekte ve inflamatuar bir yanit olusturmadan follikiiliin gerilemesini
saglamaktadir. Folikiiler atrezi hem fetal hem de postnatal donemdeki ovaryumlarda
yani folikiiller gelisimlerinin herhangi bir evresinde atreziye ugrayabilirler.
Puberteden sonra her menstrual siklusta folikiil gruplari olgunlasir ve normal olarak
sadece bir folikiil olgunlasmay1 tamamlar. Folikiil olgunlasmaya dogru ilerledikce

atrezi siireci karmagiklagsmaktadir (Kierszenbaum 2016; Ross ve Pawlina 2016).
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Sekil 19. Atrezik folikiillerin histolojik goriiniimii (Kierszenbaum 2016).

Matiir oositin dejenerasyonu geligsmekte olan biiyiik folikiillerin atrezisi sirasinda
gecikir. Bu dejenerasyon, folikiil duvarindaki dejeneratif degisikliklere sekonder
olarak gerceklesiyor gibi goriiniir. Buradaki gecikme oosit olgunluga ve yeterlilige
erismigse, graniiloza hiicrelerinde atreziyi baslatan stimuluslara artik duyarl
olmadigin1 gostermektedir. Folikiiler degisimler de su sekildedir:

e Graniiloza hiicrelerinde endoniikleazlarin ve diger hidrolitik enzimlerin
ekspresyonu ve mitoz boliinmenin durmas: ile graniiloza hiicrelerinde apoptozun
baslamasi,

e Graniiloza tabakasinin nétrofil ve makrofajlar tarafindan invazyonu,

e Graniiloza tabakasmnin vaskiilarize bag dokusu kordonlar1 tarafindan
invazyonu,

¢ Graniiloza hiicrelerinin folikiiliin antrumuna dokilmesi,

e Teka interna hiicrelerinin hipertrofisi,

¢ Dejenerasyon devam ettikge folikiiliin kollapsi,

e Folikiiliin kavitesine bag dokusunun invazyonu (Ross ve Pawlina 2016).

Atrezik folikiiller; ¢ok fazla degisiklige ugramamig zona pellusida, camsi
membran denilen kalin ve kivrilmig mebrandz bir materyal, dejenere olmus oosit ve
folikiil hiicrelerinin kalintilar1 ve istila eden makrofajlar ile ayirt edilir (Sekil 20)
(Kierszenbaum 2016).

Oositin, dejenerasyon ve otoliz ile olusan kalintilar, invazyon yapan makrofajlar
tarafindan fagosite edilir. Siilfatli asidik glikoproteinlerden meydana gelen zona
pellusida, hiicre i¢i otolitik degisikliklere dayanikli oldugu i¢in katlanir ve kollabe

olur. Zona pellusidanin ve dejenere hiicrelerin kalintilarinin fagositozundan bag
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dokusundaki makrofaj hiicreleri sorumludurlar. folikiil hiicreleri ve teka interna
arasindaki bazal membran folikiil hiicrelerinden ayrilabilir ve kalinlig1 artarak camsi
membran adi verilen dalgali hyalin tabakayi olusturur. Bu yapi atrezinin geg
evresindeki folikiiller i¢in karakterizedir (Sekil 19) (Ross ve Pawlina 2016).

Bircok folikiil folikiilogenez siirecine girerken genellikle sadece bir tanesinin
ovulasyona gitmesinin nedeni; fertilizasyon i¢in en uygun kalitede oosit igeren canli
folikiillerin reprodiiktif siirecte etkin rol oynamasini saglamaktir. Bunun yaninda ¢ok
sayida atretik folikiil streoidojenik aktiviteyi koruyarak overde implantasyon ig¢in
endometriyumu hazirlayan endokrin fonksiyonlara katkida bulunur (Sekil 20). Klinik
bir perspektiften bakildiginda folikiiler atrezi, infertiliteye yol acan iki patolojik
menapoz benzeri olay ile (prematiire ovaryan yetmezlik ve polikistik over sendromu)

iliskilidir (Kierszenbaum 2016).
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Sekil 20. Folikiiler atrezi siirecinde endokrin sistem ve ovaryumlar arasindaki
iligki.
https://images.app.goo.gl/qt8Y A241KNABWKSF9
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirmalart Etik Kurulu’nun 05.07.2019 tarihli 77637435 karar numarali onayi ile
yapilmistir. Calismamizda histokimyasal, immiinohistokimyasal inceleme ve PCR
analizleri degerlendirme igin gerekli malzemelerin alinmasi Manisa Celal Bayar
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2020-006 numarali proje

ile desteklenmistir.

3.1. DENEY ve MODELIN OLUSTURULMASI

Calismamizda 24 adet balb/c cinsi saglikli disi fareler Manisa Celal Bayar
Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi (MCBU-
DEHAM)’nden temin edildi. Fareler adaptasyon i¢in 3 giin boyunca herhangi bir
saglik problemi belirtisine karsi gozlendi. Dislokasyon oOncesinde fareler stabil
kosullarda (22° C sicaklik ve %30-70 nem), 12: 12 saat araliginda aydinlik ve
karanlik oda da (saat 07:00-7:00) tutuldu. Suya ve yiyecege istenildigi kadar
erisimleri saglandi.

Adaptasyon siirecinden sonra fareler 4 grup; kontrol grubu, sham grubu, diisiik
doz FSH+HCG uygulanan grup, yiiksek doz FSH+HCG uygulanan grup ve her
grupta 6 hayvan olacak sekilde ayrildi (Tablo 1).

1.Kontrol grubu: Bu grupaki farelere herhangi bir islem yapilmadi.

2.Sham grubu: Bu gruba sadece serum fizyolojik intraperitoneal olarak
uygulandi.

3.Deney grubu 1: Bu gruptaki farelere 6nce diisiik doz FSH (hor-285-a) (5 1U)
ve lgiin sonra HCG (MSD, Pregnyl 15001U i.M/S.C) (5 IU) intraperitoneal olarak
uygulandi.

4.Deney grubu 2: Bu gruptaki farelere dnce yliksek doz FSH (20 IU) ve 1 giin
sonra HCG(20 1U) intraperitoneal olarak uygulandi (Resim 1).
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GRUPLAR FSH HCG SERUM FiZYOLOJIK

KONTROL X X X
SHAM X X 1001V
DUSUK DOZ 51U 51U X
YUKSEK DOZ 201U 201U X

Tablo 1. Deney gruplarina verilen ¢ozeltilerin miktari

Resim 1. intraperitoneal enjeksiyon

3.2. DENEYIN SONLANDIRILMASI ILE DOKU ORNEKLERININ
ALINMASI

Uygulamadan 48 saat sonra biitiin farelere 10mg/kg ksilazin (Alfazyne,
0804125-11, Alfasan, Woerden, Hollanda) ve 75mg/kg ketamin (Ketalar, 002038,
Eczabibas1 Saglhik Uriinleri San. ve Tic. A.S., Liileburgaz, Tiirkiye) uygulanarak
servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edildikten sonra
overlerden biri PCR da kullanilmak tizere PBS igerisine alinirken diger over de IHC
icin %10’luk formalin sollisyonu ile 24-48 saat siireyle oda sicakliginda fikse edildi
(Resim 2). Toplanan overler PCR da kullanilmak {izere etrafindaki yag dokusu
temizlendikten sonra iizerine 1ml PBS eklenerek 1000RPM’de 5 dakika santrifiyj
edildi. Santrifiij sonras1 PBS cekilip atildi ve overler -80°C’ye kaldirildi.
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Resim 2. Ovaryumlarin cerrahi olarak ¢ikarilmasi.

3.3. HISTOPATOLOJiK DEGERLENDIiRME

3.3.1. Dokularin Takibi, Parafin Gomme ve Kesit Alma

Histopatolojik degerlendirme i¢in fareler sakrifiye edildikten sonra over dokular1
hizli bir sekilde alinarak %10’luk formalin soliisyonu (2014P6, Ostim O.S.B.,
Ankara) icerisinde 24-48 saat tespit edildi. 24-48 saatin sonunda tespit edilen doku
ornekleri, rutin parafin takip prosediiriine uygun sekilde her bir doku etiketlenip
bohgalanarak tespit soliisyonunun uzaklastirilmasi ig¢in bir gece akarsu altinda
yikandi. Dokular, derecesi giderek artan etil alkol (1.00983.2511, Merck, Darmstadt,
Almanya) serileri ile (%60-%70-%80-%90-%96) dehidratasyonlar1 yapilip, iki
degisim ksilen (Surgipath, BM) ile seffaflagtirmalar1 saglandiktan sonra, parafine
emdirme asamasi uygulanip etiketlenerek parafine (Surgipath, Cambridgeshire, UK)
gomiildii. (Tablo 2). Elde edilen parafin bloklardan rotary mikrotomla (RM2245,
Leica Microsystems, Almanya) polilizin ile kapli lamlara dokunun basladig: ilk
kesitten itibaren herhangi bir atlama yapilmadan doku bitene kadar 5 pm kalinliginda
alman seri kesitler histokimyasal ve indirekt immiinohistokimyasal ydntemler

uygulanarak incelendi.
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ISLEM MADDE SURE

A. FIKSASYON %10 FORMALIN 24-48 SAAT
AKARSU 1 GECE

B. DEHIDRATASYON %60 ETIL ALKOL 30 DAKIKA
%70 ETIL ALKOL 30 DAKIKA
%80 ETIL ALKOL 30 DAKIKA
%100 ETIL ABSOLU ALKOL 60 DAKIKA
%100 ETIL ABSOLU ALKOL 60 DAKIKA

C. SEFFAFLASTIRMA ALKOL — KSILEN 15DAKIKA
KSILEN — | 15DAKIKA (MAX)
KSILEN - 11 15 DAKIKA(MAX)

D. INFILTRASYON KSILEN — PARAFIN (1:1) 30 DAKIKA
PARAFIN T 60 DAKIKA
PARAFIN II 60 DAKIKA

E. GOMME PARAFIN

Tablo 2. Parafin takip prosediirii.

3.3.2. Hematoksilen ve Eozin Boyamasi

Tim gruplara ait ovaryum dokularinin ilk seri kesitinden baglanarak her bes
kesitte bir tanesi secilip hematoksilen ve eozin boyamasi (Tablo 3) i¢in oncelikle
etiivde (FN400, Ankara) 56°C de bir gece bekletildi, ardindan 1 saat ksilene
(Surgipath, Birlesmis Milletler) alinarak deparafinizasyonu saglandi. Bu islemden
sonra derecesi azalan etil alkol (1.00983.2511, Merck, Darmstadt, Almanya)
serilerinin (%96-80-70-60) her birinde ikiser dakika tutularak rehidratasyon islemi
yapildi. Fazla alkoliin uzaklagtirilmasi i¢in bes dakika akarsu altinda yikandiktan
sonra ¢ekirdek boyamasi igin hematoksilende (Harris Hematoksilen, Histo-med
Medikal Lab. Sis., Ankara) 3 dakika tutularak, fazla boyanin uzaklastirilmasi igin 5
dakika akarsu altinda yikama yapildi. Diferansiyasyon icin 1 saniye asit alkole
batirilan kesitler tekrar akarsuda 5 dakika yikandiktan sonra sitoplazma boyamasi
i¢in eozinde (05-11007/L Bio-optica 20134 Milano, Italya) 2 dakika bekletildi. Fazla
boyanin uzaklastirilmasi i¢in akarsuda 5 dakika yikanan kesitler dehidratasyon i¢in
sirastyla %80°lik ve %96’k etil alkolde birer dakika bekletildikten sonra
seffaflastirma islemi icin 1 saat ksilende bekletildi. Bir saatin sonunda entellan
(107961.0500, MERCK, Darmstadt, Almanya) ile kapatilarak kurumaya birakilan
lamlar 151k mikroskobunda (OLYMPUS BX43, Tokyo, Japonya) incelenerek
fotograflandi.
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ISLEM MADDE SURE

DEPARAFINIZASYON 60°C ETUVDE 1 GECE
KSILEN I 30 DAKIKA
KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %96 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
%80 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
%70 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
%60 ETIL ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
DIFERANSIYASYON ASIT ALKOL 1-2 SANIYE
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 5 DAKIKA
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
%80 ETIL ALKOL 1 DAKIKA
%96 ETIL ALKOL 1 DAKIKA
KURUTMA HAVADA 1-2 DAKIKA
KSILEN 30 DAKIKA
KAPAMA ENTELLAN

Tablo 3. Hematoksilen — eozin boyama protokolii

3.3.3. Indirekt Immunohistokimya Protokolii

Indirekt Immiinhistokimyasal ydntem icin avidin-biyotin-peroksidaz tekniginde;
formalin (2014P6, Ostim O.S.B., Ankara) ile tespit edilip parafine gomiildiikten
sonra rotary mikrotom (RM2245, Leica Microsystems, Almanya) ile her bir over i¢in
1 rodajli ve 3 polilizin kapl lamlara aliman 5 pm kalinligindaki seri kesitler alindi.
Ovaryum kesitleri deparafinizasyon i¢in 1 gece 60°C etiivde (FN400, Ankara)
tutulduktan sonra iki kez degisen ksilen (Surgipath, BM) ile muamele edildi.
Rehidratasyon igin, azalan etil alkol (1.00983.2511, Merck, Darmstadt, Almanya)
serilerinden (%96-%80-%70-%60) gecirildi. Distile su ile 10 dakika yikandiktan
sonra fosfat tampon soliisyonu (PBS- 00-3002, Invitrogen, Life Technologies,
Amerika) ile 3kez 5’er dakika yikandi. Kesitler %0,5’lik tripsin (TSS155, ScyTek
Lab, Logan Utah Amerika) soliisyonu iginde 37°C de 10 dakika tutuldu. Doku
endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’liik hidrojen peroksit
(H202-1.08597.2500, MERCK, Darmstadt, Almanya) uygulandiktan sonra kesitler 3
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kez 5’er dakika PBS ile yikandi. Bloklama soliisyonu ile oda sicakliginda 1 saat
bekletildi.

Alman kesitler otofaji ile ilgili LC3B (0orb395265, biorbyt), apoptoz ile ilgili
VDAC2 (0rb632500, biorbyt) ve folikiil gelisimi inhibe edilmesi mekanizmasinin
varhigini belirtmek i¢in SIRT6 (0rb631202, biorbyt) primer antikorlari ile (Tablo 4)
18 saat +4°C’de inkiibe edildi. Primer antikor ile inkiibasyondan sonra PBS ile 3 kez
5’er dakika yikanan kesitler biotinlenmis hidrojen peroksidaz sekonder antikoru
(SHP125, ScyTek Lab, Logan, Utah, Amerika) ile 30 dakika boyandi ve tekrar PBS
ile 3 kez 5’er dakika yikandiktan sonra kesitlere 30 dakika streptavidin (SHP125,
ScyTek Lab, Logan, Utah, Amerika) uygulandi. Immunoreaktivitenin goriiniirliigiinii
saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB) (DABACK125, SkyTek Lab, Logan,
Utah, Amerika) ile 5 dakika boyanan kesitlerin, artalan boyamasi ise Mayer’s
hematoksilen (HMM999, ScyTek Lab, Logan, Utah, Amerika) ile saglandi. %80 ve
%95°1ik alkollerde dehidratasyon islemi gergeklestirilen kesitler, 30 dakika ksilen ile
seffaflastirma isleminden sonra entellan (107961.0500, MERCK, Darmstadt,
Almanya) ile kapatildiktan sonra 1sik mikroskobu (OLYMPUS BX43, Tokyo,
Japonya) ile incelenerek fotograflari ¢ekildi (Tablo 4).

3.3.3.1. Primer Antikorlar

eAnti-LC3B (Kat No: orb395265, biorbyt)
eAnti-VDAC2 (Kat No: orb632500, biorbyt)
e Anti-SIRT6 (Kat No: orb631200, biorbyt)
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ISLEM MADDE SURE

DEPARAFINIZASYON 60°c etiivde 1 gece
Ksilen | 30 dakika
Ksilen I 30 dakika

REHIDRATASYON %96 etil alkol 2 dakika
%80 etil alkol 2 dakika
%70 etil alkol 2 dakika
%60 etil alkol 2 dakika

YIKAMA Distile su 10 dakika
Hidrofobik kalemle dokularin
etrafinin ¢izilmesi

YIKAMA Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 dakika
(PBS)

PERMEABILIZASYON %0,5°1ik Tripsin Soliisyonu 37°c de 10 dakika

YIKAMA Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 dakika
(PBS)

ENDOJEN PEROKSIDAZ INHIBASYONU %3’liilk Hidrojen Peroksit 5 dakika
(H202)

YIKAMA Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 dakika
(PBS)

BLOKLAMA Non-immun bloklama 1 saat
soliisyonu

INKUBASYON Primer antikor 18 saat +4°c’de

YIKAMA Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 dakika
(PBS)
Biotinlenmis Sekonder 30 dakika
Antikor

YIKAMA Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 dakika
(PBS)

KAPAMA Streptavidin 30 dakika

IMMUNOREAKTIVITE Diaminobenzidine (DAB) 5 dakika

YIKAMA Distile su 3x5 dakika

ARTALAN BOYAMA Mayer’s hematoksilen 3 dakika

YIKAMA Distile su 3x5 dakika

DEHIDRATASYON %80°1ik Etil Alkol 1 dakika
%9611k Etil Alkol 1 dakika

KURUTMA Havada 1-2 dakika

SEFFAFLASTIRMA Ksilen 30 dakika

KAPAMA Entellan

Tablo 4. Indirekt Immunohistokimya Protokolii
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3.4. PCR ANALIZi

3.4.1. Ovaryumlardan RNA Izolasyonu

Steril bistiiri yardimiyla mekanik olarak kiiciik parcalara homojenize edilen
ovaryumlar besiyeri ile birlikte steril 1.5 mL’lik ependorf tiipler igerisine alinarak
1000g de 2 dakika santrifiij edildi.

Siipernatant atilarak, ependorf tiipii icerisinde kalan pelletin iizerine; Ca2+ ve
Mg2+ icermeyen PBS eklendi ve 1.000g de 2 dakika santrifiij yapilarak yikama
islemi gercgeklestirildi. Bu islem 2 defa tekrarlandi. Yikama islemi sonrasinda
ovaryumlardan total RNA izolasyonu PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen, Kat. No:
12183018A) kullanilarak yapildi.

Kit igerisinde bulunan Lysis Buffer’dan 600 pl alindi ve iizerine 10 pl 2-
Merchaptoethanol eklenerek lizis karisimi olusturuldu. Ovaryumlar lizis karigimi
igerisine alinarak, 2.600 g de oda 1sisinda 20 dakika santrifiij edildi.

Niikleoprotein komplekslerinin tamamen ayristirilmast i¢in santrifiigasyon
sonras1 lizat lizerine 750 pl Trizol eklenerek oda isisinda 5 dakika bekletildi.
Ardindan 0.2 mL kloroform eklenerek 15 saniye elde c¢alkalama islemi
gergeklestirildi ve lizat oda 1sisinda 3 dk. bekletildi. 12.000’de 4°C’de 15dakika
santrifiij edildi.

Santrifiigasyon sonras1 lizat tiip igerisinde; en altta kirmiz1 fenol-kloroform fazi,

ara faz ve RNA igeren renksiz list faz olmak iizere 3 faza ayrildi (Resim 3).

Resim 3. Trizol ve Faz Olusumu
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RNA igeren renksiz iist fazdan ~600 pl alinarak yeni RNaz icermeyen steril
ependorf tiipii icerisine aktarildi. Uzerine aym1 miktarda %70’lik Etanol (EtOH)
eklenerek pipetaj yapildi ve vorteks yardimiyla iyice karismasi saglandi (Resim 4).

Resim 4. RNA igeren saydam faz + EtOH

700 pl lizat aliarak spin kolona aktarildi ve 12.000 g de oda 1sisinda 15 saniye
santrifiij edildi. Bu iglem tiim lizatin spin kolondan gegirilmesine kadar tekrar edildi.

Santrifiigasyon sonrasi spin kolona baglanan RNA iizerine 700 ul Wash Buffer |
eklenerek 12.000 g de oda 1s1sinda 15 saniye santrifiij edildi.

Daha sonra Wash Buffer II’den 500 pl eklenerek 12.000 g de oda 1sisinda 15
saniye santrifiij edildi. Yikama islemleri iki kez tekrar edildi.

Spin kolon bos bir sekilde 12.000 g de oda 1sisinda 1 dakika santrifiij edilerek
RNA baglanmis olan membranin kurumasi saglandi.

Spin kolona 100 pl RNaz igermeyen su eklenerek oda isisinda 1 dakika
bekletildi. Ardindan 12.000 g de oda 1sisinda 2 dakika santrifiij yapilarak membrana
baglanmis olan RNA’nin toplama tiipii i¢erisine gegmesi saglandi.

Ovaryumlardan elde edilen RNA’nin kalitatif ve kantitatif analizleri

spektrofotometrik olarak MaestroGen cihazi kullanilarak yapildi.

3.4.2. Total RNA’dan Komplementer DNA (¢cDNA)’nin Sentezi

Elde edilen RNA’larin hemen The High Capacity RNA-to-cDNA™ (4368814,
Invitrogen) kiti kullanilarak cDNA ¢evirimleri gerceklestirildi. Kit protokoliine gore;
2 ul 10X RT tamponu, 2 ul 10X Random primer, 0.8 ul 25X dNTP, 1 ul Multiscribe
enzim, 4.2 ul ultra saf su ve 10 pl total RNA kullanilarak 20 pL hacimde reaksiyon
kuruldu (Tablo 5).
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Kullanilan Madde Miktar1 (uL)

10X RT buffer 2
10X Random primer 2
25X dNTP 0.8
Multiscribe enzim 1
Ultra saf su 4.2
Total RNA 10

Tablo 5. cDNA sentezi igin hazirlanan reaksiyon karigimi.

Her reaksiyon basina 1 ug total RNA eklenerek 25°C de 10 dakika, 37 °C de
120 dakika, 85°C de 5 dakika bekletildi ve tim RNA oOrneklerinden cDNA
cevrimleri yapildi (Tablo 6).

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak 4, Basamak
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire (dakika) 10 120 5

Tablo 6. cDNA sentez basamaklari.

3.4.3. qRT-PCR Analizi

Elde edilen cDNA’lar PCR reaksiyonlarinda esit konsantrasyonlarda (10 ng)
kalip olarak kullanilarak total hacim 20 pl olacak sekilde Power SYBR™ Green
PCR Master Mix (4367659, Thermo scientific), 500 nM’lik forward ve reverse

primer karigimi (Tablo 7) ve ultra saf su eklenerek reaksiyon karigimi hazirlandi

(Tablo 8).

Gen Forward primer dizi (5°-3) Reverse primer dizi (5°-3")

VDAC2 AGAGAAGTGGAACACCGATAAC CAGCCCTCGTAACCAAAGACA
LC3B TTATAGAGCGATACAAGGGGGAG CGCCGTCTGATTATCTTGATGAG
SIRT6 ATGTCGGTGAATTATGCAGCA GCTGGAGGACTGCCACATTA

Tablo 7. gRT-PCR igin kullanilan primerler.

Kullanilan Madde Miktar (uL)
Power SYBR™ Green PCR Master Mix 10
Forward-reverse primer 1.5
Cdna 2
Ultra saf su 6.5

Tablo 8. qPCR i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi
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Her bir gen i¢in hazirlanan karisimlar MicroAmp™ Fast Optical 96-Well
Reaction Plate (4346906, Applied Biosystems) iizerindeki kuyucuklara konularak
amplifikasyon islemi yapildi (Tablo 9). Amplifikasyonun sonunda gen
ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerin miktarin1 (kat cinsinden) belirlemek
amaciyla GAPDH referans geni kullanilarak relatif kantitasyon analizleri

StepOnePlus qPCR (4376600, Aplied Biosystems) cihazi ile gergeklestirildi.

AmpliTag Gold
DNA Polimeraz PCR

Basamak aktivasyonu

[k denatiirasyon  Déngii (40)

Denatiirasyon Baglanma/Uzama
Sicaklik (°C) 95 95 60
Zaman 10 dakika 15 saniye 1 dakika

Tablo 9. gPCR amplifikasyon basamaklari
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4. BULGULAR

4.1. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Deneylerin sonlandirilmasindan sonra, servikal dislokasyon ile sakrifiye edilen
hayvanlardan alinan ovaryum dokularmmin immiinohistokimyasal ve histopatolojik
degerlendirmeleri 151k mikroskobu altinda yapildi. Hi¢ boyanmayan (0), hafif
boyanan (1), orta boyanan (2) ve siddetli boyanan (3) olarak degerlendirilmesi
yapildiktan sonra H-skor hesaplamasi sonucundan elde edilen verilere gore

istatistiksel analiz yapild1 (H-skor = Pi (i+1).

4.1.1.Hematoksilen Eozin Bulgular

Kontrol, sham, diisiik doz ve yiiksek doz gruplarina ait ovaryum dokularinin
hematoksilen eozin boyamalar1 151k mikroskobu altinda incelendi.

Kontrol (Resim 5), sham (Resim 6), diisik FSH+HCG (Resim 7), ve yiiksek
doz FSH+HCG (Resim 8) gruplarinda ovaryum dokusu disaridan (korteks) tek katl
kiibik germinal epitel ile sarili, hemen altinda gevsek bag dokusu yapisinda tunika
albugineanin yer aldig1 izlenmektedir.

Ovaryumun korteks tabakasinda gelisen folikiillerden; en dista oositin etrafinmi
tek katli yassi epitel ile ¢evrili primordiyal folikiiller, tek kath kiibik epitelle ¢evrili
primer folikiiller, iki tabakali teka hiicreleri ile ¢evrili ve antruma sahip sekonder
folikiiller, belirgin bir antrum yapisi, korona radiata ve kumulus ooforus ile
karakterize olan graaf folikiilleri yer almaktadir.

Ovaryumun medulla kisminda ise kan damarlar1 ile ovaryum stromasi ayirt

ediliyordu.
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Resim 5. Kontrol grubu folikiillerin hematoksilen eozin boyamasinin histolojik
gorlintlisti. A: Ovaryumdaki folikiillerin panoramik goriintiisiic (100um). B:
Ovaryumdaki primer folikiil ve folikiil hiicrelerinin (FH) gorinimii (20pm). C: Tek
tabakali yass1 folikiillerden olusan primordiyal folikiillerin(PF) ve sekonder
folikiildeki graniiloza hiicreleri (GH), zona pellusida (ZP), teka interna (TT), antrum
(A) ve niikleusu olmayan oositin (X) goriiniimii (20um). D: Graaf folikiil ve
graniiloza hiicreleri (GH), teka interna (TT), zona pellusida (ZP), antrum (A) ve

niikleuslu oositin (N) gortiniimii (20um).
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Resim 6. Sham grubu folikiillerin hematoksilen eozin boyamasinin histolojik
gorlintlisti. A: Ovaryumdaki folikiillerin panoramik goriintiisii (200um). B:
Ovaryumdaki tek tabakali yass1 folikiillerden olusan primordiyal folikiillerin(PF) ve
primer folikiil hiicrelerinin (FH) goriinimi (20pum). C: Sekonder folikiil ve
folikiildeki graniiloza hiicreleri (GH), zona pellusida (ZP), teka interna (TT), antrum
(A), niikleusu olmayan oosit (X) ve niikleuslu ositin(N) goriiniimii (20pum). D: Graaf
folikiildeki graniiloza hiicreleri (GH), teka interna (T1), zona pellusida (ZP), antrum

(A) ve niikleuslu oositin (N) goriiniimii (20um).
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Resim 7. Disiik doz FSH+HCG grubu folikiillerin hematoksilen eozin
boyamasinin histolojik goriintiisii. A: Ovaryumdaki folikiillerin panoramik goriintiisii
(200pm). B: Ovaryumdaki tek tabakali yassi folikiillerden olusan primordiyal
folikiillerin(PF) ve primer folikiil hiicreleri (FH), niikleusu olmayan (X) ve
niikleuslu oositin goriiniimii (20um). C: Sekonder folikiil ve folikiildeki graniiloza
hiicreleri (GH), zona pellusida (ZP), teka interna (TI), antrum (A), niikleusu olmayan
oosit (X) gortiniimii (20um). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicreleri (GH), teka
interna (TT), zona pellusida (ZP), antrum (A) ve niikleuslu oositin (N) gdriiniimii

(20um).
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Resim 8. Yiiksek doz FSH+HCG grubu folikiillerin hematoksilen eozin
boyamasinin histolojik goriintiisii. A: Ovaryumdaki folikiillerin panoramik goriintiisii
(200pm). B: Ovaryumdaki primer folikiil hiicreleri (FH) ve niikleuslu oositin
goriinimii (20um). C: Sekonder folikiil ve folikiildeki graniiloza hiicreleri (GH),
zona pellusida (ZP), teka interna (TI), antrum (A), niikleusu olmayan oosit (X)
goriiniimii (20pm). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicreleri (GH), teka interna (TT),

zona pellusida (ZP), antrum (A) ve niikleusu olmayan oositin (N) goriinimi (20pm).
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Kontrol (Resim 9), sham (Resim 10), diisik doz FSH+HCG (Resim 11) ve
yiksek doz FSH+HCG (Resim 12) gruplarindaki ovaryum folikiillerinin ¢ogunun
graniiloza hiicre apoptozunun aracilik ettigi ovaryan folikiiler atrezi ile dejenere olup
kayboldugu goriildii. Sekonder folikiill ve Graaf folikiillerde apoptoz sonucunda
folikiiler atrezi meydana geldi.

Resim 9. Kontrol grubundaki sekonder folikiil ve Graaf folikiillerdeki atretik
folikiillerin hematoksilen eozin boyamasinin histolojik goriintiisii. A: Folikiiliin zona
pellusida kalintilar1 bulunmamakta (50pum). B: Zona pellusida(ZP) kalintilar1 ve

cams1 membran ( —% bulunmakta (20pm).

Resim 10. Sham grubundaki sekonder folikiil ve Graaf folikiillerdeki atretik
folikiillerin hematoksilen eozin boyamasinin histolojik goriintiisii. A: Folikiiliin zona
pellusida kalintilar1 goriilmekte (50um). B: Zona pellusida(ZP) kalintilar1 ve camsi
membran ( —» bulunmakta (50um).
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Resim 11. Disiik doz FSH+HCG grubundaki sekonder folikiil ve Graaf
folikiillerdeki atretik folikiillerin hematoksilen eozin boyamasinin histolojik
goriintiisii. A: Folikiilin zona pellusida kalintilar1 goriilmekte (50um). B: Zona

pellusida(ZP) kalintilar1 ve camsi membran ( —bulunmakta (50pm).

Resim 12. Yiiksek doz FSH+HCG grubundaki sekonder folikiil ve Graaf
folikiillerdeki atretik folikiillerin hematoksilen eozin boyamasmin histolojik
goriintiisii. A: Folikiilin zona pellusida kalintilar1 gériilmekte (50um). B: Zona
pellusida(ZP) kalintilar1 ve cams1t membran ( —pbulunmakta (50um).
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4.1.2. Folikiil Sayis1 Bulgular:

Kontrol, sham, diisiik doz ve yliksek doz gruplarina ait ovaryum dokularinin
hematoksilen eozin boyamalarinin 11k mikroskobu altinda incelemesi sonucunda,
kontrol ve sham grubunda gelisen folikiil tiplerinin hemen hemen hepsi gézlenirken,
diisiik doz FSH+HCG ve yiiksek doz FSH+HCG grubuna ait ovaryumlarda gelisen
folikiillerin daha az oldugu goriildi.

Seri kesitlerden yapilan toplam folikiil sayimi sonuglarina gore; istatistiksel

olarak kontrol, sham, diisiik doz ve yiiksek doz gruplar1 karsilastirildi (Sekil 21)
(Tablo 10).

e E=A Primordiyal folikil
_ HEl Primer folikdl
2 E= Sekonder folikii
g Graff folikil
-i;‘ =3 Atretik folikdl
'8

IHHHHHHHHHAI

Sekil 21. Ovaryumlardaki toplam folikiil sayis1 grafigi.

Kontrol Sham Diisiik doz Yiiksek doz
FSH+HCG FSH+HCG
Primordiyal 9,6 £1,43 8+0,77 8,1 £0,54 7+ 0,63
folikiil
Primer folikiil 5+0,63 45+0,81 8+ 1,10 9+0,63
Sekonder folikiil 2,7+0,64 3,1+0,70 3,7+0,63 6+ 0,64
Graaf folikiil 2,5+0,50 2,1 +£0,30 1,4 +0,49 1,4 £0,49
Atretik folikiil 2,6 £0,49 4,4+ 0,49 5,3+0,45 6,6 £ 0,80

Tablo 10. Kontrol, sham, diisik doz FSH+HCG ve yiikksek doz FSH+HCG
gruplarindaki folikiil sayilarinin H-skor degerlerinin ortalama ve standart sapmalari.
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Ovaryumlardaki primordiyal folikiil sayis1 sonuglarina gore; kontrol grubu (9,6
+ 1,42) ile sham grubu (8 + 0,77) ve diisik doz FSH+HCG grubu (8,1 + 0,53)
kiyaslandiginda az bir fark gézlendi. Kontrol grubu (9,6 + 1,42) ile yiiksek doz
FSH+HCG grubu (7 + 0,63) kiyaslandiginda da anlamli bir fark oldugu goriildii.
Fakat diisik doz FSH+HCG (8,1 + 0,53) ve yiiksek doz FSH+HCG gruplan (7 +
0,63) kiyaslandiginda anlamli bir degisim olmadig goriildii(p<0,05) (Sekil 22).
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Sekil 22. Ovaryumlardaki primordiyal folikiil sayisinin grafigi.

Primer folikiil sayis1 sonuglarina gore; kontrol grubu (5 + 0,63) ile sham grubu
(4,5 £0,80) arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Diisiik doz FSH+HCG (8 + 1,09)
ve yliksek doz FSH+HCG gruplarinda (9 + 0,63), kontrol grubuna (5 + 0,63) kiyasla
anlamli bir artig oldugu goriildii. Fakat diisiik doz FSH+HCG (8 + 1,09) ve yiiksek
doz FSH+HCG gruplar1 (9 £ 0,63) arasinda fark olmadig1 goriildii (p < 0,05) (Sekil
23).
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Sekil 23. Ovaryumlardaki primer folikiil sayis1 grafigi.
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Sekonder folikiil sayisi1 sonuglarina gore; kontrol (2,7 + 0,64) ve sham grubu
(3,1 £ 0,7) arasinda fark gozlenmedi. Diisiik doz FSH+HCG grubunda (3,7 + 0,63)
kontrol grubuna (2,7 £ 0,64) kiyasla az bir artis oldugu gozlenirken, yiiksek doz
FSH+HCG grubu (6 = 0,64) ile kontrol grubu (2,7 + 0,64) arasinda anlamli bir artis
gozlendi. Yiiksek doz FSH+HCG grubunda (6 + 0,64) diisik doz FSH+HCG
grubuna (3,7 + 0,63) kiyasla anlamli bir artig oldugu gozlendi (p < 0,05) (Sekil 24).
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Sekil 24. Ovaryumlardaki sekonder folikiil sayis1 grafigi.

Graaf folikiil sayist sonuglarina gore; kontrol grubu (1,4 + 0,49) ile sham grubu
(1,4 £ 0,49) arasinda anlamli bir fark gozlenmedi. Diisiik doz FSH+HCG grubunda
(2,1 £ 0,30) kontrol grubuna (1,4 £ 0,49) kiyasla anlaml bir artis gozlendi. Yine
yikksek doz FSH+HCG grubu (2,5 = 0,50) ile kontrol grubu (1,4 = 0,49)
kiyaslandiginda anlamli bir artis oldugu gériildii. Diisiikk doz FSH+HCG (2,1 + 0,30)
ve yliksek doz FSH+HCG gruplann (2,5 + 0,50)) kiyaslandiginda ise bir fark
gozlenmedi (p < 0,05) (Sekil 25).
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Sekil 25. Ovaryumlardaki Graaf folikiil sayis1 grafigi.
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Ovaryumlardaki atretik folikiil sayis1 sonuglarma gore; kontrol (2,6 + 0,48) ile
diisiik doz FSH+HCG (5,3 + 0,45) ve yiiksek doz FSH+HCG grubu (6,6 + 0,8)
kiyaslandiginda anlamli bir artis ve yine diisiik doz FSH+HCG (5,3 + 0,45) ile
yiiksek doz FSH+HCG grubu (6,6 + 0,8) kiyaslandiginda anlamli bir sekilde artis
oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 26).
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Sekil 26. Ovaryumlardaki atretik folikiil sayis1 grafigi.

4.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULARI

Tim  gruplara ait disi farelerden alinan ovaryum  dokularinin

immiinohistokimyasal incelemesi sonuclar1 degerlendirildi.

4.2.1. LC3B immiinoreaktivitesi

Kontrol grubundaki LC3B immunoreaktivitesi sonucu primordiyal ve primer
folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadigi gozlendi. Sekonder folikiildeki (Sekil 27)
graniiloza hiicrelerinde (245,5 £ 21,98) Graaf folikiildeki (Sekil 28) graniiloza
hiicrelerine (252,4 £+ 24,79) oranla ekspresyonun daha az oldugu gozlendi (Resim
13) (Tablo 11).

48



Resim 13. Kontrol grubu LC3B immiinohistokimyasal boyamasi. A: Ovaryumdaki
folikiillerin genel goriintlisii (100um). B: Primer folikiillerin boyama sonucu
gorlintiisii (20um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi
(50um). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (50pm).
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Sham grubundaki LC3B immunoreaktivitesi sonucu primordiyal ve primer
folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadigi gozlendi. Sekonder folikiildeki (Sekil 27)
graniiloza hiicrelerinde (220,4 + 16,85) Graaf folikiildeki (Sekil 28) graniiloza
hiicrelerine (221,4 £+ 22,49) oranla ekspresyonun daha az oldugu gozlendi (Resim
14) (Tablo 11).

Resim 14. Sham grubu LC3B immiinohistokimyasal boyamasi. A: Ovaryumdaki
folikiillerin genel goriintiisii (200um). B: Primer folikiillerin boyama sonucu
goriintiisti (20um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi
(20pum). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (50um).
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Disiik doz FSH+HCG grubundaki LC3B immunoreaktivitesi sonucu
primordiyal ve primer folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadig1 gozlendi. Sekonder
folikiildeki (Sekil 27) graniiloza hiicrelerinde (225,6 = 9,80) Graaf folikiildeki (Sekil
28) graniiloza hiicrelerine (200,1 £ 9,39) oranla ekspresyonun artmis oldugu gozlendi
(Resim 15) (Tablo 11).

Resim 15. Diisiik doz FSH+HCG grubu LC3B immiinohistokimyasal boyamasi. A:
Ovaryumdaki folikiillerin genel goriintiisti (200um). B: Primer folikiillerin boyama
sonucu goriintiisii (10um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin
boyamasi (20um). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (20um).
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Yiikksek doz FSH+HCG grubundaki LC3B immunoreaktivitesi sonucu
primordiyal ve primer folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadigi gozlendi. Sekonder
folikiildeki (Sekil 27) graniiloza hiicrelerinde (201,6 £ 17,47) Graaf folikiildeki
(Sekil 28) graniiloza hiicrelerine (183,2 + 2,52) kiyasla ekspresyonun artmis oldugu
gozlendi (Resim 16) (Tablo 11).

Resim 16. Yiiksek doz FSH+HCG grubu LC3B immiinohistokimyasal boyamasi. A:
Ovaryumdaki folikiillerin genel goriintiisti (200um). B: Primer folikiillerin boyama
sonucu gortintiisii (10um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin
boyamasi (20um). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (50um).
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Sekil 27. LC3B immunoreaktivitesi sekonder folikiil analiz grafigi.
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Sekil 28. LC3B immunoreaktivitesi graaf folikiil analiz grafigi.
LC3B immunoreaktivesi kontrol, sham, diisiik doz FSH+HCG ve yiiksek doz

FSH+HCG gruplarinda sekonder ve graaf folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin

apoptozu sonucunda atreziye gittigi goriildii.

Kontrol grubu atretik Graaf folikiillerdeki (252,4 + 24,79) (Sekil 30)
ekpresyonun, atretik sekonder folikiillerdeki (Sekil 29) (245,5 + 21,98) ekpresyona
kiyasla artmis oldugu gozlendi (Resim 17) (Tablo 11).
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Resim 17. Kontrol grubu atretik folikiillerin LC3B immiinohistokimyasal boyamasi.
A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (20um). B: Graaf folikiiliin atreziye
ugramasi sonucu (50pum).

Sham grubu atretik Graaf folikiillerdeki (151,6 + 0,66) (Sekil 30) ekpresyonun,
atretik sekonder folikiillerdeki (164,5 + 1,86) (Sekil 29) ekpresyona kiyasla azalmis
oldugu gozlendi (Resim 18) (Tablo 11).

Resim 18. Sham grubu atretik folikiillerin LC3B immiinohistokimyasal boyamasi.
A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (50um). B: Graaf folikiiliin atreziye
ugramasi sonucu (50pm).

Diisiik doz FSH+HCG grubu atretik Graaf folikiillerdeki (169,7 £+ 1,90) (Sekil
30) ekpresyon, atretik sekonder folikiillerdeki (153,6 £ 0,92) (Sekil 29) ekpresyona
kiyasla artmis oldugu gézlendi (Resim 19) (Tablo 11).
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Resim 19. Distk doz FSH+HCG grubu atretik folikiillerin LC3B
immiinohistokimyasal boyamasi. A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramasi sonucu
(50um). B: Graaf folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (50pm).

Yiiksek doz FSH+HCG grubu atretik Graaf folikiillerdeki (161,3 + 1,42) (Sekil
30) ekpresyon, atretik sekonder folikiillerdeki (179,2 + 5,02) (Sekil 29) ekpresyona
kiyasla azalmis oldugu gozlendi (Resim 20) (Tablo 11).

50 pm

Resim 20. Yiiksek doz FSH+HCG grubu atretik folikiillerin LC3B
immiinohistokimyasal boyamasi. A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramasi sonucu
(50um). B: Graaf folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (50pm).
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Sekil 29. LC3B immunoreaktivitesi sekonder atretik folikiil analiz grafigi.
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Sekil 30. LC3B immunoreaktivitesi Graaf atretik folikiil analiz grafigi.

Folikiiller Kontrol Sham Diisik  doz Yiiksek doz
FSH+HCG  FSH+HCG
Sekonder 245,5+21,98 220,4+16,85 2256+9,80 201,6 + 17,47
Graaf 252,4+24,79 221,4+2249 200,1 £+ 9,39 183,2 +2,52
LC3B Sekonder 154,8+1,40 164,5+1,86 153,6 £ 0,92 179,2 + 5,02
Atretik 5 oaf 17572553  151.620.66  169.7-190 1613 <142

Tablo 11. LC3B immunoreaktivitesinin kontrol, sham, diisiikk doz FSH+HCG ve
yiiksek doz FSH+HCG gruplarindaki sekonder, graaf ve atretik folikiillerin H-skor

degerlerinin ortalama ve standart sapmalart.

4.2.2. VDAC2 immiinoreaktivitesi

Kontrol grubundaki VDAC2 immunoreaktivitesi sonucu primordiyal ve primer
folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadigi gozlendi. Sekonder folikiildeki (Sekil 31)
graniiloza hiicrelerinde (270,2 + 7,72) Graaf folikiildeki (Sekil 32) graniiloza
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hiicrelerine (271,6 + 12,08) oranla ekspresyonun daha az oldugu gozlendi (Resim
21) (Tablo 12).

Resim 21. Kontrol grubu VDAC2 immiinohistokimyasal boyamasi.A:
Ovaryumdaki folikiillerin genel goriintiisii (100um). B: Primer folikiillerin boyama
sonucu gortintiisic (20um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin
boyamasi (20pum). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (50pum).

Sham grubundaki VDAC2 immunoreaktivitesi sonucu primordiyal ve primer
folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadigi gozlendi. Sekonder folikiildeki (Sekil 31)
graniiloza hiicrelerinde (269,7 + 12,99) Graaf folikiildeki (Sekil 32) graniiloza
hiicrelerine (241,2 + 14,41) oranla ekspresyonun artmis oldugu gézlendi ( Resim 22)
(Tablo 12).
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Resim 22. Sham grubu VDAC2 immiinohistokimyasal boyamasi. A: Ovaryumdaki
folikiillerin genel goriintlisii (200um). B: Primer folikiillerin boyama sonucu
goriintiisti (20um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi
(20um). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (50um).
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Diisik doz FSH+HCG grubundaki VDAC2 immunoreaktivitesi sonucu
primordiyal ve primer folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadig1 gézlendi. Sekonder
folikiildeki (Sekil 31) graniiloza hiicrelerinde (230,1 £ 6,93) Graaf folikiildeki (Sekil
32) graniiloza hiicrelerine (241 + 6,94) oranla ekspresyonun azalmis oldugu gozlendi
(Resim 23) (Tablo 12).

Resim 23. Diisiik doz FSH+HCG grubu VDAC2 immiinohistokimyasal boyamasi.
A: Ovaryumdaki folikiillerin genel goriintiisii (200um). B: Primer folikiillerin
boyama sonucu goriintiisii (10um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin
boyamasi (20um). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (20um).
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Yiiksek doz FSH+HCG grubundaki VDAC2 immunoreaktivitesi sonucu
primordiyal ve primer folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadig1 gézlendi. Sekonder
folikiildeki (Sekil 31) graniiloza hiicreleri (188,2 + 4,60) Graaf folikiildeki (Sekil 32)
graniiloza hiicrelerine (214,2 + 6,10) kiyasla ekspresyonunun anlamli bir sekilde

artmis oldugu gozlendi (Resim 24) (Tablo 12).

200 pm

Resim 24. Yiiksek doz FSH+HCG grubu VDAC2 immiinohistokimyasal boyamasi.
A: Ovaryumdaki folikiillerin genel goriintiisii (200um). B: Primer folikiillerin
boyama sonucu goriintiisii (20um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin
boyamasi (20um). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (50um).
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Sekil 31. Sekonder folikiilde VDAC2 immunoreaktivesi analiz sonuglari.
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Sekil 32. Graaf folikiilde VDAC?2 immunoreaktivesi analiz sonuglari.

VDAC2 immunoreaktivesi kontrol, sham, diisiikk doz FSH+HCG ve yiiksek doz
FSH+HCG gruplarinda sekonder ve Graaf folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin

apoptozu sonucunda atreziye gittigi goriildii.

Kontrol grubu atretik Graaf folikiillerdeki (194,7 + 1,73) (Sekil 34)
ekpresyonun, atretik sekonder folikiillerdeki (192,1 + 2,26) (Sekil 33) ekpresyona
kiyasla artmis oldugu gozlendi (Resim 25) (Tablo 12).
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Resim 25. Kontrol grubu atretik folikiillerin VDAC2 immiinohistokimyasal
boyamasi. A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (50um). B: Graaf
folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (20um).

Sham grubu atretik graaf folikiillerdeki (231,8 £ 2,32) (Sekil 34) ekpresyonun,
atretik sekonder folikiillerdeki (233,2 + 3,28) (Sekil 33) ekpresyona kiyasla azalmig
oldugu gozlendi (Resim 25) (Tablo 12).

Resim 26. Sham grubu atretik folikiillerin VDAC2 immiinohistokimyasal
boyamasi. A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (50um). B: Graaf
folikiiliin atreziye ugramast sonucu (20pm).

Diisiik doz FSH+HCG grubu atretik Graaf folikiillerdeki (226,8 + 1,33) (Sekil
34) ekpresyon, atretik sekonder folikiillerdeki (230,3 + 1,85) (Sekil 33) ekpresyona
kiyasla azalmis oldugu gézlendi (Resim 27) (Tablo 12).
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Resim 27. Disik doz FSH+HCG grubu atretik folikiillerin VDAC2
immiinohistokimyasal boyamasi. A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramasi sonucu
(20pum). B: Graaf folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (50pm).

Yiiksek doz FSH+HCG grubu atretik Graaf folikiillerdeki (174,6 + 2,76) (Sekil
34) ekpresyon, atretik sekonder folikiillerdeki (195,5 + 1,75) (Sekil 33) ekpresyona
kiyasla azalmis oldugu gozlendi (Resim 28) (Tablo 12).

50 pm

Resim 28. Yiiksek doz FSH+HCG grubu atretik folikiillerin VDAC2
immiinohistokimyasal boyamasi. A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramasi sonucu
(50um). B: Graaf folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (20pum).
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Sekil 33. VDAC2 immunoreaktivitesi sekonder atretik folikiil analiz grafigi.
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Sekil 34. VDAC2 immunoreaktivitesi Graaf atretik folikiil analiz grafigi.

Folikiil Kontrol Sham Diisiik doz Yiiksek doz

FSH+HCG FSH+HCG
Sekonder 270,2+7,72 269,7+12,99  230,1+6,93  188,2+4,60
Graaf 271,6£12,08 2412+14.41 241£6,94  214.246,10

VDAC2  Atretik  Sekonder

192,1+£2,26

233,24328  230,3%=1,85 195,5+1,75

Graaf

194,7+1,73

231,84£2,32  226,8+1,33 174,6+£2,76

Tablo 12. VDAC2 immunoreaktiviteesinin kontrol, sham, diisiik doz FSH+HCG

ve yiiksek doz FSH+HCG gruplarindaki sekonder, graaf ve atretik folikiillerin H-

skor degerlerinin ortalama ve standart sapmalari.

4.2.3. SIRT6 Immiinoreaktivitesi
Kontrol grubundaki SIRT6 immunoreaktivitesi sonucu primordiyal ve primer

folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadigr gozlendi. Sekonder folikiildeki (Sekil 35)
graniiloza hiicrelerinde (252,4 + 6,07) Graaf folikiildeki (Sekil 36) graniiloza

hiicrelerine (265,9 + 8,28) oranla ekspresyonunda azalma oldugu gozlendi (Resim

29) (Tablo 13).
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Resim 29. Kontrol grubu SIRT6 immiinohistokimyasal boyamasi. A: Ovaryumdaki
folikiillerin genel goriintlisii (100um). B: Primer folikiillerin boyama sonucu
goriintiisti (10um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi
(10pum). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (50pum).

Sham grubundaki SIRT6 immunoreaktivitesi sonucu primordiyal ve primer
folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadigi gozlendi. Sekonder folikiildeki (Sekil 35)
graniiloza hiicrelerinde (191,5 + 5,87) Graaf folikiildeki (Sekil 36) graniiloza
hiicrelerine (243,1 + 2,07) oranla ekspresyonun anlamli bir sekilde azaldig1 gozlendi
(Resim 30) (Tablo 13).

65




Resim 30. Sham grubu SIRT6 immiinohistokimyasal boyamasi. A: Ovaryumdaki
folikiillerin genel goriintiisii (100um). B: Primer folikiillerin boyama sonucu
goriintlisii (10um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi
(20um). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamas1 (20um).

Diisik doz FSH+HCG grubundaki SIRT6  immunoreaktivitesi sonucu
primordiyal ve primer folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadig1 gézlendi. Sekonder
folikiildeki (Sekil 35) graniiloza hiicrelerinde (202,4 + 4,98) Graaf folikiildeki (Sekil
36) graniiloza hiicrelerine (232,2 + 1,66) kiyasla ekspresyonun azalmis oldugu
gozlendi (Resim 31) (Tablo 13).
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Resim 31. Diisiik doz FSH+HCG grubu SIRT6 immiinohistokimyasal boyamasi. A:
Ovaryumdaki folikiillerin genel goriintiisti (200um). B: Primer folikiillerin boyama
sonucu goriintiisic (20um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin
boyamast (20um). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (50um).
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Yiiksek doz FSH+HCG grubundaki SIRT6 immunoreaktivitesi sonucu
primordiyal ve primer folikiil hiicrelerinde ekspresyon olmadig1 gozlendi. Sekonder
folikiildeki (Sekil 35) graniiloza hiicrelerinde (207,1 £ 5,82) Graaf folikiildeki (Sekil
36) graniiloza hiicrelerine (202 + 5,04) kiyasla ekspresyonun artmis oldugu gézlendi
(Resim 32) (Tablo 13).

‘ZOOuml

Resim 32. Yiiksek doz FSH+HCG grubu SIRT6 immiinohistokimyasal boyamasi.
A: Ovaryumdaki folikiillerin genel goriintiisii (200um). B: Primer folikiillerin
boyama sonucu goriintiisii (20um). C: Sekonder folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin
boyamasi (20um). D: Graaf folikiildeki graniiloza hiicrelerinin boyamasi (20um).
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Sekil 35. SIRT6 immunoreaktivitesi sekonder atretik folikiil analiz grafigi.
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Sekil 36. SIRT6 immunoreaktivitesi Graaf atretik folikiil analiz grafigi.

SIRT6 immunoreaktivesi kontrol, sham, diisitk doz FSH+HCG ve yiiksek doz
FSH+HCG gruplarinda sekonder ve graaf folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin

apoptozu sonucunda atreziye gittigi goriildii.

Kontrol grubu atretik Graaf folikiillerdeki (235 + 3,87) (Sekil 38) ekpresyonun,
atretik sekonder folikiillerdeki (173,7 + 2,10) (Sekil 37) ekpresyona kiyasla anlaml
sekilde artmis oldugu gozlendi (Resim 33) (Tablo 13).
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Resim  33. Kontrol grubu atretik folikiillerin SIRT6 immiinohistokimyasal
boyamasi. A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramast sonucu (50um). B: Graaf
folikiiliin atreziye ugramasit sonucu (20pm).

Sham grubu atretik Graaf folikiillerdeki (172,3 + 2,24) (Sekil 38) ekpresyonun,
sekonder folikiillerdeki (154,7 + 1,49) (Sekil 37) ekpresyona kiyasla artmis oldugu
gozlendi (Resim 34) (Tablo 13).

Resim 34. Sham grubu atretik folikiillerin SIRT6 immiinohistokimyasal boyamasi.
A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramast sonucu (50pum). B: Graaf folikiiliin atreziye
ugramasi sonucu (50um).

Diisiik doz FSH+HCG grubu atretik Graaf folikiillerdeki (173,7 + 1,90) (Sekil
38) ekpresyon, atretik sekonder folikiillerdeki (141,9 + 1,30) (Sekil 37) ekpresyona
kiyasla artmis oldugu gézlendi (Resim 35) (Sekil 37, 38) (Tablo 13).
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Resim 35. Disik doz FSH+HCG grubu atretik folikiillerin SIRT6
immiinohistokimyasal boyamasi. A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramasi sonucu
(50um). B: Graaf folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (50um).

Yiiksek doz FSH+HCG grubu aretik Graaf folikiillerdeki (165,3 + 1,79) (Sekil
38) ekpresyon, atretik sekonder folikiillerdeki (181,6 + 5,02) (Sekil 37) ekpresyona
kiyasla azalmis oldugu gozlendi (Resim 36) (Tablo 13).

50 pm

Resim 36. Yiiksek doz FSH+HCG grubu atretik folikiillerin SIRT6
immiinohistokimyasal boyamasi. A: Sekonder folikiiliin atreziye ugramasi sonucu
(20um). B: Graaf folikiiliin atreziye ugramasi sonucu (50pm).
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Sekil 37. SIRT6 immunoreaktivitesi sekonder atretik folikiil analiz grafigi.
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Sekil 38. SIRT6 immunoreaktivitesi Graaf atretik folikiil analiz grafigi.

I T
Kontrol Sham Dd-FSH YD-FS

= o

Graaf Atretik Folikdl

Folikiil Kontrol Sham Disiik doz Yiiksek doz
FSH+HCG FSH+HCG

Sekonder 252,4+6,07  191,5+5,87 202,4+4,98 207,1+5,82

Graaf 26594828  243,142,07 2322+1,66 202+5,04

SIRT6  Atretik  Sekonder 173,7+2,10  154,7+1,49  141,9+1,30  181,6+5,02
Graaf 235+3,87 172,3£2.24  173,7+1,90  165,3+1,79

Tablo 13. SIRT6 immunoreaktiviteesinin kontrol, sham, diisiik doz FSH+HCG ve
yiiksek doz FSH+HCG gruplarindaki sekonder, graaf ve atretik folikiillerin H-skor

degerlerinin ortalama ve standart sapmalart.

4.3. qRT - PCR BULGULARI

Calismada tiim gruplarda toplanan ovaryumlarin VDAC2, LC3B ve SIRT6

genlerinin zaman bagimli ifadeleri ve konsantrasyonlarini incelemek i¢in gRT-PCR

analizi gerceklestirildi. qRT-PCR analizi sonrasinda gen ekspresyonlarinda meydana
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2 -AACT

gelen degisiklikler i¢in yontemi kullanildi. Sonuclar GAPDH referans genine

gore normalize edilerek, sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi.

4.3.1. LC3B Bulgulan

Analiz sonuglara gore LC3B gen ifadesinin diisiik doz FSH+HCG (Dd-FSH)
grubunda kontrol grubuna gore 4,665+0,279 (0,215 +0,013) kat azalis ve bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05). Yiiksek doz
FSH+HCG (Yd-FSH) grubunda LC3B gen ifadesi de kontrol grubuna kiyasla
8,050 +0,864 (0,1254+0,012) kat azalis ve yine bu azalma istatistiksel olarak anlamli
olarak tespt edildi (p<0,05) (Tablo 14, Sekil 39).

Kontrol Sham Diisiik doz Yiksek doz
FSH+HCG FSH+HCG
LC3B 1+0 1,025+ 0,128 0,215+ 0,013 0,125+ 0,012

Tablo 14. Ovaryum dokusunun LC3B gen ifadeleri ve istatistiksel analizleri.
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Sekil 39. Ovaryum dokularinin yapilan uygulamalar sonucunda LC3B gen
ifadeleri. istatistiksel olarak p<<0,05’ten kiigiik degerler anlamli kabul edildi.

4.3.2. VDAC2 Bulgulan

Yapilan analiz sonuglarima gore VDAC2 gen ifadesinin diisiik doz FSH+HCG
(Dd-FSH) grubunda kontrol grubuna gore 4,386 + 0,349 (0,229 + 0,019) kat azalis
ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05). Yiiksek
doz FSH+HCG (Yd-FSH) grubunda VDAC?2 gen ifadesi de kontrol grubuna kiyasla
5,974 +0,504 (0,168 +0,015) kat azalig ve yine bu azalma istatistiksel olarak anlamli
olarak tespit edildi (p<0,05) (Tablo 15, Sekil 40).
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Kontrol Sham Diisik doz Yiiksek doz
FSH+HCG FSH+HCG

VDAC?2 1+0 1,109+0,045 0,229+0,019 0,168+ 0,015

Tablo 15: Ovaryum dokusunun VDAC?2 gen ifadeleri ve istatistiksel analizleri.
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Sekil 40. Ovaryum dokularinin yapilan uygulamalar sonucu VDAC2 gen
ifadeleri. istatistiksel olarak p<<0,05’ten kiigiik degerler anlamli kabul edildi.

4.3.3. SIRTG6 Bulgulari

Analiz sonuglarina gore SIRT6 gen ifadesinin diisiik doz FSH+HCG (Dd-FSH)
grubunda kontrol grubuna gore 6,839+0,879 (0,148+0,020) kat azalis ve bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05). Yiiksek doz
FSH+HCG (Yd-FSH) grubunda SIRT6 gen ifadesi de kontrol grubuna kiyasla
7,02240,449 (0,1431+0,009) kat azalis ve yine bu azalma istatistiksel olarak anlamli
olarak tespit edildi (p<0,05) (Tablo 16, Sekil 41).

Kontrol Sham Diisiik doz Yiiksek doz
FSH+HCG FSH+HCG
SIRT6 1+0 1,034+0,069 0,148+ 0,020 0,143+ 0,009

Tablo 16. Ovaryum dokusunun SIRT6 gen ifadeleri ve istatistiksel analizleri.
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SIRT6

Relatif mRNA ifadesi

Sekil 41. Ovaryum dokulariin yapilan uygulamalar sonucunda SIRT6 gen ifadeleri.
Istatistiksel olarak p<0,05’ten kiiciik degerler anlaml1 kabul edildi.
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5. TARTISMA

Folikiiler atrezi, fotal donemde baslayan ve menopoza kadar siiren, follikiil
gelisimin her asamasida gozlenen bir olaydir. Oositlerin, graniiloza hiicrelerinin ve
teka hiicrelerinin folikiiler atrezide gorev aldig bilinmektedir (Young ve McNeilly
2010; Inoue ve ark. 2011). Bu siiregte ile ilgili calismalarda, apoptoza
odaklanildigindan, atrezideki otofajinin rolii son yillarda anlasilmaktadir. Uzun yillar
FSH’in dominant folikiil gelisimini sagladig, follikiiler atreziyi dnledigi bilinmesine
ragmen, son yillarda FSH uygulamalarinin, follikiiler atreziyi arttirdigi da ileri
strilmektedir. Bu c¢alismada, farelere farkli dozlardaki FSH uygulamalar: ile
folikiiller atrezide oynadig: roliin otofaji ile iliskisi, otofoji ilgili SIRT6, VDAC2 ve
LC3B proteinlerin immunohistokimyal ve mRNA seviyelerinin gqRT-PCR teknigi ile
incelenmesi amaglanmustir.

Over folikiilleri, hormon ve oosit liretme fonksiyonuna sahiptir. Kadinlarda
menstual siklusun, folikiiler gelisme asamalarinda, c¢ok sayida folikiil atrezi
sonucunda ortadan kaldirilirken, bir adet follikiil olgunlasmaya devam eder ve
ovulasyon ile oositin tuba uterinaya aktarilmasina aracilik etmektedir. Over
follikiileri gelisme agamalarinda sayisal olarak azalmaktadir. Primordial follikiilerde
gozlenen atrezinin biyiik kismi, dogumdan sonra gozlenmekte birlikte, gelisme
asamalarinda olan sekonder ve tersiyer follikiillerde de follikiiler atrezi
goriilmektedir. (Flaws ve ark. 1997 ; Slot ve ark 2006). Preantral ve antral folikiiller,
saglikli bir oosit ve proliferasyon gosteren ve organize big¢imde diizenlenmis
graniiloza tabakasi icerdiklerinde, saglikli olarak tanimlanmaktadir. Atretik folikiiller
dejenere bir oosit, diizensiz graniiloza hiicre tabakasinin varligi ile taninmaktadir.
Folikiiler atrezinin hormonal kontroli 6zellikle de GC’lerinin apototik siiregleri ile
iligskilendirilmektedir (Kaipia ve Hsueh 1997). Graniiloza hiicrelerinin % 5'inden
fazlas1 morfolojik apoptoz belirtileri gosterdiginde, antral folikiillerin atretik oldugu
kabul edilmektedir (Meng ve ark. 2016). Atrezi ilerledik¢e, graniiloza hiicrelerinin
tamamen kayboldugu, oositin dejenere oldugu geriye zona pellucida kalintilar1 ve

hipertrofik teka hiicreleri kaldigir gorilmistir (Li Meng ve ark. 2018). Folikiiler
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atreside TNF-a, Fas ligand, TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), APO-3
ligand, PFG-5 ligand, ve reseptorlerinin rol oynadigi ileri siiriilmektedir (Manabeve
ark. 2008).

Bu c¢alismada ovaryum doku orneklerinin, Hematoksilen-Eozin (H-E) ile
boyanmig preparatlarinda kontrol ve sham gruplarinda gelisen folikil tiplerinin
hepsinde follikiiler atrezinin varlig1 gézlendi. Folikiiler gelisim sirasinda, ¢ok sayida
folikiiliin dejenerasyona ugradigi bilinmektedir. Folikiiler atrezi, saglikli tireme
fonksiyonu gergeklestirilmesi igin gereklidir. Gonadotropinler dominant follikiil
seciminde rol oynamakta ve folikiil biiylimesinin devamliligini saglayarak
ovulasyonu gerceklestirmektedir (Binelli ve Murphy 2010). Normal gelisim
asamasinda, FSH’in follikiil atreziyi inhibe ettigi ve folikiil gelisimi i¢in faydali
etkisi oldugu bilinmekle beraber (Choi ve ark. 2010) ozellikle IVF tedavilerinde
oosit sayisini artirmak i¢in uygulanan yiiksek dozda FSH’in ovarian folikiiler
tizerinde olumsuz etkileri konusunda tam bir fikir birligi bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada, diisiik ve yliksek doz FSH uygulamasindan (sirasiyla 2,1 + 0,30;
2,5 + 0,50) sonra kontrol ve sham grubuna (sirasiyla 1,4 = 0,49; 1,4 £ 0,49) gore
daha fazla graaf folikiilii gelistigi ve FSH’1n gelisen folikiil sayisinda artisa neden
oldugu tespit edildi. FSH hassas bir denge igerisinde folikiiler gelismeyi kontrol
etmektedir. Hipofizden salgilanan FSH seviyesi artigi folikiil gelisimi ile paralel
seyretmektedir. Normal siklus sirasinda gelisen follikiilden salinan ostrojen ve
inhibin, hipofizden FSH’1n baskilanmasina neden olarak, FSH’1n asir1 yiikselmesini
engellemekte ve tek bir folikiil gelismesine izin vermektedir (Manabe 2004).

IVF tedavileri sirasinda, basar1 sansimin arttirtlmasi i¢in ¢ok sayida oosit elde
edilmesi amaci ile fazla sayida folikiil elde edilmesi amaglanmaktadir. FSH
verilerek, dominant follikiilden salgilanan 6strojen ile FSH seviyesinin diisiisiine izin
verilmemekte, cok sayida folikiil gelismesi saglanmaktadir. Sigir graniilosa
hiicrelerine, hiicre kiiltiirii ortaminda FSH uygulamasi ile graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonu arttigi ayrica CYP19A1 ve FSHR mMRNA seviyesini arttirdigi
gosterilmistir (Albonico ve ark. 2017). Graniiloza hiicrelerinde FSHR ve CYP19
ekspresyonu artis1, Ostrojen salgilanmasi ve graniilosa hiicrelerinin devamliligin
saglamasinda ve Onemli fonksiyon gostermektedir FSH dozunun Ostrojen ve
progesteron miktar1 ile iligkisi, Yyeni yapilan bir ¢alismada gosterilmistir. Bu

calismada diisiik dozda uygulanan (0.1 ng/ml) FSH’nun E2 ve P4 iizerine etkisini
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olmadigi, 1-10 ng/ml verildiginde E2 miktarini arttirdig, yliksek doz uygulamalarda
ise (10-100 ng/ml) P4 miktarin arttirdigi gosterilmistir (Tang 2021).

FSH’1n yiiksek doz kullaniminin oosit kalitesini, embriyo gelisimini bozdugu, ve
folikiiler atresiye neden oldugu ileri siiriilmektedir (Tang 2021). Bu ¢alismada, diisiik
doz ve yiiksek doz FSH uygulamasinin (sirasiyla 5,3 £ 0,45; 6,6 £ 0,80) folikiiller
atresiyi kontrol ve sham gruplarina gore hafif derecede attirdig1 (sirastyla 2,6 + 0,49;
4,4 + 0,49), yiikksek doz FSH gruplarinda ise artisin daha belirgin oldugu oldugu
gozlendi. FSH uygulamasinin folikiiler atreziye neden olabilecegi diisiiniildii. FSH’1n
over tizerine etkisi, folikiildeki kayipta apotozun rol oynadig1 Tang ve arkadaslarinin
2021 yilinda yaptiklari ¢alismada gosterilmistir (Tang 2021). 100 ng/mL FSH
uygulamasinin si8ir graniiloza hiicrelerinde FSHR, CYP19, StAr ve BCL-2
ekspresyonunu azalttigt ve BAX mRNA miktarini ise arttirdigi ve bu belirtilerin
hiicrelerde apoptoza yol actigimi bildirmislerdir. FSH’m domuz graniiloza
hiicrelerinde bir pro-apoptotik protein olan BimEL seviyesini azaltarak yasam
stirelerini artirdigi (Wang et al., 2013), graniiloza hiicrelerinde otofajiyi diizenledigi
(Choi et al., 2014) de bilinmektedir.

Folikiiler atrezi, over gelisimi asamasinda da gozlenen bir olaydir. Neonatal
periotta primordial ve primer folikiillerin massif dejenerasyonunda atrezinin dominat
mekanizma oldugu gosterilmistir (Hulas-Stasiak ve Gawron 2011). FSH’in HIF-1a
upregiilasyonu yaparak graniiloza hiicrelerinin otofajiyi uyardigi (Zhou 2017)
bildirilmistir. Bununla beraber bu konuda tam bir fikir birligi bulunmamaktadir. Shen
ve arkadaslariin yaptigir calismada FSH’in oksidatif hasar nedeni ile ortaya ¢ikan
otofajiden korudugunu da ileri siiriilmektedir (Shen 2016).

Bu caligmada yiiksek doz FSH uygulamas: ile atrezik folikiil sayisinda artig
tespit edildi ve yiiksek doz FSH’1n folikiil gelisimini olumsuz etkiledigi diistiniildi.
Uygulanan FSH dozunun folikiil gelisiminin arttirmasinin yanisira, atreziye de neden
olabilecegi ileri siiriilmektedir. En yiiksek folikiiler atrezi insidansi, folikiillerin erken
antral folikiil evresinde FSH'a bagimli hale gelmesiyle gézlenmektedir. Preantral ve
preovulatuar folikiiller nadiren atreziye ugramaktadir (Chun ve ark. 1996). Tang ve
arkadaslar1 2021 yilinda yaptiklar1 calismada s18ir graniiloza hiicrelerinde diistik doz
(1 ng/ml) FSH uygulamasinda hiicrelerin survivalint arttirirken, 100 ng/ml FSH
uygulanmasinda hiicre viabilitesini azaltmis oldugunu tespit etmistir. Shen’in

sonuglari ile farkliligini tiire ve doz farkliligina bagh olabilecegini ileri stirmiistiir.
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Follikiiler atrezide, ¢ok sayida farkli hiicre 6lim programlarini kullanildig:
bilinmektedir (Escobar ve ark. 2015). Yapilan c¢aligmalarda oositlerde otofajik
molekiillerin varlig1 gosterilememis olup, graniiloza hiicrelerinde otofajik sinyallerin
varhigi gosterilmis ve otofajiden daha ¢ok graniiloza hiicrelerinin sorumlu oldugu
bildirilmistir (Choi ve ark. 2009). Follikiil gelisimininde insan overinde GC’lerine
oxidized low-density lipoprotein (OxLDL) wuygulamasi sonrasi otofagozom
miktarinda artis ve follikiiler atreside otofajinin rolii oldugu ileri siiriilmektedir.
(Nowicki 2006), normal fizyolojik ve patolojik olaylarin gergeklesmesinde esansiyel
rol oynamaktadir ve iki zit fonksiyonu gergeklestirmektedir. Otofajide yaslanan veya
hasar gormiis organeller ortadan kaldirilarak hiicrenin canliliginin devamliligini
saglarken, otofaji apoptoz uyaricisi da olabilmektedir. Otofaji sirasinda ortadan
kaldirilan metabolitler hiicre tarafindan yeniden kullanilabilmesi nedeni ile folikiiler
gelisim sirasinda da otofaji onemli rol oynamaktadir (Nakashima ve ark. 2017).

Kemoterapi uygulamalari ve asir1 hormon degisikliklerinin gergeklestigi
durumlarda, GC’lerinin apoptozu regule edemedigi, apoptoza gittigi ve folikiil
atrezisine neden oldugu bildirilmistir (Choi ve ark. 2011) apoptoza giden GC’lerinde
otofagazomlarin biriktigi, apoptotik hiicre 6liimiine neden olan Bcl-2 ekspresyonunu
azaltmakta ve sonrasinda kaspaz aktivitesini arttirarak folikiiler atreziye neden
olmaktadir (Choi ve ark. 2011). FSH’in major survival faktor oldugu oksidatif strese
karst GC’lerini korudugu ayrica (Shen ve ark. 2014). FSH 1n oksidatif strese karsi
GC’lerinde otofajiyi suprese ederek gosterdigi rapor edilmistir (Shen ve ark. 2014).

Memeli ovaryumlarinda folikiillerin  yaklasik olarak %99’u  atreziye
ugramaktadir. Otofaji ve apoptozun hem primordiyal folikiil gelisiminde hem de
atrezinin  diizenlenmesinde rol aldigi oOnceki calismalarda gosterilmistir.
Otofagozomlarin hiicrede birikmesinin degerlendirilmesinde kullanilan ve bir
otofagozom belirtegi olarak kabul edilen “endogenous microtubule-associated
lightchain protein 3 (LC3)”, kontrol ve sham grubunda primordial folikiillerde ve
primer folikiillerde g6zlenmedi. Buna karsilik LC3B’nin kontrol grubunda ve sham
gruplarina ait sekonder folikiillerde ve tersiyer folikiillerde ise fazla miktarda
gozlendi. Oositlerde ise immunoreaktivite gozlenmedi. Yapilan LC3B mRNA
Olgtimleride bu sonucumuzu destekler niteliktedir ve LC3B mRNA diizeyleri kontrol
grubunda ve sham grubunda olduk¢a yiiksek bulundu. Choi ve arkadaslar1 yaptig
calismada, LC3 ekspresyonunu primordial folikiil hiicrelerinde ¢ok zayif

bulundugunu, primer ve preantral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde LC3
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aktivitesinin yogun oldugunu, antral folikiil asamasinda da LC3 aktivitesinin devam
ettigini, oositlerde ise LC3 ekspresyonunu gozlenmedigini bildirmislerdir.(Choi ve
ark. 2009). Otofaji sirasinda LC3-I’in LC3-II dontstiigii ve LC3-II’nin otofajik
marker oldugu bilinmektedir. Graniiloza hiicrelerinin atrezisi ile folikiiler atrezi
birbiri ile iliskilidir. LC3 immiinoreaktivitesinin saglikli graniiloza hiicrelerinde de
bulunabilecegini, ancak varligin otofaji gostermedigi ileri siirlilmektedir. Bununla
beraber LC3 ekspresyonu arastirildigi sigan modelinde, folikiiler gelisim ve atrezide
onemi ortaya konulmustur( Choi ve ark. 2011). LC3 ekspresyonu, ovaryum
oositlerinde tespit edilirken, folikiiler gelisimin tiim asamalar1 boyunca GC'lerinde
biiyiik miktarda LC3 immiinoreaktivitesi mevcut oldugu gosterilmistir (Zhou ve ark.
2019) ve LC3 aktivitesi ile cleaved caspase-3 aktivitesinin paralel olmasi atresinin
bir belirtisi olarak degerlendirilmektedir. Primordial, primer ve preantral folikiillerde
cleaved caspase-3 artisinin olmadigi durumlarda otofajinin ortaya ¢ikmadigi
bildirilmistir ( Choi ve ark. 2011).

FSH verilen gruplarda ise LC3B immnoreaktivitesinin doz ile birlikte azaldig:
tespit edildi. LC3B, mRNA ol¢iimleride FSH verilen gruplarda diisiik seviyede
oldugu tespit edildi. Choi ve arkadaslar1 (2010), ratlarda yaptiklar: ¢calismada LC3I1I
ekspresyonunu deneyin baslangig asamasinda (0. giin) yiiksek oldugunu, 15 IU
PMSG verilmesinden sonra ilk 2 giin ekspresyonun anlamli derecede diistiiglinii ve
3. giinden itibaren artig gosterdigini tespit etmislerdir(Choi ve ark. 2010). Ayni
calismada 15 IU PMSG sonras1 graniiloza hiicreleri toplanmis ve 2 giin 100 ng/mL
FSH ile muamele etmisler ve 2. giinde LC3-11 ekspresyonunun FSH ilave edilmeyen
gruba gore artmis oldugunu tespit etmislerdir. Graniiloza hiicrelerindeki otofajiyi
apoptoz ile birlikte oldugunu gonadotropin uygulamasindan sonra LC3II ve caspas-3
ekspresyonun azaldigini, gonadotropinin metabolik olarak temizlenmesi sirasinda
apoptozun arttigini rapor etmislerdir (Choi ve ark. 2010). Bizim c¢aligmamizda da
diisiik ve yiiksek FSH uygulamasindan sonra 2. giin hayvanlar sakrifiye edildigi i¢in
sonuglarimiz bu ¢alisma ile uyumluluk gostermektedir. Buna karsilik, Zhou 2017
yilinda yaptig1 ¢alismada mouse graniiloza hiicrelerinde FSH uygulamasi sonucunda
endojendz LC3 seviyesinin arttigini géstermistir. Bu ¢alismada FSH uygulamasinin
1,5 saat iginde mTOR ekspresyonu arttirdigini, LC3-I’in hiicre igindeki
akiimiilasyonunu arttirdigi, 3 saat sonra mTOR ekspresyonun azaldigi, otofaji
sinyallerinin arttigi ve FSH’in mTOR inaktivasyonu yolu ile otofajiyi regiile ettigi

ileri stirtilmektedir. Yiiksek doz FSH uygulamasinin LC3 immunorektivitesini
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artirdigi, ayn1 zamanda ATG3, ATG7, BECN-1, BNIP-3 mRNA diizeylerinin artmis
oldugu bildirilmistir. ATG3’iin, otofagozomlar lizerinde ATG7’ye baglanan LC3’iin
formasyonunu saglamaktadir (Zhou ve ark. 2019).

FSH’in otofaji iizerine olan etkilerinde farkli mekanizmalar gorev aldigi ileri
stirilmekteedir. FSH’1n otofaji {izerine etkilerinde GC’lerinin PI3K/AKT yolunun
aktive oldugu bildirilmistir (Qiang Liu ve ark. 2021). Class | PI3K in heterodimerik
bir molekiil oldugu, p110 katalitik subunit (a, B, y, or ) AKT-mTOR yolu aracilig1
ile otofajiyi inhibe ederken,bir regiilatér subunit (p55, p85, veya pl0l1), Vps34-
Vps15-beclinl-Atgl4L aracilig ile otofajiyi uyarmaktadir (Dou et al., 2011). Qiang
Liu ve arkadaslarmin yaptiklart ¢alismada LY2940002 kullanarak PI3K yolagim
inhibe ettiginde FSH’in GC’lerdeki otofaji etkisi ortadan kalmis ve FSH’in otofaji
tizerine etkisinin PI3K/AKT yolu iizerinden oldugunu bildirmistir. Ayrica FSH’1n
asir1 proliferasyonuna bagli olarak hipoksiye neden oldugu HIF-1a birikiminin arttigi
da ileri sitirtilmektedir. FSH uygulamasi sonras1t HIF-1a ekspresyonunda artig, hem in
vivo hem in vitro olarak gosterilmistir (Zhou 2017).

Bu calismada FSH uygulamasi ile LC3B seviyesinin kontrol grubuna gore
azalmis olmasi, FSH’1n otofajiden koruyucu etkisine veya uygulama siiresinin kisa
olmasina bagl olabilecegi sonucuna varildi.

VDAC (voltaja bagli anyon kanal1) ailesi 3 liyeden olusur: VDAC1, VDAC2 ve
VDAC3. VDAC2, BCL2L1 ve BAKI1 gibi BCL2 ailesinin birkag iiyesiyle birlikte
apoptozda c¢ok Onemli roller oynayan mitokondriyal bir dig zar kanal
proteinidir.(Cheng ve ark. 2003 ; Sarioglu ve ark. 2008). VDAC2, folikiiler
gelisimin diizenlenmesinde rol oynayan otofaji ve apoptozun diizenlenmesinde ¢ift
fonksiyonlu bir faktor oldugu ileri siiriilmektedir (Jia Yuan ve ark 2015). VDAC2,
oligomerizasyonunu inhibe etmek i¢in BAK1 ile dogrudan etkilesime girerek hiicre
apoptozunu baskilar (Cheng ve ark. 2003). Ek olarak, baska bir BCL2 aile iiyesi,
kesilmis BID/tBID (kesilmis BH3 etkilesimli etki alani1 6liim agonisti), VDAC2
yoluyla apoptozu diizenleyebilir (Roy ve ark. 2009). Yaptigimiz PCR ¢alismasinda
da kontrol ve sham gruplarinda VDAC2 mRNA seviyesinin yiiksek oldugu tespit
edildi. Immunohistokimyasal bulgularimizda benzer bicimde, kontrol ve sham
gruplarmin sekonder ve tersiyer folikiillerinde ekspresyonun fazla oldugu gozlendi
ve VDAC2’nin folikiil gelisiminde onemli rol oynadigi disiiniildi. VDAC2
ekspresyonu dominant follikiillerde ¢ok miktarda eksprese edildigi gosterilmistir.
(Zielak ve ark. 2009). Sigir overlerinde yapilan ¢alismada dominat folikillerden
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VDAC2 ekspresyonun artmis oldugu gosterilmistir (Zielak ve ark.  2007).
VDAC2’nin mitokondrial porin proteini oldugu mitokondrial kii¢iik proteinlerin
mitokondrial dis membrandan gegisini saglamaktadir. VDAC2’nin fazla oldugu
hiicrelerde BAK aktivasyonun engellendigi ve apotozun inhibe edildigi
bilinmektedir. VDAC2’nin  graniiloza hiicrelerinde bulundugu, graniiloza
hiicrelerinde bulunan BCL2L1 ve BECNI baglanmasini saglayarak, overlerde
otofajiyi inhibe etmektedir. Ziclak AF ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada VDAC2
ekspresyonunun dominant folikiilerde artmis oldugunu, VDAC2’nin pro-apototik
olan mitokondrial ribozamal protein L41 (MRPL41)’in anti-apoptotik faktor Bcl-
2’ye baglanarak, p53’in pro-apoptotik etkisini arttirdigini  dominant folikiil
se¢iminde rol oynadigini rapor etmislerdir. VDAC2’nin over anti-apototik etkisi in
Vitro mouse embriyonik fibroblastlarinda yapilan ¢alismada da gosterilmistir. Bu
calismada VDAC? ile pro-apototik BCL2L1 ile dogrudan bir etkilesime girdigi ve
VDAC?2 asir1 ekspresyonu BCL2L1 ile indiiklenen apoptozu etkili bir sekilde inhibe
ettigi gosterilmistir. (Plotz ve ark. 2012). Benzer olayin folikiiler gelisim iginde rol
oynayabilecegini ileri siiriilebilir. Normal gelisim sirasinda sekonder ve Graaf
folikiillerde eksprese edilen VDAC2 ekspresyonununun otofajiyi inhibe ederek ve
apoptotik 6liimden korudugu diisiiniildi.

VDAC2 nin embriyonik over gelisiminde de rolii bulunmaktadir. VDAC2
ekspresyonunun over gelisiminde de rol oynadigt GATAl1 ve MYBL2’nin,
VDAC2’ye baglanarak aktive ettigi gosterilmistir (Jia Yuan 2015). Gelisen overde,
primer follikiilden sekonder follikiile gecisin en 6nemli asmasinda (14dpp) VDAC2
ekspresyonu pik yapmaktadir (Jia Yuan 2015). Zielak ve ark., yaptiklar1 ¢alismada
VDAC2 mRNA seviyesini dominat folikiillerde diger follikiillere gore artmig bulmus
ve Bak aktivasyasyonundan ve mitokondrial apoptotik yoldan korudugunu, gelisen
folikiillerde diisiik diizeydeki ekspresyonunu ise BAK aktivasyonu ile apotoza neden
oldugunu ileri siirmiistiir (Zielak ve ark. 2007).

Diisiik doz ve yiiksek doz FSH uygulanan gruplarda, kontrol ve sham gruplarina
gore VDAC2 mRNA seviyesinde ve immniinohistokimyasal ekspresyonunda diisiis
dikkat ¢ekici bulundu. Yiiksek doz FSH uygulamasinin folikiil gelisiminde olumsuz
etkisinin VDAC?2 tizerinden yapabilecegi diistiniildii. VDAC?2’nin folikiil gelisimi ile
ilgili az sayida makale olmasina ragmen, FSH ile iligkisini inceleyen bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Transjenik fare overlerinde VDAC2’nin LC3+ otofagozom

olusumunu engelleyerek otofajiyi inhibe ederken, VDAC2 knockout yapilan
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farelerde otofajiyi arttirdigr gosterilmistir (Yuan 2015). VDAC2'nin folikiil
gelisiminde BECN1 ve BCL2L1 ile iliskisini arttirarak otofajiyi inhibe etmektedir.
BECN1 (+/-) farelerin overlerinde, germ hiicrelerinde 6nemli bir azalma oldugu
gosterilmistir  (Gawriluk 2011). Yiksek doz FSH wuygulmas: ise VDAC2
ekspresyonun azalmasiin, hiicrelerin apoptozdan koruyucu etkisinin ortadan
kalmasma baglh atreziye dogru gidisin nedeni olabilir. VDAC2’nin apotozu
attirmasinin yani sira, sterojenik hormonlar tizerine etkisi atrezide rol oynabilecegini
diistindiirdii. VDAC2’nin mitokondri ile baglantisi endoplazmik membran {izerinde
steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) ile iliskili oldugu bilinmektedir (Prasad
ve ark. 2014). Star, steriojenezin basladigi mitokondrionlarda dis membrandan i¢
membrana kolesterol tasinmasini saglayarak steroid sentezini diizenlemektedir.
Mitokondri iginde kolesterol (CYP11A) enzimi araciligi ile pregnenolona
doniismektedir. Pregnenolon ise androjen, progesteron Ve Ostrojen hormonlarinin
prekiirsoridiir (Ostini ve ark. 2018). StAR ekspresyonu non atrezik follikiillerde
azalmakta ve artmasi durumunda atrezi goriilmektedir (Sahmi ve ark. 2004). FSH
uygulamasinin StAR mRNA ekspresyonunu azalttigi bilinmektedir (Stapp ve ark.
2014). Bu bilgiler 1s181inda, yiiksek doz FSH uygulamasinin follikiiler atrezi tizerine
etkisinin VDAC2 iizerinden Star ekspresyonu azaltarak da etki gosterdigi ileri
stiriilebilir.

SIRT'ler hiicresel metabolizmay1, redoks durumunu, stres sinyalini, hiicre
dongiisiinii, hiicrenin hayatta kalmasini ve genom stabilitesini diizenlemektedir (
Satoh ve ark. 2014; Mostoslavsk ve ark. 2006; Sebastian ve ark. 2012; Onn ve ark.
2020). SIRT'erin disi tireme fonksiyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi
bilinmektedir (Tatone ve ark. 2015). Disi iiremesinin islevi ile ilgili niikleer olarak
SIRT1 ve SIRT6, mitokondriyal olarak SIRT3 en kapsamli incelenen SIRT'lerdir.
SIRT6 bir sirtuin ailesi iiyesi ve hiicresel fizyoloji ve tiimorogenez diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir (Sebastian ve ark.2012). SIRT6 en c¢ok hiicresel
proliferasyon, enerji metabolizmasi, yaslanma ve DNA hasar onariminin
diizenlenmesindeki rolleriyle bilinmektedir Kadin yas1 ilerledik¢e ovaryum folikiil
havuzunun boyutunda, oosit veriminde ve oosit Kkalitesinde kademeli bir azalma
olmaktadir. Bu siirece ovaryum yaslanmasi denilmektedir. Ovaryum yaslanmasinin
fare modellerini uygulayan arastirmalar SIRT1, SIRT3 ve SIRT6'nin ovaryum
rezerviyle yakindan iligkili oldugunu ve ovaryum yaslanmasinin belirtegleri olarak

kabul edilebilecegi gosterilmistir (Zhang ve ark. 2013). Fare oositlerinde, SIRT6
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tilkenmesi, yetersiz histon deasetilasyonu, kromozomlarin yanlis gruplagsmasi ve
embriyonik gelisimdeki kusurlarla birlikte andploidi ile sonuglanmaktadir. (Akiyama
ve ark. 2015).

SIRT6’1in  koruyucu fonksiyon gosterdigi bilinmektedir, antienflamatuvar,
antioksidan ve antiapototik etkileri bildirilmigtir. Bununla beraber, SIRT6’1n
uyarilmasi ile otofajinin uyarildigi ve otofaji ile iligkili 6liimlerin gerceklestigi de
rapor edilmistir (Lachettini ve ark. 2018). Insanlarda, SIRT6'nin germinal vezikiil
asamasindaki oositlerde eksprese edildigi ve in vivo oositlerde oldukca yiiksek
olmasina ragmen in vitro mature edilen oositlerde SIRT6'nin daha diisiik diizeyde
eksprese edildigi bildirilmistir (Zhao ve ark. 2016). Bizde bu ¢alismada kontrol ve
sham grubunda sekonder ve graaf folikiillerinde SIRT6 immiinorektivitesinin
graniiloza hiicrelerinde orta derecede oldugunu tespit ettik. SIRT6 folikiiler gelisim
asamasinda 6nemli rol oynadiginin bir gostergesi olarak degerlendirildi. SIRT6’nin
folikiiler gelisimi ile birbirine zit goriiste iki ¢alisgma 2019 yilinda yayinlanmustir.
Cao z. Ve ark., SIRT6’nin over folikiil iizerine pozitif etkilerinin oldugunu, folikiil
genislemesi ve oosit maturasyonunu diizenledigini ileri siirerek, kiimiiliis genislemesi
ve 00sit maturasyonunu saglayan oositler ile kiimiiliis hiicreleri arasinda gap junction
iletimini diizenlemede énemli rol oynadigi, SIRT6 inhibisyonunda bu fonksiyonlarin
bozuldugunu gdstermiglerdir. SIRT6 inhibisyonunun kiimiiliis gelislemesini saglayan
MAPK1/3 ve CDKI seviyesini azaltarak etki olusturdugu bildirmislerdir (Cao ve
ark. 2019). Gorczyca 2019 ise SIRT6 nin graniilosa hiicrelerinde apotosisi arttirdigi
yoniindedir. Bir antifungisit olan vinclozolinin domuzlar iizerinde yaptig1 ¢alismada,
overlerden toplanan graniiloza hiicrelerinde SIRT6, mRNA ve protein ekspresyonunu
arttigin1 tespit etmis ve graniiloza hiicrelerinde apotoza neden olabilecegini ileri
stirimiistiir (Gorczyca ve ark. 2019). Bu c¢alismada saglikli folikiillerde SIRT6
ekspresyonun fazla olmasi, SIRT6’nin genomik stabiliteyi sagladigi goz Oniine
aldiginda folikiiler gelisim asamalarinda graniiloza hiicrelerinin stabilitesini
saglamada gorev alabilecegini de ileri siirmiistir. Bu ¢alismada SIRT6
ekspresyonunun saglikli folikiillerde diisiik seviyede oldugu, atrezik folikiillerde ise
ekspresyonun fazla oldugu mRNA seviyesininde atrezik folikiillerde arttig
gosterilmistir. Ayrica resveratrol vererek SIRT6 aktivasyonunu artirmislar ve doz
artig1 ile birlikte apoptozun arttigini gostermislerdir (Zhao ve ark. 2014). Bununla
beraber, SIRT6 ekspresyonunun primordiyal ve primer folikiillerin oositlerinde,

niikleuslarinda ve sitoplazmasinda bulundugunu, luteal hiicrelerde belirgin oldugunu,
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kalori kisitlamas1 sonras1 SIRT6 ekspresyonunun arttigini corpora luteal korunmasini
sagladigin1 ve boylece lireme ¢aginda faydali etki yaptigr bildirilmistir (Luo. Ve ark.
2017).

FSH verilen grupta SIRT6 mRNA seviyelerinin disiik oldugu tespit edildi.
SIRT6 mRNA ekspresyonun azalmasi, FSH’in zararli etkisine bagli olabilecegi
distiniildi.  SIRT6 ilgili kanserlerler iizerine yapilan ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Ancak kanser iizerine etkileri tartismalidir. Bazi timorlerde
(kolorektal, meme, yumurtalik, karaciger, akciger ve pankreas tiimorleri) SIRT6
ekspresyonun azalmasi kotii prognoz belirtisi olarak degerlendirilirken; diger bazi
kanserlerde (deri kanseri, hepatokarsinoma, multipl miyelom, ve akut miyeloid
16semi) SIRT6 asir1 ekspresyonu kotii sonuglar ile iliskilendirilmektedir (Lachettini
ve ark. 2018). Bununla beraber, SIRT6’nin kanser hiicrelerini apoptoz ile ortadan
kaldirdigi buna karsilik normal hiicrelere etkisinin olmadigi ileri siiriilmektedir.
Kanser hiicrelerinde SIRT6’nin asir1 artistnin - mono-ADP  ribosiltransferaz
aktivitesine neden oldugu, daha sonra p53 ve p73 apoptotik yolaklarinin etkisi ile
apotoza neden oldugu ileri siiriilmektedir. Kanser hiicresinde hizli proliferasyonun
biiyiilk miktarlarda DNA hasarina neden olmasi SIRT6'nin asir1 ekspresyonunun
kanser hiicrelerini DNA hasarina duyarli hale getirmesine neden olabilecegi ileri
stiriilmektedir (Van M. ve ark. 2011).

Bu c¢alismada FSH verilen gruplarda SIRT6 immunoreaktivitesinin oldukca
diisiik oldugu bu gruplarda SIRT6 mRNA seviyesininde diisiik oldugu tespit edildi.
SIRT6’min follikiil gelisimi ile ilgili literatiirde bilgi bulunmamaktadir. Infertil
kadinlarin graniiloza / lutein hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismada, endometriozis
vakalarinda FSH dozu ile SIRT6 ekspresyonunun arttigi bunun disinda kontrol grubu
olarak kullanilan oosit donér kadinlarda diisiikk oldugunu ve SIRT6 ekspresyonun en
fazla “zayif yanit veren” grup olarak tespit etmisler, bu hastalarda birikmis olan
DNA hasarinin  tamirini  saglamaya calisildigimin  bir  belirtisi  olarak
degerlendirmislerdir (Gonzalez-Fernandez ve ark. 2019).

Bu caligmada oosit donér grubuna ovarian indiiksiyon tedavisi uygulanmis ve
SIRT6 ekspresyonu diger hasta grubuna gore diisiik bulunmustur. Bizim
calismamizda da FSH verilen grupta SIRT6 ekspresonunun FSH dozu ile azalmis
oldugu tespit edildi ve otofaji ile folikiiler atresi {izerinde etkisinin olmadigi

diistinildii.
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Diisiik doz FSH verilen grupta Graaf folikiillerinde SIRT6 ekspresyonu oldukca
giiclii oldugunu tespit ettik.
Yiiksek doz FSH verilen grupta graft follikiillerinde SIRT6 ekspresyonu oldukca

orta derecede oldugunu tespit ettik.
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6. SONUC VE ONERILER

Ovaryum graniiloza hiicrelerinde goriilen folikiiler atrezide, bir¢ok hiicre 6liim
siirecinin rol oynadig1 bilinmektedir. Hiicrelerin 6liimii, genetik olarak belirlenmistir.
Folikiiller atrezi, disi memeli {ireme sisteminde onemli fizyolojik bir¢ok fonksiyona
sahiptir. Ovaryumdaki bircok faktérden etkilenir ve hiicre apoptozuna
dayanmaktadir. Bununla birlikte FSH, folikiiller i¢in en kritik hayatta kalma faktori
olabilir.

Calismamizda IVF tedavilerinde yaygin olarak yiiksek dozda kullanilan
gonadotropinlerin over atreziye neden olup olmadig: arastirildi ve otofajik markerlar
olan LC3B ve SIRT6 ile mitokondrial iliskisi marker olarakta VDAC2 ile hem
immunohistokimyasal hem de molekiiler olarak incelendi.

Calismamizda hematoksilen eozin boyamasi sonucu olarak;

e gruplarda genel olarak biitiin folikiillerin varlig1 gézlendigi,

o folikiiler gelisim esnasinda bazi folikiillerin dejenerasyona ugradig,

o Ozellikle diisik doz ve yliksek doz FSH gruplarinda Graaf folikiillerin

gelistigi,

e FSH’in bu gelisen folikiil sayisinda artisa sebep oldugu,

e yiiksek doz FSH 1n oosit kalitesini bozdugu, folikiiler atreziye neden oldugu

e sonucuna varildi.

LC3B immunoreaktivitesi ile;

e FSH uygulamasi ile LC3B seviyesinin kontrol grubuna gore azalmasi FSH’1n

otofajiden koruyucu etkisinin oldugu,

e LC3B mRNA diizeylerinin kontrol grubunda ve sham grubunda yiiksek

oldugu,

e ekspresyonunun primordial folikiil hiicrelerinde ¢ok zayif bulundugu,

e primer ve preantral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde LC3B aktivitesinin

yogun oldugu,

e antral folikiil asamasinda da LC3 aktivitesinin devam ettigi,

e oositlerde ise LC3 ekspresyonunun goézlenmedigi sonucuna varildi.
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VDAC2 immunoreaktivitesi ile;

VDAC2’nin FSH ile olan iligkisi hakkinda net bir ¢alisma olmadigi,

Diisiik doz ve yiiksek doz FSH uygulanan gruplarda, kontrol ve sham
gruplarina gore immunohistokimyasal ekspresyonda azalma oldugu,
immunohistokimyasal sonuca benzer sekilde diisiik doz ve yiiksek doz FSH
uygulanan gruplarda VDAC2 mRNA seviyesinde azalma oldugu,

VDAC2’nin folikiil gelisiminde énemli rol oynayabilecegi sonucuna varildi.

SIRT6 immunoreaktivitesi ile;

ekspresyonunun saglikli folikiillerde diistik seviyede oldugu,

atrezik folikiillerde ise ekspresyonun fazla oldugu mRNA seviyesininde
atrezik folikiillerde arttig1,

doz artis1 ile birlikte apoptozun arttigi,

ayn1 sekilde FSH verilen grupta mRNA seviyelerinin diisiik oldugu,

FSH verilen grupta ekspresonunun FSH dozu ile azalmis oldugu ve otofaji ile

folikdiler atresi tizerinde etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.

Calismamizda yapilan hematoksilen-eozin boyamasi, LC3B immunoreaktivitesi,

VDAC2 immunoreaktivitesi ve SIRT6 immunoreaktivitesi, RT-PCR sonuglari

bilimsel ¢alismalar ve istatistiksel veri analiziyle desteklenmistir.

Bu ¢aligma ile folikiiler atrezide rol oynayan ana hiicre 6liim mekanizmalari olan

apoptoz ve otofajnin folikiiler atreziye sebep oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte

IVF tedavilerinde kullanilan yiiksek doz gonadotropinlerin over folikiiler atreziye

neden olabilecegi sonucu da yeni tedavi protokollerinin gelistirilmesine yardimci

olacaktir.
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