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OZET

Calisgmanin amaci, fetal hipotalamusun gelisim siirecinde annenin gegirecegi
viral bir enfeksiyonun, bu annelerden dogan disi yavrularda pubertal gelisim, 6strus
sikluslar1, Ureme hormonlar1 ve folikilogenez gibi Ureme parametrelerine etkilerini
arastirmakti. Bu amacla, sicanlarda fetal hipotalamik cekirdeklerin gelistigi donemin
basinda (gebeligin 12-13. gunleri) ve sonunda (gebeligin 14-15. gunleri) gebe sicanlara
viral mimetik olarak 10 mg/kg dozunda sentetik cift zinciri RNA (ya da
poliinosinik:polisitidilik asit, yani poli i:c) enjekte edildi ve bu annelerden dogan 10’ ar
tane disi sican calismaya alindi. Kontrol grubu olarak, her iki donemde poli i:c yerine
serum fizyolojik enjekte edilmis annelerden dogan disi yavrular (sirasiyla n=10 ve n=9)
calismaya alindi.

Y avrular sttten kesildikten sonra, vajinal agilma ve vajinal simir ginltk olarak
iki ardigik Ostrus siklusu gosterene kadar takip edildi. Alinan kan Orneklerinde
progesteron, folikdl stimile edici hormon (FSH), luteinizan hormon (LH) dizeyleri
Ol¢uldu. Ovaryum dokusu da histolojik analizler igin kullanildi.

Maternal 12-13. gunlerde poli i:c uygulamasi; postnatal donemde yavrularin
agirliklarint artirmig, pubertaya daha kisa siirede ulasmaya neden olmus ve yavrulardaki
atretik folikdl sayisim artirmistir. Fakat 14-15. gunlerde yapilan enjeksiyon ayni etkiyi
gostermemistir. Poli i:c uygulamas: veya zamanlamasi; c¢alisilan diger parametreleri
etkilememistir (P>0.05).

Sonug olarak, fetal hipotalamik c¢ekirdeklerin gelisim doéneminin baslangig
asamalarinda annenin gegirdigi viral bir enfeksiyonun, yavrularda vicut gelisimini
hizlandirarak pubertaya kisa stirede ulasmay1 sagladig ilk defa olarak belirlenmistir.

Anahtar Keliméler: Poli i:c, gebelik, yavru, puberta, 6strus siklusu, hormon.
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ABSTRACT

EFFECTS OF MATERNAL SYNTHETIC DOUBLE-STRANDED RNA
ADMINISTRATION ON REPRODUCTIVE SYSTEM OF FEMALE RAT
OFFSPRINGS

The aim of the study was to investigate the effects of maternal viral infection
during a critical time window of fetal hypothalamic development on reproductive
parameters such as pubertal development, estrous cycles, reproductive hormones and
folliculogenesis in the female offspring. For that purpose, a viral mimetic (i.e.
synthetic double strand RNA, namely polyinosinic:polycytidilic acid or poly i:c) was
injected to the pregnant rats during the beginning (days 12-13 of pregnancy) or at the
end of this time window (days 14-15 of pregnancy) and female pups born to these
mothers were taken into the study (n=10 for each group). Simultenously, for control
groups, other pregnant rats were injected with sterile saline solutions on days 12-13
or 14-15 and female pups born to these mothers were taken into study (n=10 and n=9
respectively for each group).

Following weaning of pups, vaginal opening and vaginal smearing was
studied daily until when rats showed two sequential estrous cycles. Blood samples
cellected was used for progesteron, follicle stimulating hormone (FSH) and
luteinizing hormone (LH) analyses. Ovarian tissue was used for histologycal
analyses.

Maternal poly i:c injection on day 12-13 of pregnancy increased body weight,
reduced the time to puberty and increased the number of atretic follicles in the ovary
when compared to its own control and to poly i:c injection on day 14-15. Neither
poly i:c nor timing of injection did not affect other parameters studied (p>0.05).

In conclusion, it has been shown for the first time that maternal viral
enfection during the beginning of fetal hypthalamic development might increase
body weight and might hasten puberty in rats.

Key words: Poly i:c, pregnancy, offspring, puberty, estruos cycle, hormone.
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1.GIRIS

Mikroorganizmalar, yeryuziinde hemen her yerde bulunmaktadir (1). Insan
vicudunda da mikroorganizmalar yiksek dizeyde ve cesitlilikte bulunmaktadirlar.
Ornegin insanlarda, mukozal alanlarda (6zellikle sindirim sistemi) birbirinden farkl:
ve ¢ok sayida bakteri tird mevcuttur (2) Mikroorganizmalar insanlar tzerinde ¢cok
sayida ve cesitli enfeksiyon hastaliklarina neden olmaktadirlar (3).

Enfeksiyon hastaliklari, insanlik tarihi boyunca yasami tehdit eden dnemli
saglik problemlerinden biri  olmustur. Dinyada yasanan oOlimlerin en sk
nedenlerinden biri olmasimin yam sira aynt zamanda saglik giderlerini de 6nemli
Olcide artirmaktadirlar. Bu hastaliklara kars1 her ne kadar micadele edilse de
maternal morbidite ve mortalite disik ve orta gelirli Glkelerde son derece yiksek
kalmistir (3). Gebelik sirasinda yasanan enfeksiyonlar fetliste spontan dustk, 610
dogum, prematire ve dusik dogum agirligi gibi olumsuz sonuglara neden
olabilmektedir (3).

Annenin bagisiklik sistemi gebelik boyunca optimum olarak diizenlenir. Bu
guclt immin yanittan dolay: anne ve fetiis; patojen ve diger cevresel uyaranlardan
yeterince korunur (4). Enfeksiyon ya da herhangi bir enflamatuar uyarici varliginda
annenin periferik immon sitemi tarafindan olusturulan sitokinler, plasental olarak
yavruya gecer veya sitokinler fetal olarak Uretilebilir (5, 6). Inflamatuar protein
dengesinde olusan degisiklikler ya da bozulmalar, gelismekte olan beyni
hasarlanmaya kars1 duyarl bir hale getirmektedir (4).

Fetis ve bebekler viral enfeksiyonlara kars1 yuksek bir duyarliliga sahiptirler.
Yasamin erken donemlerinde gegirilen sitomegaloviris, herpes simpleks tip 2,
solunum simpleks sinsityal virisii ve insan immun yetmezlik virts (HIV) G gibi gok
sayida viral hastalik; yasamin ileriki evrelerinde gecirilen enfeksiyonlara gore daha
siddetli ve hizli ilerleyen hastalik tablolarina neden olmaktadir (7). Viral
enfeksiyonlara kars1 artrmis olan bu duyarliligin sebebi olarak kabul edilen genel
yargi ise immin sistemin olgunlasmamus olmasidir. Fakat ilgili mekanizmalar tam

olarak anlagilamamistir (7).



Epidemiyolojik calismalar maternal enfeksiyonlarin, sizofreni ve otizm gibi
hastaliklarin gordlme sikliginda artisa neden oldugunu gostermektedir (4). Maternal
enflamasyonu miteakip, fetal dolasimda proinflamatuar sitokin dizeyinin artisiyla
karakterize olan sistemik bir fetal inflamatuvar yamt meydana gelir (4).
Enflammasyon sinyali muhtemelen kan-beyin bariyerini geger ve néroinflamatuar
yanit1 olusturur. Mikrogliyal aktivasyon bu slregte merkezi bir role sahiptir ve
gelismekte olan beyinde eksitotoksik, enflamatuar ve oksitatif hasari tetikler.
Noroinflamatuar hasar yalnizca beyni tahrip etmez ayni zamanda onun gelisimini de

degistirir (8).

Maternal dénemde annenin gegirmis oldugu enfeksiyona bagli olarak gortlen
maternal immin aktivasyon (MIA) genel olarak gelismekte olan fetal beyin icin
zararhdir. Bu veriler, daha onceki raporlarca da dogrulanmaktadir (9). Clnki bu
raporlarda, MIA'nin gebe farelerin yavrularinda davrams ve gen-ekspresyon
degisikliklerine sebep oldugu ifade edilmistir. Yapilan bazi calismalara gore de;
dogrudan fetiis infeksiyonundan ziyade MIA’nin, postnatal donemde yavrularda

sizofreni ve otizmi riskini artirchg: géralmustar (5).

Viralh mimetikler (6rnegin  sentetik ¢ift zincirli  RNA olan Poli
inosinik:polisitidilik asit-poli i:c) immun sistemi gugli bir sekilde uyarir ve
enfeksiyon belirtileri olusturur. Fareler ve siganlar tizerinde yapilan birgok ¢alismada
prenatal donemde poli i:c'ye maruziyetin yetiskin yavru Uzerinde ndroanatomik
anormalliklere ve davramssal sorunlara neden oldugu belirlenmistir (10, 11, 12, 9, 5,
13, 14). Bu calismalarin timinde gebelikte gecirilen enfeksiyonun fetal beyni
olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir.

Ureme sistemini diizenleyen ve denetleyen sistem hipotalamik cekirdeklerde
yer almaktadir. Bu c¢ekirdekler beynin diger kistmlarindan ve vicudun timinden
bilgiler alarak bu fonksiyonlarim yuratirler. Dolayisiyla, poli i:c gibi ganlarin
beyinde hasara veya sorunlara yol agcmasi durumunda, hipotalamus tarafindan
yonetilen ve strese duyarli olan Ureme sisteminin etkilenmesi de oldukca olasi
gbzikmektedir. Bu hipotez ile ilgili olarak literatirde herhangi bir calismaya
rastlamlmamstir.



Tez calismasinda, gebelik doneminde viral mimetik kullanarak viral
enfeksiyon modellemesi yapilan sicanlarda, néroendokrin sistem tarafindan kontrol
edilen Ureme sisteminin etkilenme dizeyi disi yavrularda arastirildi. Bu amagla,
pubertaya erisme siiresi ve agirligi, dstrus sikluslarinin diizeni ve ovaryum histolojisi
bakildi. Ayrica pubertaya erisen yavrularda FSH, LH ve progesteron hormon
duizeyleri olguldu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikroorganizmalar ve organizma

Mikroorganizmalar gogunlukla biyotik ve abiyotik alanlara baglanmis
karmasik polimikrobiyal topluluklar olarak bulunmaktadirlar. Polimikrobiyal
topluluklart mantar, bakteri ve virtsler olusturur (2).

Mikrorganizmalar binlerce yil boyunca hayatta kalarak ve geliserek
yasamlarint strdirmisglerdir (1). Mikroorganizmalarin insan vicudu Uzerinde ve
icinde de yasamaktadhrlar. Insan mukozal alanlarinda tahminen 600 ile 1000 arasinda
bakteriyel tir yasamaktadir (2). Insan viicudu mikroplarla miicadele eden ya da
ishirligi yapan karmasik bir ekosistemdir. Bu etkilesimler gastrointestinal sistemdeki
bazi mikroplarin yaptig:1 gibi sagligi destekleyebilmekle beraber hastaligi da tesvik
edebilirler (15). Gadrointestinal sistemde yasayan degisik tirdeki ve cok sayidaki
mikroorganizma, organizmayla ortak bir yasam kurarak sagligin korunmasinda
onemli rol oynarlar (2,16). Ote yandan potansiyel olarak zararli olan birkag
organizmada baskin gelerek hastaliga egilimli bir durum olusturabilirler (16).

2.1.1. Viruder ve organizma

Virtgler, tim dinyada merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonlarinin 6nemli
bir nedenini olustururlar (17). Viral MSS enfeksiyonlar1 hastalik belirtilerinin gok
hizli gelismesi nedeniyle tedavisi zor olan hastaiklar1 olusturmaktadirlar (17).
Yasamin erken donemlerinde de viral en feksiyonlara Onemli bir duyarlilik
sozkonusudur. Ornegin fetal beyin, enfeksiyon ajanlara kars: oldukca savunmasizahr.
Bu nedenle prenatal enfeksiyonlar cocuklarda siddetli beyin hasari  ve
disfonksiyonuna neden olmaktadir (18).

Gebelik doneminde enfeksiyona erken maruziyetin geg maruziyete oranla
davrangsal ve noroanatomik bozukluklar tetikledigi gorulmustir (19). Ornegin,
insanlarda gebeligin ilk 11 haftasinda gegirilen kizamikgik viriisii yaygin olarak kalp,
gbz ve MSS anormaliklerine neden olmaktayken, gebeligin daha sonraki

donemlerinde (11-16. haftalar) yasanan enfeksiyonlarin konjenital anomaliler ile



sonuglanmast daha az olasidir. Bu doénemde gegirilen enfeksiyonlarin isitme kaybi,

mental retardasyon ve biylme yetersizligine neden olabilecegi bildirilmistir (18).

Silverman (2005) viral enfeksiyon siirecinde gergeklesen olaylar1 asagidaki

sekilde siralamustir:

1

Virtsle enfekte olmus hiicrelerde, viral replikasyon sirasinda gift zincirli
bir RNA (dsRNA) uretimi meydana gelir.

Bu sinyal transkripsiyona ve tip 1 interferonlarin (IFN: IFN-o-IFN-f)
serbestlenmesine neden olur.

Komsu hicreler viral replikasyona karsi direng olusturduklar: icin henliz
enfekte olmamiglardir. Bu ylzden anti-viral yant baglar. Viral
replikasyonun inhibisyonuna ek olarak tip 1 IFN’lar sitotoksik dogal
oldurtcuyd (NK) aktifler ve MHC sinif 1 ekspresyonu artar.

Daha etkili antijen icin CD8" sitolitik T hiicreler (CTL) sunulur. NK
hiicreler, enfeksiyon siirecinde virlslere kars1 erken dogal bagisikligin
temel 6gelerinden birini olusturur ve spesifik immtin yanitlar gelistirilir.
Litik fonksiyonlar, NK hicreler, IFN-gama (tip 2 interferon) nin
serbestlenmesi igin interlokin 12 (1L-12) (makrofajlar tarafindan salinir ve
dendritik hicreler timor nekrozis faktor alfa ile sinerjik etki yapar)
tarafindan uyarilirlar. Bu durum; T hicreler, daha fazla IFN-gama
uretimi igin aktive edilmeden 6nce enfeksiyonlarin kontrol edilmesinde
cok onemlidir.

IL-12, IFN-gama ve CD4" T (IL-2 serbestlenmesi yolu ile) hiicrelerin
varliginda inflamatuar T hicrelerin gelisimi tesvik edilir. Makrofaj (IFN-
gama salinimi ile) aktivasyonu yoluyla hiicresel bagisiklik gelistirilir
(Tablo 2.1., 20).



Tablo 2.1. Viral enfeksiyonlara karsi olusan immun yanit fazlari (20).

ERKEN FAZ ERKEN FAZ GEC FAZ
Dogal Aktivasyon ve Adaptif | Dogal ve effektor Uzun sireli bagisiklik
Y anitlarin Olusumu hicre yanit gelistirilmesi
induksiyonun
inhibisyonu
Bilinen IFN-o/ velveya IL-12 iretimi | T hiicre Sitokin ekspresyonu
Hicresd ve aktivasyonu _Aktif TGE-B artiss
Sitokin NK hticre aktivasyonu Sitokin -IL-4
Yamtlar -Oldirme -IFN-v ekspresyonu -1L-10
-Beyaz pulp ve nodilllere -Aktif TGF-B
lenfositlerin gocli ¢ CTL yanitlarin ¢ozumu
-Beyaz kan hiicresi dagitiimas: | NK hlicreyamitlarin | B hticre yanitinin
-Enfekte dokularinigine hiicre | ¢6zmii aktivasyonu
gobcu -IFN-v, -Antikor Uretimi
Diger sitokin ekspresyonu -IL-2 Apoptoz ile T hticre
-IL-6  -IL1 -TNE l yamtlarinin ¢ozinUrl Ggu
'YViral dizenleme ve diger CTL aktivasyonu
sitokinlerin artmasi Vira temizleme
Diger sitokinlerin
yiukselmesi
Potansiyel Aract hiicrelerin yeniden Sitokin ve T hiicre | Sitokinlerin kontroli ile

Glukokortikoid
Etkiler

dagitim

Sitokin kaynakli hastaliklara
kars1 koruma

Kolaylasan TGF-
ekspresyonu ile orta faza

gecisin desteklenmesi

yamt diizenlemesi

- IL-2 inhibisyonu
ve IFN-gama
ekspresyonu

-IL-4 ekspresyonun

dizenlenmesi

B hicre antikor Uretimin
desteklenmesi
Apoptoz gdlisimi

*TGF: DOnUsturict biyume faktort, CTL: Sitotoksik T lenfosit.

Immiin sistem aktivasyonu sican, fare ve insanlarda yorgunluk ve fiziksel
aktivitede azalmaya neden olmaktadir. Bu nedenle viral hastalik modelleri; degismis




davranis calismalart ve hastalik durumunda gorilen davranslar: indiklemek icin
kullanilmaktadir (21). Merkezi sinir sistemindeki viral infeksiyonlart baglica;
astrogliosis ve mikrogliosisler tetiklemektedir. Bu duruma pro-inflamatuvar
sitokinler ve kemokinlerin artis1 eslik eder. Hayvan modellerinde taklitgi viral
enfeksiyonlar benzer inflamatuvar yanitlar olusturmakta ve baslica beyindeki

mikrogliyal immun yanit1 gticli bir sekilde uyarmaktadirlar (21).

2.2. Bir viral mimetik olarak cift zincirli sentetik RNA (Pali i:c)

Viral enfeksiyonlarin viicuttaki etkilerine iliskin ¢calisgmalarda canli viruslarin
kullanimu riskli oldugundan, bu tir ¢alisgmalarin tamamina yakininda viral mimetik
ad1 verilen ve viruslarin viicuttaki etkilerini taklit eden (22) ajanlar kullaniimaktadir.
Virtsler cogalma islemi sirasinda ¢ift zincirli RNA (dsRNA) dretirler (Sekil 2.1., 23,
24). Sentetik cift zincirli bir RNA’ya sahip olan (25) poliinosinik-polisitidilik asit
poli i:c bu amacgla kullanilan viral mimetik ajanlardan biridir ve poli i:c olarak
kisaltilmaktadir (26). Poli i:c eskiden beri bir interferon indikleyicisi ve timor
tedavisinde immuin yaniti uyarici etkili bir yardimc: madde olarak bilinmektedir (27).

Viral enfeksiyonlar: stimile etmek igin sodyum tozu seklinde kullanr.
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Sekil 2.1. Poli i:c’'nin kimyasal yapisi (28). Poliinosinik-polisitidilik asit.

CloH 10N4N8.O7P)X * (CgH 11N3N8.O7P)X



Viralh mimetik olarak kullamlan poli i:c'nin viral enfeksiyonlarla
karsilastirildiginda iki 6nemli avantaji vardir. Birincisi nonspesifik bir immiin yanit
olusturmasidir. Yani spesifik antikor ve viral nikleik asit Gretimi olmaksizin sitokin
salinimi olmasidhr. ikincisi ise etkisinin zamanla sinirl olmasidir (yaklasik 48 saatte
sonlanir). Boylece norogelisimin 6zel bir periyodu kesin olarak zamanlanabilir (29).
Ayrica guvenli ve tekrarlanabilir olmasi ve doz kontrolinin yapilabiliyor olmasi
sahip oldugu diger avantajlardir (30). Poli i:c eskiden beri tumir tedavisinde immin
yanti uyarict gucli bir yardimct madde ve interferon indikleyicisi olarak
kullamliyor olunmasina karsin, etki mekanizmas: toll-like reseptér (TLR)

kesfedilinceye kadar agiklanamamistir (27).

2.2.1. Poli i:c ve TLR3 Aktivasyonu

TLR’ler transmembran protein Uyeleridir. Bunlar bakteriyal ve viral kokenli
molekuler motifleri tamr ve dogal immin yanit1 baglatirlar. TLR’lerin aktivasyonu
temelde dogal immun yamti baglatir ancak kazamlmis immin yamti da
indukleyebilir (27). TLR’ler, immun hicreler Uzerinde (27), epitelyum (31) ve timér
hicrelerinde bulunmustur (27). Ancak timor hiicrelerindeki rolleri tam olarak agik
degildir (27). Ayrica beyin (zerinde yapilan calismalarda astrositler ve
mikrogliyalarda hem hiicre ylzeyinde hem de hiicre icinde TLR-3 reseptdrlerinin
bulundugu belirlenmistir (32).

Poli i:c, dendritik hiicreler, makrofajlar ve B hiicrelerin Uzerindeki toll-like
reseptor 3 (TLR 3)’'U aktive ederek dogal immiin yanit1 uyarir ve sitokin salinimini
stimile ederek akut faz viral infeksiyonu baslatir (33, 34). TLR 3 ve diger TLR'ler
dogal immun yanit1 spesifik ligandlar ile baglandiktan sonra Ui¢ ana transkripsiyon
faktorl aktive ederek baglatirlar. Bu faktorler interferon diizenleyici faktor (IFR3,
IFNS, IFN7), nuklear faktor kappa beta (NF-«<B) ve aktivator protein-1 (AP-1)'dir
(35, 36, 37). NF«B ve AP-1 hedef genlerin genis spektrumlu en oOnemli
transkripsiyon faktorlerindendir. Hedef genlerin ekspresyonunu etkileyebilirler (27).
Bu transkripsiyon faktorleri, inflamatuvar sitokinler, kemokinler ve interferonlarin

transkripsiyonunu uyarirlar (27).



Bir transmembran reseptort olarak TLR3' Un fonksiyonu, viral enfeksiyonu
tanimak ve immun hticrelerde inflamatuar sinyalleri olusturmaktir. TLR3, dsRNA’y1
tanir ve NF-«B yolunu aktive eder (26, 38) (Sekil 2.2.)

/ IRF-3 —

Tip 1 interferonlar

inflamatuar Sitokinler

Sekil 2.2. VirUslerle veya viral mimetik kullanilarak olusturulan enfeksiyon
surecinde sitokin ve interferon yanitlarinin olusturulmasi ile ilgili yolaklar (20).

Sentetik ¢ift zincirli RNA (dsRNA) veya poli i:c, transmembran protein toll-
benzeri reseptdr 3 (TLR3) tarafindan tamindiktan sonra, TRIF (toll/IL-1, IFN-B) ve
TRAF6 (TNF reseptor-iliskili faktor 6) gibi adaptor proteinler TLR3 e baglanr.
Boylece transkripsiyon faktorleri NF-kB ve IRF-3 (IFN duzenleyici faktor 3)’Un
aktivasyonuna neden olur (39). NF-xB hicreler, isgalci patojen ve tumorlere
duyarlilik agisindan 6énemli olmakla beraber dogustan gelen lenfositlerdir (40). NF-
kB yolunun aktivasyonu, IL-6, IL-12 ve TNF-a gibi ¢esitli inflamatuar sitokinlerin
induksiyonu ile sonuclanirken IRF-3'tin aktivasyonu ise tip 1 interferonlarin (IFN-
a/B) induksiyonuna neden olur (39). Boylece IFN-o ve IFN-f'mn Uretimi ile
karakterize olan dogal bir immun yant: indikler. INF-a ve B aktivitesinin, dogal ve
kazamlmis bagisiklik arasinda kopri olusturmada 6nemli bir rol oynadig:
gordlmustar (26, 38). Bu antiviral sitokinler viral replikasyonu inhibe ederler.
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Hucresel immin yaniti1 kolaylastiran bu mediatorler virlisle enfekte olmus hticrelerin
temizlenmesi icin gereklidir (38).

Sistemik olarak poli i:c uygulandiktan sonra; iki saat icinde pro-inflamatuvar
sitokinlerden interlokin (IL)-6 timor nekroz faktor (TNF)-a (41, 30) ve IL-1B"min
(41) plazma seviyeleri artar (Sekil 2.3), Uc saat icinde ates en yiksek dizeye ¢ikarak
sekiz saat sonrasinda baslangi¢ seviyesine geri doner. Ayrica sicanlarda kilo kaybi ve
|6komotor aktivitede azalma (30, 42), hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) aksini
etkileyen yanitlar olusmaktadir (43).

2.2.2. Prenatal Poli i:c Uygulamas ve Postnatal etkileri

Epidemiyolojik calismalar, annenin gebelik sirasinda gecirmis oldugu
enfeksiyonlarin yavrularda norogelisimsel bozukluklar agisindan ciddi bir risk
olusturdugunu gostermektedir (14, 44, 45). Cunki maternal immuin sistemin aracilik
ettigi  proinflamatuar  sitokin  seviyelerindeki artis fetal beyin gelisimini
bozabilmektedir (28, 29). Gebelik esnasinda annenin gecirmis oldugu enfeksiyonlar,
yavrunun ileriki yasaminda sizofreni ve otizm gibi siddetli noropsikiyatrik
hastaliklarin olusumu agisindan bir risk faktoradar (19, 25, 46, 47) Kemirgenlerde
prenatal enfeksiyonlar yavrularda prepulse inhibisyonu, lokomotor aktivite, latent
inhibisyon, anksiyete, hafiza ve sosyal etkilesimde degisim ile iliskili bir¢ok
psikiyatrik hastaliklara neden olabilmektedir (29).
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Sekil 2.3. Poli i:c enjeksiyonu sonrasi plazma (a) IL-6, (b) TNF-a ve (c) IL-1p
seviyesindeki degisiklikler (30).
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Viral analoglar kullanilarak olusturulan non-spesifik aktivasyonlu maternal
immin  yamitin, yavrularda davramssal fenotipik degisimlere neden oldugu
gordlmustdr (6). Ayrica viral analoglara erken maruziyet geg maruziyete oranla daha
genis davrams bozukluklari ve noroanatomik bozukluklar: tetiklemistir (39).
Embriyonik 9. ve 17. gunlerde poli i:c kullanmlarak yapilan ¢alismalarda akut sitokin
yanitlarina ilaveten davramis bozukluklarr ve noropatolojik sorunlar belirlenmistir
(45). Gebelikte poli i:c modelinin sitokinlerin tretimine bagli olarak anormal beyin
gelisimine neden olabilecegi anlasiimstir.  Inflamatuvar  sitokinler ve sinir
sistemindeki norotrofinler arasindaki iliskilere dair kanitlar da giderek artmaktadir
(14).

Poli i:c’nin kullanimi maternal immitin yanit1 olusturmakta ve annenin immuin
sistemi tarafindan pro-inflamatuar sitokinler salinmaktadir. Bu durum fetal beyin
gelisiminde degisikliklere neden olabilmektedir. Poli i:c kullammi uzun dénemli
davranis ve farmakolojik degisikliklere, latent inhibisyon (LI) kaybina sebep
olmustur (9, 48) Daha Once fareler Gzerinde yapilmis olan bir¢cok calismada prenatal
donemde poli i:C'ye maruziyetinin yetiskin yavru (zerinde davramssal ve
ndroanatomik anormalliklere neden oldugu dogrulanmistir (25). Konuyla baglantil

Ozet literatUr bilgisi Tablo 2.2." de sunulmustur.
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Tablo 2.2. Gebelik doneminde poli i:c enjekte edilen deney hayvanlarinin yavrularinda gozlenen etkiler (5, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 25, 28, 34,
49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56).

Yazar- Yil Tar Gunu Dozu/yolu Cinsiyet  Gozlenen bulgular

Zuckerman ve Weiner Sican 15,17 4mglkg, iv. & Y etiskin yavrularda uzun dénemli anorrmal davranislar, latent inhibisyon kaybi

(2005)

Gilmor e ve ark. (2005) Sican 16 20mg/kgip. Qved Materna plazmada TNF-a1, plasenta ve fetal akciger/dalakda |, beyin kokenli
norotrofik faktor (BDNF) plasentada|ve fetal akciger/dalak |

Smith ve ark. (2007) Sican 12,5 20 mg/kg, Q Y etigkin yavrularda PPl eksikligi, IL-6 ve IL-1p 1, LI eksikligi, davrangsal

ip. degisim
Wolff veark. (2008) Sican 15 4.0 mg/kg, Q Maternal immun aktivasyonu olusmasi, prepulse inhibisyonu (PPI) bozabilir
iv.

Meyer ve ark. (2008) Fare 9 17 5mg/kg iv. Qved Orta ve ge; gebelikte fetal beynin ndron sayisindaf, yavrularin beyinlerindeki
goklu norotransmitter seviyelerin uzun dénem degisimi

Bitanihirweve ark. (2010) Fare 17 5mg/kg,iv. Qved Sosyal etkilesimde azalma, anormal latent inhibisyon, sizofreni

Joari veark. (2010) Fare 16 5 mg/kg,iv Q Neonatallarda erken |6komotor gelisiminde ve yetiskin yavrularda PPl bozuklugu,
fetal serebral korteks hiicrelerinde defektiv proliferasyon

Mandal ve ark. (2010) Fare 12 20mgkgip. Qved IL-6, IL-1p, IL-12 seviyelerindet

Yeeveark. (2011) Sican 15 4.0mgkgiv. Qved Y avrularin ortalama boyutu|,agirliklarit, gebe ratlarda %22.7 oranda diisik
gorilmes, yetiskin yavrularda PPl yogunlugunda yetersizlik

Piontkewitz ve ark. Sican 15 amg/kg Qved Postnatal beyin olgunlasmasinin engellenmesi, davranmis anormalliklerindet,

(2011) iv. latent inhibisyon bozuklugu

Bronson veark. (2011) Sican 14 8mg/kg,ip. Qved Maternal kilo kaybi, yavrularda beyin gelisiminde etkilenme

Soumiya ve ark. (2011) Sican 15 4 mg/kgiv. Qved Postnatal beyin olgunlasmasinin engellenmesi, davrams anormaliklerindet, latent
inhibisyon bozuklugu

Zhang ve ark. (2012) Sican 15 4 mg/kgiv. 3 Davramg ve 6grenme degisikligi

Forrest ve ark. (2012) Sican 14,16,18 10mgkgip. 2 ved Yavrularda, néronal gelisim ve sinaptik iletimde etkilenme

Dedauriersveark. (2013) Fare 12 ?ip. Qved  Pubertal yaslarda PPl yetersizligi

Mandal ve ark. (2013) Fare 12 10mg/kgip. 2Qved  Amniotik svidallL-6,10,12 seviyeerindet,yetiskin yavrularda anormal davranislar

Willi veark. (2013) Fare 9 5mg/kg iv. 3 Y etigkin yavrularda sizofreni veya bipolar hastaliklarailiskin belirtiler

Tang ve ark. (2013) Fare 9 5ma/kgip. Qved  Yetiskin yavrularda anormal davranslar
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2.3. Hipotalamus

Omurgalilarda beynin mediobazal bdlgesinde bulunan hipotalamus, hipofiz
bezinin dorsalinde talamusun da ventralindedir ve optik kiazmadan mamiller
cismcige kadar uzanmir (57). Preoptik, anterior, tuberal ve mammiller olmak Uzere
dort farkl rostral-kaudal bolgeye ayrilmistir. Ayni zamanda medialden laterale kadar
periventriktler, medial ve lateral olmak Uzere ¢ bolgeye ayrilir (57).

Hipotalamus, hipofiz hormonu sentezi ve salgilanmasi, otonom sinir sistemi
aktivitesi, enerji alimi ve harcanmasi, vicut 1sis1, Ureme ve davranslar gibi gesitli
fizyolojik fonksiyonlar: etkiler (57). Noroendokrin sistemin de ana eksenini
olusturur. Bu nedenle hipotalamusun dnemli gorevlerinden birisi de hipofiz bezi
araciligi ile beyin ve endokrin sistem arasindaki baglantiy: saglamaktir (58).

2.3.1. Noroendokrin Hipotalamusun Fonksiyonel Anatomis

Hipotalamus ve hipofiz bezi ndroendokrin sistemin ana aksinm olustururlar
(58). Bu noroendokrin sistem beyin ve cevreden gelen sinyalleri birlestirerek viicut
blytmesi, davrans, Ureme ve metabolizma icin gerekli olan hormonlarin sentez ve
salgilanmasint kontrol eder ve Uretirler (58). Hipotalamus, hipofizin arka lobunu
uyarip oksitosin ve antidiretik hormon salgisina kontrol ettigi gibi aym zamanda
hipofizin 6n lobundaki bes farkli hiicre tdrGni (tirotroplar, somatotroplar,
kortikotroplar, laktotroplar ve gonadotroplar) etkileyerek tiroid uyarici hormon
(TSH), bluydme hormonu (GH), adrenokortikotropik hormon (ACTH), prolaktin
(PRL), FSH ve LH’1 Uretirler (58).

Eriskin overindeki birgok olay FSH ve LH tarafindan kontrol edilir. Bu
hormonlar da hipotalamusta gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) un kontrol
altinda 6n hipofiz bezinden salgilanirlar (56). GnRH hticreleri ndroendokrin ndronlar
arasinda 6nemli bir sinif1 temsil eder. GnRH treme aksinin merkezi dizenleyicisidir
(60, 61). Baslica fonksiyonu hipofizden gonadotropin salgilanmasimi uyararak
gonadlarda gametogenez ve steroid sentezini uyarmaktir (60). GhRH ndronlarinin
Uretimi sicanlarda embriyonik 12. giin zirveye cikmaktadir Ilk néroendokrin hiicreler
ise embriyonik 11-12. gunler arasinda olusmaktadir (62) ( Tablo 2.3.).
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Tablo 2.3. Sicanlarda hipotalamus tarafindan 6n hipofiz bezini uyaran serbestletici
hormonlarin dretildigi néron gruplarinin embryonik donemde ortaya ¢iktiklar:r giin

aralig1 (tespit edildikleri guin) ve zirve yaptiklari: giin (62).

Noron grubu (Urettigi hormon) Ortaya iktigs Zirve
gun aralig1
Kortikotropin Serbestletici hormon (CRH) el2-el4 el3
Bilytme Hormonu Serbestletici Hormon (GRH) ell-el5 el3
Somatogtatin (SS) el2-e15 el3
Tiroid Hormon (TH) ell-el5 el2
Tirotropin Serbestletici Hormon (TRH) el2-el4 el2
Gonadotropin Serbestletici Hormon (GnRH) ell-el2 el?

Hipotalamusta bulunan her fenotipten hiicreler, medyan eminense damarsal
olarak aksonal bir projeksiyon gonderirler (Sekil 2.2.). Serbestletici hormonlarla
zenginlestirilmis kan, hipotalamus-hipofiz portal sistemi tarafindan emilir ve 6n
hipofiz bezinin sintslerine tasinir (62). Hormonlarin Uretimini uyarici ya da
baskilayic1 6zelliklere sahip olan bu hormonlar, vendz sintsler igerisine dagilarak 6n
hipofiz lobundaki hormonlarin yapimini uyarirlar (veya somatostatinde oldugu gibi
baskilarlar) (62).
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Sekil 2.4. Hipotalamus-6n hipofiz fonksiyonel baglantisinin sematize edilmis sekli
(62).

Hipotalamus, sinir sisteminin birgcok parcas: ile baglant: kuran cok sayida
cekirdege sahiptir (42). Periventriktler hipotalamus, paraventrikiler (PVN), arkuat
gekirdek (ARC), supra-kiazmatik c¢ekirdek (SCN) ve periventrikiler cekirdek
(PeVN) olmak Uzere dort farkli hicre kimesi icerir. Medial hipotalamik bolge,
medial preoptik cekirdek, anterior hipotalamus (AH), dorsomedial ¢ekirdek (DMN),
ventromedial cekirdek (VMN) ve mammilary cekirdekten olusur (57). Bu
gekirdeklerin olusumlarinin pik yaptigi dénemler birbirinden farklilik gostermektedir
(Tablo 2.4.).



Tablo 2.4. Hipotalamik gekirdek Uretiminin zirve yaptig: ginler (62).
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Cekirdek No6ron Uretiminin
Zirve Y aptigi
Gln
Mediyal Preoptik Cekirdek (MPN) el5el4
Paraventriktler, preoptik alan (PVpo) el5
Suprakiazmatik Hipotalamus (SCH) el5
Supraoptik ¢ekirdek (SO) el3
Anteriyor Hipotalamik Cekirdek(AHN) el3,el5
Hipotalamusun Paraventrikiler Cekirdegi (PVH) el5
Hipotalamusun Paraventrikiler Cekirdegi (PVHpm) el3 eld
(arka magnoseltiler parcasi)
Ventromediyal Hipotalamus, dorsomedial (VMHdm) el5
Ventromediyal Hipotalamus, merkezi ventrolateral el3
(VMHCc, vl)
Dorso Medial Hipotalamus (6n) (DMHa) el3
Dorso Medial Hipotalamus (alt) (DMHv) el5
Lateral Hipotalamik Alan (LHA) el? el3
Pariventrikiler, posterior (PVp) el3
Medial Mamiler (MM) e15

2.4. Folikulogenez

Memelilerde overlerin ana fonksiyonlarindan birini olusturan folikilogenezis,

dogumdan hemen 6nce ya da sonra olusumu tamamlanan primordiyal folikdllerin

gelisim ve atreziyasimi igcermektedir (63). Overin yapisinda yer alan folikuller,

dollenme yetenegi olan oositlerin biytmesi ve hormonlarin Gretimini iceren iki

Onemli fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyonlar antral

gerceklestirilir (64).

folikuller

tarafindan
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Bir folikdl tg farkli kisimdan olusur: Bir oosit ve iki ¢esit somatik hiicreden
(granuloza ve teka hucreleri) olusur. Bir grantloza hiicre, kimilts graniloza ve
mural grantiloza olarak; bir teka hiicresi ise internal ve eksternal olarak siniflandirilir
(65). Kenny (2005)'e gore folikuller bazi kriterlere gore sinmiflandirilirlar:
Primordiyal folikuller, birkag yassi epitel grantloza hicreleri ile ¢apr 25 pm’'den
daha kiguk oositlerden olusurlar. Primer foliklller, kibik graniloza hicrelerle
cevrelenen tek tabakayr tamamlamak icin kibik graniloza htcrelerin bulundugu
oositlerdir. Sekonder folikdller, bir antrum olusumu olmaksizin ¢ok katmanli
grantloza hucrelerden olusurlar. Erken antral folikuller gordlebilir bir antrum
sekillenmesi olusmustur ve folikdl caplart 300 pm'den daha kiguktir. Antral
folikiller, oositlerle gevrelenen farkli bir kimullis graniloza hicre tabakasina
sahiptirler ve folikul caplar1 yaklasik 400 pm kadardir. Atretik folikillerde ise
piknotik hiicresel bulgular mevcuttur (66).

Ovaryen folikul gelisimi ovulasyona ugrayacak follikilin secilmesini ve
blyUmesini icerir ve bu islevde cesitli endokrin, parakrin ve otokrin faktorler
koordineli bir sekilde etki gosterirler (65). Preantral folikuler gelisim l¢ asamada
incelenebilir. Primordial folikdl aktivasyonu, primer folikillerin sekonder folikllere
gecisi ve periantral asamanin gortlmesidir (64). Tekal hicrelerin ortaya ¢ikmaya
baglamasiyla ve sekonder folikillerin olusmasindan sonra grantiloza tabakalarla
cevrelenmis bir tabaka sekillenir (67). Olgun tekal hicreler ile antral folikiller ve
tekal tabaka icinde bir vaskiler ag daha sonra sekillenir. Ovulasyon ise daha gelismis
antral folikillerden meydana gelir (65). Folikillerin blydk ¢ogunlugu, atrezi olarak
isimlendirilen dejeneratif bir sireg gegirdikleri igin preovulatuvar asamaya ulasmada
basarisizlardir (65). Primordiyal folikillerin bir kismi puberteden sonra disi treme
yasam siiresi boyunca her bir 6strus siklusunda ovulasyon icin biiytimeye baslar fakat
bunlarin birgogu dejenere olarak yok olur (65).

Primordial germ hicreler, ileri embriyonik dénemde oogonia olusturmak icin
gonadlara go¢ ederler. Dogumda sican overi kordonlar ve oogoniadan olusur (68).
Primordial folikuller gelisimlerini dogumdan sonra yaklasik olarak Gglnct guntin
sonunda tamamlarlar (69). Ilk folikil dalgasimin antral folikile kadar gelisimi

yaklasik olarak tc haftayr bulur. Iyi gelismis bir sekonder folikil yaklasik olarak
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yedi gunlik iken goralir. Ovaryan hicrelerde minimal diizeyde apoptosis, erken
antral folikullerin goruldigi 18. gline kadar gorulebilir (68).

Evcil hayvanlari da iceren bircok tirde gonadotropinler antral folikiller
gelisim icin gereklidir (70). FSH ve LH, GnRH tarafindan olusturulan uyar: ile
salgilanan hipofiz gonadotropinlerdir. Bu gonadotropinler, folikuler segimi kontrol
ederler ve geribildirim déngusii yoluyla salinimlar1 diizenlenir. Ayrica FSH Ozellikle
foliktler blydmeyi kontrol eden hormondur (70). Antral asamada atretik
dejenerasyon altindaki folikdllerin cogunlugu puberteden sonra olusan dongisel
gonadotropin stimilasyonu altinda preovulatuar asamaya ulasir (68). Atrezi,
foliktlogenezis boyunca herhangi bir zamanda olusabiliyor olmasina ragmen
foliktllerin cogunlugu antral asama boyunca atretik olurlar. Sadece birkag folikul
ovulasyon igin segilir (65).

Ovulasyon icin secilen ve Graaf adim alan bu folikdller, Greme yasindaki
disilerde donguisel yumurtalik dstrojen salgisimin dnemli kaynagidir (71). Teka ve
graniloza htcreler, her Ureme dongusl boyunca preovulatuvar gonadotropin
dalgalanmalara cevaben korpus Iuteum olurken baskin Graaf follikili yumurtalik
folikuller Greme igin olgun oositlerin salintmiyla ovulasyonu olustururlar (71) (Sekil
2.3).
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Sekil 2.5. Insan ve sican overlerinde folikil Uretimi ve secimi (68).

McGEE (2000)’ e gore insan ve si¢an overlerinde folikul Gretimi ve segimi su
sekildedir: Primordial folikuller, primer folikillerin biytyen havuzuna girmek igin
ilk Uyelige gegerler. Bu durumun dogal stireci uzun sireli olmast nedeniyle bu adim
icin gerekli olan sire bilinmemektedir. Insanlarda, sekonder folikdllerin antral
asamaya gecmesi icin gereken sire 71 gun iken, primer folikullerden sekonder
folikll asamasina ulasmak icin 120 gunden daha fazla sire gereklidir. Dongusel
secim sirecinde FSH’da meydana gelen artislar, bir grup antral folikilin (2-5mm
¢ap) apoptoza ugramasim engeller. Bu grup arasinda dominant bir folikl, dstrojenin
yiksek seviyelerde salgilanmasi ve inhibinlerin hipofiz FSH salgilanmasini
baskilamasi ile lider olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sonug, gruptan geriye kalanlarin
negatif bir segcimidir. Buna bagli olarak lokal bllytme faktorleri artar ve damarlanma
baskin folikilin pozitif segimine izin verir. Boylece nihai blyime ve nihai
ovulasyon saglanmis olur. DOngusel secim siirecinde, antral bir foliktlden baskin bir
Graaf folikultnin gelisimi yalmzca iki hafta alir. Sicanlarda foliktl gelisim stresi,
insan folikdlleri igin ihtiyag duyulandan cok daha kisadir. Sekonder bir folikiltn
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erken antral asamaya ulasmasi gerekli olan siire yaklasik 21 gtin iken, bir primordial
folikllin sekonder asamaya gelisimi icin 30 gunden daha fazla siire gereklidir.
Foliktller, erken antral (0.2-0.4 mm ¢ap) asamaya ulasir ulasmaz dongusel secime
tabi tutulurlar. Preovulatuvar folikullere gelisim icin ise sadece 2-3 gune ihtiyag
duyarlar (68).

2.5. Puberte

Puberte, memeli tirlerinde cinsel olgunlasmamn meydana geldigi ve Ureme
yeteneginin  gelistigi  6nemli  bir suregtir  (72). Normal pubertal gelisim,
hipotalamus/hipofiz/gonadal aksin aktivasyonunu gerektirir. Bu slire¢ sicanlarda ilk
ovulasyona ve 33. glin civarinda ilk dstrus sikluslarimn gdzikmeye baslamasina
neden olur (73). Morfolojinin degisimiyle karakterize olan bu donemde, adrenal
bezde de olgunlasma siireci baslar ve steroid sentezinde artis gorulur (74). Puberte
kademeli olarak iki fazda gerceklesmektedir. Bunlardan birincisi cinsiyet
organlarimin gelismesi ikincisi ise ilk ovulasyon ve Ostrustur. Germ hiicrelerinin
serbestlenmesi ovulasyona yol agmaktadir (75).

Disi kemirgenlerde pubertamin baslangici, vajinal agilma ve ilk Ostrus yasi
olarak degerlendirilmektedir. Cunkid vajinal agilma, gonadotropinlerin  ilk
preovulatuvar dalgalanmasindan sonraki gin olusur (72). Disilerde puberte 6zellikle
0grojen basta olmak Uzere hormonal degisimlerden etkilenir (76). Memelilerde
pubertenin baslamasi icin gerekli olan ndroendokrinel anahtar olay, hipotalamusdaki
GnRH ndronlarindan, GnRH’1n pulsatil salimminda sirekli bir artis olmasidir (77).
Buna karsin pubertanin baglangicini iceren néroendokrin mekanizmalar karmasiktir
ve tam olarak anlagilamamistir (76).

Perinatal dénemde maruz kalinan cevresel faktOrler organizma gelisimini
Onemli derecede degistirebilir ve bu durum yapisal, fonksiyonel ve/veya hiicresel
degisikliklerle sonuglanabilir (72). Bu nedenle erken prenatal ve neonatal gelisim
boyunca yasanan degisiklikler bireyin ileriki yasaminda pubertal zamanlamayi
degistirebilir (72). Fetal ve neonatal gelisim periyotlar: 6zellikle hassas donemlerdir.
Bu dénemlerde dis etkiler doku bigimlenmesini ve sinyallerini bozabilir (78). Clnku

gelismekte olan organizma, yetiskinlerin sahip oldugu, DNA onarim mekanizmalari,



22

tam gelismis bir immin sistem, saglam bir kan-beyin bariyeri, detoksifiye edici
enzimler ve olgun bir karaciger metabolizmasina sahip degillerdir (79, 80). Ayrica
noroendokrin dongu icin hticre farklilasmas: erken prenatal yasamda baslamasina
ragmen doku farklilasmasi ergenlik sonrasina kadar devam eder (72). Pubertada
hipotalamus-hipofiz-gonadal (HPG) ve HPA aksimin dogru calismasi igin sinyal
yollari, perinatal gelisim boyunca kurulur. Vicut agirhgi, diyet, ilaglar ve
kimyasallar gibi cevresel faktorlere maruziyet, endokrin sinyal yollarinin
olgunlasmasim bozabilir ve ileriki yasamda olumsuz sonuglara neden olabilir (72,
81). Erken ve ge¢ puberta gorilen olumsuz sonuglardan bazilaridir. Pubertadaki
degisiklikler disilerde, deney hayvanlarinda vajinal agilma yasina, Ostrus
baglangicina, dstrus dongusiine bakilarak degerlendirilebilir (82).

Uygun zamanda pubertaya ulasamama 6nemli bir saglik problemidir. Ornegin
erken puberte, Amerika Birlesik Devletleri ve diger Ulkelerde 6nemli bir saglik
sorunudur. Y apilan son calismalarda kizlarda puberta baslama yasinin ilerleyici bir
sekilde kisaldig1 rapor edilmistir (82). Bu konuda gonadlarin gelisiminin erkenden
tamamlanmas: veya HPG aksinin erkenden olgunlasmasi Uzerinde durulmaktadir
(82). Bu duruma, genetik, endokrin ve cevresel faktorler arasindaki karmasik
etkilesimin sebep oldugu distunulmektedir. Clnki erken puberte, yetiskinlerde
olumsuz saglik sonuglari ile baglantilidir (72). Erken pubertaya iliskin olumsuz
sonuclar Tablo 2.5.”de verilmistir.

Tablo 2.5. Pubertaya erkenden ulasmanin olusturdugu risk faktorleri (72).

Saglik Riski

iskelet olgunlasmasinin hizlanmast ve yetiskin boyun kisa kalmasi

Erken cinsdl ilgi; sigarai¢gme, alkol ve uyusturucu kullanmagibi davramslar
Psikososyal ve davranigsal zorluklar

Obezite ve yeme bozukluklar

Tip 2 diyabet ve insilin direnci

Kardiyovaskller hastalik ve hipertansiyon

Artan meme ve Ureme kanserleri

Astim

Polisistik yumurtalik sendromu

Depresyon
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2.6. Ostrus Siklusu

Ilk kez Stockard ve Papanicolaou 20. yiizyilin baslarinda kobaylarin vajinal
[Gmeninin epitelyum hicrelerinde gordlen ritmik degisiklikleri kesfetmelerinden
birkag yi1l sonra Long ve Evans sicanlarda 6strus donguisiini karakterize eden dontim
noktasi bir calisma yayinladilar (83). Bu yontem, hem (reme donglsinin
incelenmesinde hem de treme toksikoloji ¢calismalarinda yardimci bir yontem olarak
kullanmilmaktadir (83).

Sicanlarda farkli strus siklusu evreleri vajinal simir yontemi ile guvenilir bir
sekilde tanimlanabilmektedir. Bu nedenle vajinal sitoloji disi hayvanlarda evreleme
icin altin standart olarak dustunilmektedir (84). Vajinal duvardan alinan sirtintil ya
davajinal yikama sonucu elde edilen preparatlar tzerinde her bir faz ile ilintili hticre
tiplerinin tanimlanmasi esasina dayanmaktadir (85).

Bilimsel anlamda yapilan calismalarin guvenilebilir olabilmesi igin
kullamlacak deney hayvanlarinin yapilan calisgmalar icin uygunluk gostermeleri
gerekmektedir. Disi sicanlarin kisa dstrus siklusu uzunluguna sahip olmalari, onlart
Ureme donglisii boyunca olusan degisimleri arastirma yapmak igin uygun deneysel
laboratuvar hayvanlar1 yapmaktadir (86). Sicanlarda ortalama 6émir 2 ile 3 il
arasindadir. Bu sire; stres, cinsiyet, genetik altyapi, saglik, hastalik durumu ve
barinma kosullar1 gibi faktorlere bagli olarak degisebilmektedir. Yaklasik iki aylik
olduklarinda her 4-5 glinde bir ovulasyon olur ve 6strus siklusu gorulir (84).
Ilerleyen yasla beraber disi sicanlarin diizenli 6strus siklusu siirdiirme yetenekleri ve
fertil gebelik sayilarinda ilerleyici bir azalma olur. Orta yasin bagslarinda birgcok
diside duzenli sikluslar yerine uzamis ve dizensiz sikluslar gorulir. Kisa bir sire
sonra yaslanma slirecine girmis olan bu disilerde anovulasyonun bir sonucu olarak
uzamus Ostrus fazlari: gorulir (87).

Sicanlarda 6strus donguisi, tipik olarak vajinal orifis acildiktan hemen sonra
baglamakla beraber bu donem postnatal 32 ve 36. gunler arasinda olusma
egilimindedir. Vajinal agilma ginlerinde bazi farklhiliklar olabilmekle beraber
baslangic doneminde bazi diizensiz dongtiler de gorulebilmektedir (83).

Sicanlarda dstrus siklusu; ostrus (O), prodstrus (P), metdstrus (M) ve didstrus
(D) olmak lizere 4 fazdan olusmaktachr. Ostrus 9-15 saat, metostrus 14-18 sadt,
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proostrus yaklasik olarak 12 saat ve didstrus fazida 60-70 saat sirmektedir. Ostrus
siklusu siresince uterus, yumurtalik, vajina mukuzasi, davrams ve hormon
seviyelerinde degisiklikler gorulmektedir (84, 88, 89,). Tablo 2.6.'da Ostrus siklus
evrelerinin siniflandiriimast vajinal yayma ve ovaryumdaki degisikliklere gore

verilmistir.



Tablo 2.6. Gebelik 6ncesi normal bir sicanda, dstrus donguisii stiresince vajinal yayma ve ovaryumdaki degisiklikler (90).

DONEMLER
Prodstrus Ostrus Metostrus-1 Metostrus-2 Ditstrus
Y aymadaki Epitelyal + + 0 +++ +
" . . Keratinize + ++ +++ +++ 0
hiicre tipleri*
Lokositler + 0 0 +++ +
Ovaryum Folikdl svistyla Ovulasyon; yuzey Ik korpus luteum Korpus luteum gdlisir; Ddénemin sonuna
Morfolgjis dolu genis epiteli vefolikiler ~ gordldr; bircok folikil  yuzey epiteli ve dogru folikullerde
folikdller; ylzey hiicrelerde aktif atreziye girer. folikiler hiicrelerde hizl1 biyime goral Or.
epiteli vefolikller mitozlar. mitoz azalir.
hucrelerde birkag
mitoz.

0= Hig yok; += az sayida; ++= normal sayida; +++= ¢ok sayida
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Prodstrus fazinda vajina agilir. Dokular kirmizimsi-pembe renkte olup
nemlidir. Cok sayida uzunlamasina kivrimlar ya da cizgiler hem dorsal hemde
ventral dudaklarda gorultr (85). Korpus luteum genellikle dejeneredir. Fibroz doku
merkez kavitede cogalir (91). Bu asama boyunca vajina epitelyumu, yizeyinde
olgunlagsmis hticrelerin 9-12 tabakasindan olusur. Bu faz, mikroskop atinda siklikla
granuler gorinime sahip gekirdekli epitel hiicrelerin olusturdugu yuvarlak kiimelerin
varligi ile tammlanir (83). Vajinal sitolojide agirlikli olarak esit boyutta gekirdekli
epitel hicreleri (92) birkag tane kornifiye epitel hiicresi ve birkag 16kosit gorulir
(84). Fazin sonunda olgun epitelyum hiicre tabakasinin yizeyi dokdlir ve straum
korneum gorulUr.

Ostrusda vajinal belirtiler prodstrustakine benzerdir ancak dokular hafif
pembe olup daha az nemlidir ve cizgiler de daha belirgindir (85). Bu faz diizensiz
sekillerin gorunimu ile aywrtedilir (92). Dejenere korpus luteumlar yaygindir. Kigik
korpus luteumlarla birlikte fibrotik doku icermeyen, sivi dolu bazofilik hicre
stoplazmasi gorulir (91). Bu faz, ¢cok sayida kornifiye hiicreler ya da kenarlar1 daha
fazla diz olan yuvarlak hicrelerin varligi ile tammlanir. Kornifiye hicrelerin
hakimiyeti 4 gunltk bir dongl icinde 1 giin stirer ya da 5 gunlik bir dongu iginde
ardistk 2 gin boyunca sirebilir. Alternatif olarak kornifiye olmayan epitel
hiicreleride dnceki donemden |6kosit infiltrasyonunun varligi boyunca goralebilir
(83). Vagjinal sitolojide agirlikli olarak cekirdeksiz kornifiye epitel hicreleri
mevcuttur (92).

Metostrusda vajinal dokular soluk ve kurudur (85). Lokostler, dstrojen
salgisinin azalmasi nedeniyle incelmis vajina epiteline sizarlar ve oradan vajinal
kanala gegerler. Vajinal sekresyonlar simirde beyaz ve opak renk goruntlisi
olustururlar (92). Korpus luteum hala sivi boslugu iceriyor olabilir. Ancak
dibstrusakinden daha kucuktir. Az sayida bazofilik hicre gorulir. Genellikle
fibrotik doku yoktur (91). Sitolojik incelemede I16kosit, kornifiye ve yuvarlak epitel
hirelerin kombinasyonu gorulir (83, 84).

Diodstrus fazinda vajina kiigik agilir. Dokular mavimsi-mor renkte olup ¢ok
nemlidir (85). Epitel tabakasi en ince noktaya (4-7 tabaka) ulasir. Mitoz nedeniyle
epitel dejenerasyonu durur ve yiksekligi tekrar artar (92). Overlerden yeni
sekillenmis olan korpus luteumlar maksimum boyuta ulasmakla beraber dejenere
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korpus luteumlarda gorulebilir. Bu gérinum, didstrus fazini belirleyen en dnemli
bulgular1 icermektedir (91). Yuvarlak epitelyum hicreleri simirde, genellikle
|6kositlerle beraber ditstrus fazimin 1 ve 2. gunlerinde gordldrler. Lokositlerin
konsantrasyonu degisebilir ve genellikle neredeyse sadece |6kosit olabilir. Didstrus
fazimin sonlarina dogru birkag kugik kumeli cekirdekli epitelyum hicreleri
gorulebilir. Bu durum bir giin sonra prodstrus gorileceginin habercisidir (83). Ayrica
vajinal sitolojide mukus da géralir (84).

2.6.1. Ogtrus Siklusu ve Hormonal Degisim

Progesteron, ovulatuvar dongunin dizenlenmesinde dnemli bir rol oynar.
Hipotalamus ve hipofizin her ikisinde de gonadotropin salinmasi Uzerinde pozitif ve
negatif geribildirime aracilik eder (93). Kisacasi normal disi treme fonksiyonlarinin
kompleks diizenlenmesinde progesteron 6énemli bir unsurdur. Farkli tdrlerin uterus,
over, meme bezi, beyin ve diger baz1 dokularinda yer almaktadir (94).

Tablo 2.7. Progesteronun fizyolojik fonksiyonlari (94).

Doku Fonksiyon

Uterus/Overler Oositlerin salinimu
Implantasyonun kolaylastirimas:
Hamileligin surdirdlmesi
Stoma rejenerasyonunun uyariimasi: Siklusun luteal
fazinda
M eme bezi Lobuler-Alveoller gelisme
Gebelikte siit protein sentezini baskilama
Beyin Cinsel yanita beynin araciliketmesi
Kemik Kemik kitlesinde, kemigin diizenlenmesi: Kemik

kaybinin 6nlenmesi
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Graham ve ark. (2002) gore, progesteron over ve uterusta; olgun oositlerin
salinmasi, implantasyonun kolaylastirilmasi, gebeligin olusumu ve devami, uterusun
blytimesi ve miyometriyal kasilmamn baskilanmas: gibi etkilere sahiptir. Memeli
bezindeki gorevleri arasinda st salgilanmasina hazirlik olusturulmasi icin lobiler-
alveoller gelisimi saglama ve dogum Oncesi st protein sentezinin baskilama
sayilabilir. Beyinde ise cinsel davrams yanitlar: igin gereklidir. Ayrica yapilan son
calisgmalara gore kemik iligi modulasyonunda da destek rol oynadigi gorilmusttr
(94).

Progesteron ve 6strojen bazi durumlarda sinerjik olarak hareket ederler (95).
GnRH hipotalamustan salgilanir ve medyan eminense serbeslenir. Sonra 6n hipofize
gelerek LH'1 serbestler. LH da overlerden Ostrojen ve progesteronun salgilanmasini
uyarr. LH, oOstrojen ve progesteron, pubertenin baslamasini, cinsel davrams ve
Ureme basarisim artirir (96). Diger bazi durumlarda ise progesteron, dstrojenin
etkilerini dengeleyici bir rol oynar. Ostrojen hormonu seviyelerinde viicutta;
(merkezi sinir sistemi bdlgeside dahil olmak Uzere) puberte, dogum sonrasi ve
menapoz gibi yasamin belirli donemlerinde 6nemli degisiklikler olur. Ostrojen
seviyelerindeki bu dalgalanmalar over siklusu boyunca da gorultr (95). Memelilerde
0strojen ve progesteronon salgilanmasi ve sentezinde énemli rol alan organlardan
biri de overlerdir. Overler, dolasimda bu iki hormonun seviyelerinde dongtisel
dalgalanmalarin dizenlemektedir (95). Sekil 2.6'da 0Ostrus siklusunun degisik
evrelerinde progesteron, 6strojen ve LH hormonlarinda meydana gelen degisiklikler

sunulmustur.
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Estradiol — —  Progesterone = -------- Luteinizing Hormone

10 -12 hrs

g

Ovulation

Diestrus 1 Diestrus 2 Proestrus Estrus

Sekil 2.6. Sicanlarda Ostrus siklusunun farkli donemlerinde Luteinizan hormon
salimmu ile iligkili olarak serum 6strojen ve progesteron konsantrasyonlarindaki
degisiklikler (sematik) (83).

Ovulasyon genellikle sabahlar1 6strusun erken saatleri (luteinizan hormonun
yukselmesinden sonra yaklasik olarak 10-12 saat) boyunca olusur. Sekil 2.6’Un alt
kismindaki golgeli bloklar 10:14 saatlik aydinlik/karanlik fotoperiyotundaki karanlik
bolumi gostermektedir (83).

Ovulasyon oncesi 0strojen seviyesindeki artis zamani prodstrus sabahidir.
Prodstrus sabahi 6strojen dalgalar: pik seviyeye ulasir ve sonra azalir. Ovulasyon
zamani, prodstrus guni icinde geg bir donemdedir ve yikselen progesteron seviyeleri
eslik eder. Prodstrus aksami boyunca cinsel davranislar baslar (95). Gece boyunca
progesteron seviyeleri pik yapar. Sonraki giiniin sabahindan 6nce dismeye baslar ve
sabahin erken saatlerinde hizlica diser. Progesteron seviyelerinde disisin yasandigi
bu donem Ostrus fazidir. Her iki hormunun seviyeleri sonraiki giin boyunca nispeten
dustk kalir ve bu donem de diostrus fazidir (95). LH ve FSH seviyelerinde, prodstrus
gununiin 6gleden sonra geg saatlerinde yuikselis gozlemlenir (83).

Vajinal epitel hicrelerin keratizasyonu tipik olarak sican dongtisiinde 6strus
fazim karakterize etmektedir. Bu durum Ostradiol seviyesinin yikselmesine bir yamt
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olarak didstrus fazinin ikinci guninde baslar ve prodstrus guninin ortalarinda
zirveye ulasir. Artan bu konsantrasyonlar hipotalamik mekanizmalar: hizlandirir ve
boylece 6n hipofizden asagi portal damarlarin icine gonadotropin serbestestirici
hormonlarin pulsatil olarak salimmini artirr (83). Ostrojendeki bu artis hipofizi
duyarli hale getirir ve hipotalamus ile hipofiz Uzerindeki etkilerin birlesimi ile
ovulatuar luteinizan hormon dalgalar: tetiklenir. Bu dalgalanma sirayla, over
folikdllerinin olgunlasmasiyla foliklllerin ovulatuvar yirtilmas: ve oositlerin son
asama hareketini saglar. Bu durum siganlarda 10-12 saat Siirer (83).
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2.7. Tezin amaci

Sunulan literatir bilgiler incelendiginde iki ana sonuca varilir: (1) Viral
mimetik olarak kullanilan ¢ift zincirli sentetik RNA yani poli i:c gebelik doneminde
uygulandiginda yavruda néronal gelisim ile ilgili sorunlara yol agmaktadir ve (2)
GnRH ve Uremeyi kontrol eden noron cekirdeklerinin gelisimi gebeligin 12-15.
gunlerine rastlamakta ve bu donem icerisinde de kronolojik gelisim farkliliklar
gbzlenmektedir. Dolayisiyla, sicanlara gebeligin 12-15. gunlerinde viral mimetik
uygulandiginda bu annelerden dogacak disi yavrularda Uremenin etkilenecegi
dustinulmis ve gebeligin 12-13. gunleriyle 14-15. gunlerinde elde edilecek etkinin
farkl: olacag: degerlendirilmistir. Bu amagla, gebe sicanlara gebeligin 12-13 ve 14-
15. gunlerinde sentetik cift zincirli RNA yani poli i:c uygulanmis ve bu annelerden
dogan yavrular pubertal gelisim, 6strus sikluslari ve Ureme hormonlarimin diizeyi

acisindan incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

In6nli Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar: Etik Kurulundan onay
alindiktan sonra inonii Universitesi Deney Hayvanlar: Uretim ve Arastirma Merkezi
(INU-DEHUM)’ de yapilmistir (Etik kurul raporu icin bkz. EK.2).

3.2. Deney Hayvanlar

Calisma, in6ni Universitess Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi’ nde yetistirilen 20 adet, 6 aylik ve yaklasik olarak 220-250 gr agirligindaki
Sprague-Dawley tirt sicandan elde edilen disi yavrular Gzerinde gerceklestirildi.
Calisma boyunca sicanlar 22+2°C ortam sicakliginda ve 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik deneme diizeninde tutuldu; beslenme ve su ihtiyaclar1 da ad libitum olarak
karsilandh.

Sicanlar, gebeligin olusmasi igin 1 erkek ile 1 disi sigan aynm kafeste olacak
sekilde yerlestirildiler. Bir sonraki glinden itibaren ginlik olarak 9:00-12:00 saatleri
arast vajinal simir ile spermatozit takibi yapildi. Sperm tespit edilen preparatlar
pozitif olarak kabul edildi ve 0. giin olarak not edildi. Erkek sicanlar kafeslerden
alinarak disiler tekli olarak kafeslerde birakildi. Sicanlara, prenatal 12-15 glnler arast
enjeksiyon protokolt uygulandi. Dogumun gergeklestigi giin postnatal 0. giin olarak
kaydedildi. Postnatal donemde tiim yavrular 21. ginde sitten kesildi. Erkek ve
disiler farkli kafeslerde olmak Gzere tim yavrular, kafes basina 4-5 sican olacak

sekilde yerlestirildiler.

3.3. Deney Gruplari

Calisma protokoliine uygun olarak Tablo 3.1'de belirtilmis oldugu gibi her
grupta 9-10 adet yeni dogan disi sigan olmak Uizere 4 deney grubu olusturuldu.
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Tablo 3.1. Deney gruplar: ve enjeksiyon gunleri.

Enjeksiyonun Y apildig

Altgrup n
gebelik donemi

Poli i:c 10
Gebeligin 12-13. glinu

Salin 10

Poli i:c 10
Gebeligin 14-15. glnu

Salin 9

Grup 1, Poli i:c; Gebeligin 12-13. guninde 5 tane disi sicana 10 mg/kg
dozunda poli i:c (Sigma P1530, sodyum tozu) intraperitoneal (ip) yolla enjekte
edildi ve bunlardan dogan 10 tane disi yavru ¢calismaya alindi.

Kontrol grubu 1, Salin; 5 tane disi sicana gebeligin 12-13. gintinde 0,3 ml
steril serum fizyolojik (SF) intraperitoneal (ip) yolla enjekte edildi ve bunlardan
dogan 10 tane disi yavru calismaya alindh.

Grup 2, Poali i:c; Gebeligin 14-15. guninde 5 tane disi sicana 10 mg/kg
dozunda poli i:c (Sigma P1530, sodyum tozu ) intraperitoneal (ip) yolla enjekte
edildi ve bunlardan dogan 10 tane disi yavru ¢calismaya alindi.

Kontrol grubu 2, Salin; Gebeligin 14-15. gininde 5 tane disi sicana 0.3 ml
steril serum fizyolojik (SF) intraperitoneal (ip) yolla enjekte edildi ve bunlardan
dogan 9 tane disi yavru calismaya alindh.

Sicanlarin agirliklar: haftalik olarak takip edildi. Postnatal 30. glinden itibaren
disi sicanlarda vajinal agilma gunlik olarak takip edildi. Vajinal agilma tespit edilen
disi sicanlarin puberteye erisme zamanlar1 kaydedildi ve vajinal simir yontemiyle
ogtrudar: takip edildi. Iki tane arcisik 6strus siklusu gosteren sicanlarda deney
sonlandirildi ve en fazla 70. gine kadar takip yapildi. Bu slreyi asan sicanlar
caligmaya alinmadi. Denemeler, sicanlarin didstrus safhasinda sonlandirildi ve alinan
kan orneklerinde progesteron, FSH ve LH duzeyleri olguldi. Ayrica ovaryum
histolojisi de incelenerek primordiyal, primer, sekonder ve antral follikll sayilari
belirlendi.



3.4. Enjeksiyon Protokolu

3.4.1. Paliinosinik-polisitidilik Asit Uygulanmasi

Poli i:c’'nin ip dozu 0.75mg/kg ile 20 mg/kg arasinda degismekle beraber
ortalama dozu 10 mg/kg'dir (54). Calismada Poli i:c (Sigma P1530, sodyum tozu )
dozu 10 mg/kg olacak sekilde belirlendi ve viucut agirligina gére 1mi/kg olacak
sekilde oda 1sisinda olan steril serum fizyolojik (%0.9 NaCl) icinde ¢ozuldi. Daha
sonra siganlarin diurnal ritimleri goz 6nuine alinarak 10:00 ve 12:00 sactleri arasinda

instilin enjektord ile ip enjeksiyon olarak uygulandi.
3.4.2. Serum Fizyolojik Uygulanmas
Steril serum fizyolojik (%0.9 NaCl), vicut agirhgina gére 1ml/kg olacak

sekilde insilin enjektort ile ip enjeksiyon olarak uyguland.
Deneyin uygulama asamalar1 Sekil 3.1’ de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.1. Deneysel uygulama asamalari. Fetal hipotalamik gelisimin olustugu zaman diliminin basinda (gebeligin 12-13. gunleri) ve
sonunda (gebeligin 14-15. gunleri) maternal poli i:c veya steril salin enjeksiyonlar1 sonrasinda dogan sican yavrular: agirlik, pubertaya
erisim (vajinal agilma) ve ostrus sikluslart yoninden izlenmis ve ikinci didstrus fazinda kan ve ovaryum doku ornekleri alinmistir (deneme
maksimum 70. giin sonlandirilmistir).
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3.5. Vajinal Simir Y dntemi

Sicanlar mevsime bagli olmayan politstrik 0zellik gosteren hayvanlardir.
Y aslilik slirecine girinceye kadar yil boyu 6strus gosterirler. Siganlarda 0strus siklusu
genellikle vajinal orifis acildiktin hemen sonra baglar. Bu vajinal agilma ginlerinde
baz1 farkliliklar olabilmekle beraber ilk Gstrus sikluslarinda bazi diizensizliklerde
goriilebilir (83). Ostrus siklusu uzunluklar: yaklasik olarak 4-5 gundiir (84).

Tez calismasinda, puberte ve dstrus siklusu takibi vajinal simir yontemi ile
yapildi. Postnatal 30. glinden itibaren ginlik olarak vajinal agiklik takip edildi.
Vajinal agikhigin tespit edildigi tarihten itibaren ginlik olarak 09:00-10:00 saatleri
arasi vajinal simir alinarak ostrus fazi takibi yapildi. Simir alinirken sican, kuyruk ve
kuyruk kokuinden tespit edilip kaldirilarak basi asagiya gelecek sekilde tutuldu. ince
pastor pipetine alinan yaklasik 200 pl serum fizyolojik ile vajina kanali irrite
olmayacak sekilde irrigasyon yapilarak simir ornekleri alindi ve lam Uzerine
damlatildi. Daha sonra numunen Uzerine de lamel birakilarak boyasiz ve taze olarak
151k mikroskobunda incelendi.

Ostrus siklusu evrelerine gore vajinal simir preparatlarinda farkli hiicre
tiplerine rastlanmaktadir. Protstrus fazinda, siklikla graniler gorintime sahip
cekirdekli epitel hicrelerin olusturdugu yuvarlak kimeler mevcuttur (83). Vajinal
sitolojide agirlikli olarak esit boyutta cekirdekli epitel hticreleri (89) birkag tane
kornifiye epitel hiicresi ve birkag lokosit gorulir (84). Ostrus fazinda, vajinal
sitolojide agirlikli olarak cekirdeksiz kornifiye epitel hicreleri mevcuttur (92).
Alternatif olarak kornifiye olmayan epitel hicreleride dnceki donemden |6kosit
infiltrasyonu seklinde gordlebilir (83). Metdstrus fazinda, sitolojik incelemede
I6kosit, kornifiye ve yuvarlak epitel hirelerin kombinasyonu gorulir (83, 84).
Diostrus fazinda, yuvarlak epitelyum hicreleri simirde, genellikle l6kositlerle
beraber didstrus fazinin 1 ve 2. gunlerinde gordlirler. Lokositlerin konsantrasyonu
ditstrus fazinda degisebilir ve genellikle neredeyse sadece |6kosit olabilir. Didstrus
fazimin sonlarina dogru birkag kugik kumeli cekirdekli epitelyum hicreleri
gordlebilir (83). Sekil 3.2." de 6strus fazlarina iliskin hiicre tipleri verilmistir.
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Sekil 3.2. Sicanlarda 6strus fazlarina iligkin gorinttler (83).

A,B: Proodstrus; Hucreler gruplasma egiliminde ve graniler bir gériinime sahip. C:
Proostrus, Hucreler alternatif olarak iplikcikler seklinde karsimiza cikabilir. D:
Ostrus; Klasik keratinizedir, igne benzeri hiicreler gorulir. E: Ostrus; Hiicreler
aternatif olarak centikli, diizensiz kenarli ile yuvarlak gordlebilir. F:Metéstrus,
Yuvarlak **doseme hiicre’” kombinasyonu, bazi igne benzeri hiicreler, birkag kicik
l6kosit didstrusun ilk gininin erken dénemlerinde bir gegis periyodu boyunca
gorllebilir. G:Didstrus; Lokositler; cesitli, blytk ve yuvarlak hicrelerin
kombinasyonu ile gorilebilir. H:Didstrus; Klasik 16kosit ve birkag blyik yuvarlak
epitelyum htcreler (83).
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3.6. Histolojik Analiz

Deney sonunda alinan sag ovaryum %10’ luk formaldehit icerisinde tespit
edildi. Tespit sonunda ¢esme suyunda yikanan dokular, dehidrasyon ve parlatma
islemlerinden gecirilerek parafine gomuldl. Parafin bloklardan 4-5 pm kalinliginda
80-100 pum' de bir kesit alinarak toplam 5 adet kesit elde edildi. Deparafinizasyon ve
rehidrasyon islemlerinden gecirilen kesitlere hematoksilen-eozin (H-E) boyama
metodu uygulandi. Boyanan preparatlar Leica DFC-280 arastirma mikroskopu ile
Leica Q Win Image Analiz Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions
Ltd.,Cambridge, UK) kullarilarak incelendi.

Histolojik degerlendirmede bitun folikdl tipleri ve korpus luteum sayildi.
Buna gore; tek katl yassi granuloza hiicrelerinden olusan folikdl primordiyal folikdl,
tek kathh kibik granuloza hicrelerinden olusan folikil ise primer folikdl olarak
degerlendirildi. Iki ya da daha cok katli granuloza hiicre tabakasindan olusan
follikiller preantral folikil olarak degerlendirilirken, antral boslugun gozlendigi
foliktller antral folikll olarak tanimlandi. Folikdl sivisi ile dolu tek bir boslugun
bulundugu ve kumulus ooforusun olustugu foliktl Graaf folikdld, icinde oositin
bulunmadig: ve folikiler granuloza hiicrelerin dejenere oldugu folikiller ise atretik
folikdl olarak degerlendirildi.

3.7. Progesteon EIA (Enzyme-Linked |mmunosorbent Assay) Protokolu

Kompetetif enzim immuno assay ticari test kiti (Dia Metra) kullanilarak
ornekler analiz edilmistir. Test asagida Ozetlendigi sekilde yapilmistir.

3.7.1. Standartlarin Hazirlanmas (So....Sy)

Standardlar kullamlmadan o6nce 5 dakika dairesel sekilde salland.
Standartlarin progesteron konsantrasyonu asagidaki sekilde olusturuldu:
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Progesteron (ng/mL)

40.0

3.7.2. Numunéerin Haazirlanmasi

Deney sonlandirildiktan sonra numuneler alinarak kullamilincaya kadar -20

°C’ de dondurularak saklandi. Deney gini oda isisinda ¢ozdirtlerek kullanildi.

3.7.3. YOntem

Standart egrisinde (So-Ss) bes noktamin her biri icin iki, her bir 6rnek ve

kontrol igin iki, kor igin ise bir kuyucuk hazirlandi.

Standart Ornek/Kontrol Kor
Standart So-S4 20 pl
Ornek/Kontrol 20 pl
Konjugat 200 pl 200 pl

37 °C'de 1 saat inkibe edildi.
Her bir kuyucugun icerigi, seyreltilmis yikama soltisyonunun 300 ul’si ile g defa

yikand.

Standart

Ornek/Kontrol

Kor

TMB Substrati

100 pl

100 pl

100 pl

Karanlik bir ortamda, 22-28 °C oda 1sisinda ve 15 dakika boyunca inkiibe edildi.
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Standart Ornek/Kontrol Kor

Stop Sollisyonu 100 pl 100 pl 100 pl

Mikroplaklar yavasga sallandh.
Kore kars1 450 nnm' de absorbans (E) okundu.

3.8. Rat LH/ FSH Analiz Protokoli

1) Rat LH/ FSH antijeni (NIDDK), 20 ng/ ml olacak sekilde kaplama soltisyonu
icerisinde ¢ozuldi ve 200 pl/ kuyucuk olacak sekilde kaplanarak gece boyu
+4 °C de inkillbe edildi. Inkilbasyon isleminin ardindan plate 4 kez
yikanarak ters cevrildi ve sivi kismi dokmek icin kagit bir havluya 4-5 kez
vuruldu.

2) Mikroplaka bos alanlarint kaplamak Uzere PBS icerisinde %5’ lik yagsiz siit
tozu (Merck) soltisyonundan 200 uL/ kuyucuk olacak sekilde pipetlendi ve 2
saat 37 °C’ de inkiibe edildi.

3) inkuibasyon sonunda mikroplaka aym: sekilde 4 kez yikand: ve kurutuldu.

4) Standartlarin hazirlanmasi (1-10): LH/ FSH yogunlugu, birinci tlipten onuncu
tlpe kadar asagidaki sekilde hazirlandh ve 100, 50, 12.5, 3.13, 1.56, 0.78,
0.39 ve 0 ng/ml standartlar: kullanildh.

: : .
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1) BSA ile hazirlanan 1.antikor soliisyonu hazirland:

2) Standart/ numune/ kontrolin her birinden 80 upl almip tasiyici (bos)
mikroplakaya aktarildi ve her birinin Uzerine 80 pl l.antikor sollsyonu
eklenerek 37 °C’de 1 saat preinkiibasyona birakildi.
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3) Preinkiibasyonun sonunda her kuyucuktan kapli mikroplakaya 40’ ar pul olacak
sekilde U¢ kuyucuga aktarilarak triplike calisildh.
4) Kapl1 mikroplaka gece boyu +4 °C’ de gece boyu inkiibe edildi.
5) Mikroplaka 4 kez yikand: ve kurutuldu.
6) BSA ile hazirlanan biyotinli antikor soltisyonu 100 ul/ kuyucuk olacak
sekilde pipetlendi ve 37 °C’de 1 saat inktibe edildi.
7) Mikroplaka 4 kez yikand: ve kurutuldu.
8) BSA ile hazirlanan Streptavidin-Peroksidaz Conjugate solisyonu 100 pl/
kuyucuk eklendi, +4 °C’de 15 dakika inktbe edildi.
9) Mikroplaka 4 kez yikandi
10) Substrat soltsyonu 150 ul/ kuyucuk eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda
inkuibasyona birakil di.
11) inktibasyon sonunda mavi renk olustu. Her kuyucuga 50 ul Stop Soliisyon
eklendi ve renk maviden sartya donust.
12) 450 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Synergy, Biotek HT) ile optik
dansiteler Olculerek standart egri olusturuldu ve konsantrasyonlar belirlendi.
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3.9. igtatistiksel Analiz

Bu calismada istatistiksel analizler SPSS istatistiksel paket programu ile
yapilmistir.  Shapiro-Wilk testiyle normal dagilima uygunluk incelendi (dagilim
normaldi). ikili karsilastirmalarda independent Sample t-testi kullanldi. Veriler
ortalama + standart sapma olarak sunuldu. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Vicut Agirhg Degisimi

Asagida tim gruplarin sitten kesim ve ardisik dort haftalik vicut agirlhiklart (Q)

degisimine iliskin bulgular sunulmustur.

Tablo 4.1. Tum gruplarin sitten kesim canli agirliklari (g).

Gruplar n Sitten kesm CA (g)
Polii:c (12-13.gin) 10 51,6+1,51
Kontrol (12-13.gun) 10 45,9+2,96
Poli i:c (14-15.gtn) 10 38,4+2,21
Kontrol (14-15.gin) 9 34,845,92
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Sekil 4.1. Prenatal donemin iki ayr1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 pl, ip) enjekte edilen gruplarin sitten kesim
agirliklar: Gzerindeki etkileri. ***P<0.001
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Tablo 4.2. Tum gruplarin ardisik dort haftalik vicut agirliklar: degisimi (g).

Gruplar n 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta
Poli i:c (12-13.giin) 10 72,9+04,5 89,4+05,3 110,1+05,1 125,5+05,0
Kontrol (12-13.giin) 10 59,1+12,8 75,3+15,7 097,8+19,3 114,4+13,1
Poli i:c (14-15.gin) 10 58,2+05,9 76,6+07,7 092,8+10,5 107,5+11,5
Kontrol (14-15.gin) 9 52,4+09,0 66,7+12,6 086,6+12,4 101,2+12,0
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Sekil 4.2. Prenatal donemin iki ayr1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli

I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin vicut
agirliklar: degisimi (Ardisik 1. Hafta) Gzerindeki etkileri. ***P<0.001
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Sekil 4.3. Prenatal donemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin vicut
agirliklar: degisimi (Ardisik 2. Hafta) Gzerindeki etkileri. ***P<0.001
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Sekil 4.4. Prenatal donemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin vicut
agirliklar: degisimi Gzerindeki etkileri. ***P<0.001
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Sekil 4.5. Prenatal donemin iki ayr1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
i:c, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin vicut
agirliklar: degisimi (Ardisik 4. Hafta) Gzerindeki etkileri. ***P<0.001

Tablo 4.3. Tum gruplarin sitten kesim ve son tartim agirliklart arasindaki vicut
agirliklart degisimi (g).

Gruplar n Sitten kesim-son agir ik (g)
Poli i:c (12-13.gun) 10 73,9+03,97
Kontrol (12-13.gun) 10 68,5+12,25
Poli i:c (14-15.gun) 10 69,1+11,20

Kontrol (14-15.gun) 9 66,3+07,25
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Sekil 4.6. Prenatal donemin iki ayr1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 pl, ip) enjekte edilen gruplarin sitten kesim
ve son tartim agirhiklar araligindaki kilo alimlari Gzerindeki etkileri. Gruplar
arasinda istatistiksel bir farklilik bulunmamustir.

4.2. Puberte ve Ostrus Dongiisii Bulgulari

Asagida tim gruplarin puberteye iliskin verileri ve sitten kesim agirliklart (Q)
hakkinda bulgular sunulmustur.

Tablo 4.4. Tum gruplarin puberteye ulasma zamanlar: (giin) ve puberteye ulastiklar
vucut agirliklar ().

Gruplar n Puberte (gin) Puberte vicut agirhgi(g)
Poli i:c (12-13.gln) 10 46+1,7 108+05,2
Kontrol (12-13.gun) 10 50+3,0 113+12,3
Poli i:c (14-15.gun) 10 54+4.9 101+13,1

Kontrol (14-15.gin) 9 53+3,3 104+11,9
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Sekil 4.7. Prenatal donemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin puberteye
ulasma gunleri Gzerindeki etkileri. ***P<0.001
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Sekil 4.8. Tum gruplarin glinlere gore puberteye ulasma yizdeleri
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Sekil 4.9. Prenatal donemin iki ayr1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin puberteye
ulasim agirliklar: Gzerindeki etkileri. * P<0.05

Tablo 4.5. Tum gruplarin dstrus dongusi uzunluklar1 (g) ve sitten kesim canli

agirliklart (g).

Gruplar n Ost. déng. Uz(g)
Poli i:c (12-13.gln) 10 813,05

Kontrol (12-13.gun) 10 9+1,76

Poli i:c (14-15.gun) 10 9+2,27

Kontrol (14-15.gun) 9 9+2,27
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Sekil 4.10. Prenatal doénemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin 6strus
dongileri uzunlugu Uzerindeki etkileri. Gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik

bulunmamustir.

Tablo 4.6. Tum gruplarin prodstrus, 6srus, metdstrus ve didstrus fazi uzunluklar

(gin). Veriler Medyan (minimum-maksimum) olarak sunulmustur. Aym situnda

farkl: harf bulunan gruplar birbirinden farklidir.

Gruplar Prodstrus Ostrus Metostrus Didstrus
Poali i:c (12-13.gln) 1,0(1,0-1,0) 0,0(0,0-1,0)a 1,0(0,0-2,0) 55 (2-12)
Kontrol (12-13.guin) 1,0(0,0-1,0) 1,0(0,0-1,0)b 1,0(0,0-1,0) 7,0 (4-10)
Poali i:c (14-15.gln) 1,0(0,0-1,0) 0,0(0,0-1,0)a 1,0(0,0-1,0) 6,5 (4-11)
Kontrol (14-15.guin) 1,0(1,0-1,0) 0,0(0,0-1,0)a 1,0(1,0-1,0) 4,0 (2-8)
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Sekil 4.11. Prenatal donemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin proostrus
dongdleri (gin) uzunlugu Uzerindeki etkileri. Gruplar arasinda istatistiksel bir

farklilik bulunmamustir.
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Sekil 4.12. Prenatal donemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin 6strus
donguleri (gun) uzunlugu Uzerindeki etkileri. Istatistiksel farkhilik diizeyi icin bkz
Tablo 4.6.
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Sekil 4.13. Prenatal donemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin metostrus
dongdleri (gin) uzunlugu Uzerindeki etkileri. Gruplar arasinda igtatistiksel bir

farklilik bulunmamustir.
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Sekil 4.14. Prenatal dénemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin didstrus
dongdleri (gin) uzunlugu Uzerindeki etkileri. Gruplar arasinda igtatistiksel bir

farklilik bulunmamustir.

| Grup | Sican# | Ostrus siklusu fazlarinin goreceli uzunluklar (%)




Kontrol (12-13. Giin)

Kontrol (14-15. Giin)

Sekil 4.15. Ostrus siklusu fazlarinin goreceli uzunluklari (%).

4.3. Histolojik Degerlendirme

53
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H-E boyama metodu uygulanan preparatlar incelendiginde, ovaryumun
histolojik yapisina uygun olarak, kortekste farkl: tiplerde folikuller ve korpus luteum;
gevsek bag dokusu 6zelliginde olan medullada ise ¢cok sayida kan damari gézlendi.

Batin gruplara ait kesitlerde atreziye ugramus folikiller izlendi. Atretik
foliklller oositlerinin, zona pellusida ve granuloza hiicrelerinin dejenere olmasi ile
karakterizeydi. Atretik foliklllerin bazilarinda, bu bulgulara ilaveten apopitoza
ugramis ¢cok sayida granuloza hticrelerine rastland.

Sekil 4.16. Ovaryumun genel gorunimi. H-E X4.
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E X40.

Sekil 4.17. Primordiyal (ince oklar) ve primer foliklller (kalin oklar). H

Sekil 4.18. Tek kath kubik granuloza hiicreleri ile cevrelenmis primer folikdl (ok).

H-E X40.



56

Sekil 4.19. Preantral folikdl (kalin ok), oosit sitoplazmasi (yi1ldiz) ve oosit nikleusu
(ince ok). H-E X40.

Sekil 4.20. Preantral (kalin ok) ve antral foliktl (ince ok) ile antral foliktlde yer alan
antrum (yildiz) ve zona pellusida (kesikli ok) izlenmekte. H-E X40.
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Sekil 4.21. Atretik folikul (kalin ok); oositin dejenere oldugu (ince ok) ve zona
pellusidanin kayboldugu izlenmekte. H-E X40.

Sekil 4.22. Atretik folikl; antrumda ¢ok sayida kondanse olmus apopitotik hiicre. H-
E X40.
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Sekil 4.23. Atretik bir foliktlin granuloza hiicre tabakasinda apopitoza ugramis

granuloza hticreleri. H-E X 100.

Asagida tim gruplarin sag ovaryumunda bulunan primordiyal, primer, preantral,

antral ve Graaf folikuller ile korpus luteum say1si hakkinda bulgular sunulmustur.

Tablo 4.7. Sag ovaryumda bulunan primordiyal, primer, preantral, antral, Graaf ve

atretik folikdl sayilar1 ile korpus luteum tabakasi kalinligir (um). Aym satirda farkl

harf bulunan gruplar birbirinden farklidir.

Gruplar Pali i:c Kontrol Pali i:c Kontrol
(12-13.gun) (12-13.gun) (14-15.gn)  (14-15.g0n)
Primordiyal 6,73+5,66° 7,80+5,90% 6,49+6,51%  10,49+9,27°
Primer 2,91+2,52% 3,27+2,67° 2,16+2,09° 2,87+2,19%
Preantral 2,49+2,63° 3,00+2,86% 3,82+3,10°  3,98+2,62"
Antral 1,401,572 1,47+1,242 1,82+1,98% 2,36+1,81°
Graaf 0,11+0,38% 0,24+0,53° 0,02+0,53°  0,09+0,47%
Atretik 3,67+3,20° 1,84+1,50° 3,00+2,94%  2,13+1,60™
K orpus 3,22+1,96% 3,36+2,85% 2,71+1,52%  2,98+1,52°

Luteum
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Sekil 4.24. Prenatal donemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
I:C, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 pl, ip) enjekte edilen gruplarin atretik folikil
sayilari. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

4.4. Serum Progesteron, FSH ve LH Testi Sonuclari

Asagida tim gruplarin didstrus fazindaki serum progesteron, FSH ve LH dizeylerine

iliskin bulgular sunulmustur.

Tablo 4.8. Tum gruplarin progesteron diizeyleri

Gruplar n Progesteron (ng/ml)
Poli i:c (12-13.giin) 10 14,32+341
Kontrol (12-13.guin) 10 19,60+4,12
Poli i:c (14-15.giin) 10 10,18+1,79

Kontrol (14-15.gun) 9 14,54+3,70
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Sekil 4.25. Prenatal donemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
i:c, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin serum

progeseron (ng/mL) dizeyleri. Gruplar arasinda idtatistiksel bir farklilik
bulunmamustir.

Tablo 4.9. Tum gruplarin FSH ve LH duzeyleri.

Gruplar n FSH(ng/ml) LH(ng/ml)

Poli i:c (12-13.gun) 10 25,8446,14 12,11+4,35

Kontrol (12-13.giin) 10 26,2345,11 14,18+6,29

Poli i:c (14-15.gun) 10 28,26+8,99 16,41+5,72

Kontrol (14-15.gun) 9 21,86+2,27 14,62+3,79
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Sekil 4.26. Prenatal donemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
i:c, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 pl, ip) enjekte edilen gruplarin serum FSH
(ng/mL) duizeyleri. Gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik bulunmanmustur.
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Sekil 4.27. Prenatal donemin iki ayri1 zaman diliminde sentetik cift zincirli RNA (poli
i:c, 10 mg/kg, ip, 50 ul) veya salin (50 ul, ip) enjekte edilen gruplarin serum LH
(ng/mL) duizeyleri. Gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik bulunmanmustur.
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5. TARTISMA

Bu calismayla, viral mimetik etkisi gosteren sentetik ¢ift zincirli RNA'min
(poli i:c) gebe sicanlara tek doz uygulanmasinin disi yavrularda tremeyi ve gelisimi
programlayabilecegi ve fetal hipotalamik gelisimin baslangic asamalarimin bu
programlamada daha kritik éneme sahip oldugu ilk defa olarak gosterilmistir. Elde
edilen bulgular, annenin gebelik doneminde gegirecegi viral enfeksiyonlarin fetusta
hipotalamik gelisimin kritik donemine denk gelmesi halinde, postnatal gelisimi ve
Uremeyi programlayici bir etki gosterebilecegine iliskin ilk verilerdir. Maternal 12-
13. ginlerde poli i:c uygulamasi, postnatal donemde disi sican yavrularinda agirlik
artisina yol acarak pubertenin diger gruplara gore daha erken gergeklesmesini
saglamustir. Bu durum esasen beklentimizin aksine gerceklesen bir durumdur. Clnki
normal sartlarda annenin gegirecegi viral enfeksiyonun, yavrunun pubertal gelisimini
olumsuz yonde etkileyecesi dustinulmistir. Uremeyle ilgili sorunlarin veya
sratgjlerin daha iyi anlasilabilmesi icin ‘yasamoykisl modelleri’ teorisi ortaya
atilmistir (97). Bu teoriye gore, organizmalar basarili bir treme saglamaya calisirken
intrinsik ve ekstrinsik olarak simirlandirilmislarcir (97). Ornegin, Sloboda ve ark.
(2011) tarafindan bildirildigi gibi, olgunlasmams bir organizma, Ureme aktivitesi
gbstermeden Once bilyiime ve gelisme icin enerji depolar fakat bu enerji yalmzca
cinsel olgunluga erisildigi donemde tUreme fonksiyonlar: icin kullamlabilir duruma
gelir (98). Bu baglamda da enerjinin yetersiz oldugu durumlarda Gremenin
ertelendigi, sartlarin normallestigi durumlarda da dremenin yeniden basladig:
bildirilmistir. Ote yandan, yine Sloboda ve ark. (2011), organizmanin yasamin ilk
asamalarinda zor sartlar altinda kalmasinin, treme aktivitesini erkene almasina neden
oldugunu bildirmistir. Cunki yasamin ilk asamasindaki zor sartlarin yiksek diizeyde
6lume neden olma olasiligint dikkate alan organizmanin, Uremeyi erken doneme
cekerek bu negatif etkinin  olumsuz tesrlerinden kurtulmaya calistigi
distuntlmektedir (99; 100; 101). Prenatal donemde de fetusun annedeki olumsuz
sartlart algilayarak kendisi icin bir stratgji gelistirdigi ve ‘6lmeden 6énce mimkin
oldugunca cok defa Uremesi gerektigi’ sonucuna vararak hem dogum sonrasi
gelisimini hem de hem de Ureme performansim artirdig: bildirilmistir (97). Bu teori,
mevcut calismada elde edilen bulgularla oldukga uyumludur. Gebeligin 12-
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13.gunlerinde poli i:c verilen grupta kendi kontroliine gore postnatal gelisim daha
hizl1 olmus ve puberta daha erken sekillenmistir. Bununla beraber, 14.-15. Gunlerde
poli i:c enjekte edilen grupta benzer bir etkinin gorilmemis olmasi, néronal gelisim
déneminin oldukca 6nemli olabilecegini ve bu tir drateilerin gelistirilmesinin
zamana veya fizyolojik doneme bagli olabilecegini gostermektedir. Bu tdr bir
stratgjinin - gelistirilmesinde hipotalamusun gelisiminin de ©nemli bir faktor
olabilecegi gz ardi edilmemelidir. Bu konuda yeni ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi
asikéardir.

Diger gruplarla karsilastirildiginda 12-13. gunde poli i:c enjekte edilen
annelerden dogan yavrularda pubertamn erkenden olusmasi ile ilgili olarak baska
bazi spekilasyonlar da yapilabilir. Poli i:c yapisal olarak ndronal biylme
faktorlerine benziyor olabilir ve bu blyime faktorlerinin etkileri 0Ozellikle
hipotalamik cekirdeklerin gelisimlerinin baslangic donemlerinde daha baskin
bulunabilir. Fakat bu konuda herhangi bir calismaya rastlanmamustir. Ote yandan bir
diger alternatif olarak, fetal hipotalamik cekirdeklerin gelisim dénemlerinin
baslangicinda uygulanacak bir strese karsi1 olusturulan tepki Gremenin daha erkenden
aktivasyonuna yol agmis olabilir. Viral enfeksiyonlarin gesitliligi, kolaya bulagsmast
ve tedavilerinin daha zor olmasi nedeniyle, her iki durumla ilgili olarak yeni
calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Elde edilecek bulgular, giinimiizde pubertanin
bazi insanlarda erkenden olusmasina (prekok puberta) 1s1k tutabilir ve bu baglamda,
bu tdr kisilerin annelerinin gebeliklerinde viral bir enfeksiyon gegirip gegirmedikleri
incelebilir.

5.1. Pali i:c ve prepubertal agirhk degisimi

Maternal 12-13. gunde poli i:c uygulanmasi, yavrularin sitten kesim
agirhiginda artisa neden olmustur. Ayrica, maternal 12-13. gunlerde poli i:c
uygulanan grupta, canli agirliklar siitten kesim sonrasi 4 hafta boyunca da hem kendi
kontroltine gére hem de maternal 14-15. gunlerde maternal poli i:c uygulanan gruba
gore daha yuksek bulunmustur. Dolayisiyla, vicut agirligint kontrol eden sistemin,
poli i:c maruziyetine duyarliliginin gebeligin 12-13. gunlerinde daha yiksek oldugu

sonucuna varilabilir.
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Yapilan literattr taramalarinda prenatal poli i:c uygulamasim takiben
yavrularda kilo artis1 ve erken pubertaya iliskin bir calismaya rastlanmamustir. Ote
yandan sistemik olarak gebe ratlara poli i:c uygulandiginda annelerde kilo kaybi
gorulmistur (30, 42). Bu kilo kaybinin yavrularda da disuk dogum agirligr ve
gelisim yetersizligi yapmasi muhtemeldir. Clnki Gereltsetseg ve ark. (2012)
yaptiklar: calismada disi anne sicanlarda beslenme yetersizliginin fetliste intrauterin
blytme geriligi nedeniyle disi yavrularda puberta baslangicint geciktirdigini tespit
etmislerdir. Ayrica dogumdan sonra bu yavrulardaiyi bir beslenme uygulamasinin da
bu durumu degistirmedigini vurgulamiglardir (102). Ancak, tez ¢alismasinda, 12-13.
Gunlerde poli i:c uygulanan grupta agirlik distkliginden ziyade deneme boyunca
agirhik artist gézlenmistir. Bu durum da beslenme yetersizliginin kompanze edilmis
olabilecegini ya da bu donemde uygulanan poli i:c'nin istah mekanizmalarin aktive
etmis olabilecegini distindirmektedir.

5.2. Pali i:c ve Puberta

Calismamizda puberta ve Ostrus sikluslar: literatire gore genel olarak uzun
bulunmustur. Bunun nedeni ile ilgili olarak deney hayvanlar: Gretiminin 1si, 151k gibi
parametreleri detaylica kontrol edilmis ve normal olduklarina kanaat getirilmistir.
Ayrica yemin enerji icerigi de incelenmis, baska calismalarda yeme ilave enerji
katilmas: da problemi ¢bzememistir. Bu durum calismayi yapan kisi ile de ilgili
degildir. Clinkl farkli calismalarda da benzer sonuglar alinmistir. Bu farkliligin
ortaya cikarilabilmesi icin uzun vadeli ¢calismalara ihtiyag bulunmaktadr.

Y asamOykisii modeller teorisi pubertaya erisimin gebeligin 12.-13 gunlerinde
enjekte edilen grupta erkenden sekillenmesini agiklayabilmektedir. Fakat spesifik
mekanizmalarin neler olabilecegi acik degildir. Bu donemde, poli i:c uygulamasi
noronal gelismeyi dogrudan etkileyerek pubertamin daha erken olusmasina yol agmis
olabilir. Memelilerde pubertenin baslamasi icin gerekli GhnRH ndronlarinin dretimi
sicanlarda embriyonik 12. gin pik yapmaktadir. Ilk n6roendokrin hicreler ise
embriyonik 11-12. ginler arasinda olusmaktadir (62). Calismamizda, GnRH
dretiminin pik yaptig1 donemde (12-13. gunler) poli i:c yapilan grup pubertaya daha
erken ulagsmistir. Bu donemde uygulanan poli i:c’'nin GnRH noéronlarin etkileyerek
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pubertamin erkenden olusmasina yol actigi duslntlebilir. Her ne kadar tez
caismasinda LH ve FSH hormonlari agisindan gruplar arasinda bir farklilik
belirlenmemis olsa da bu hormonlar puberta sonrasi 6lculdigi icin dongusel
degisimler ve geribildirim mekanizmalar1 bdyle bir etkinin ortaya ¢ikmasin
zorlastirmis olabilir. Fakat yine de beynin Ozellikle de kisspeptin ndronlarinin
plastisitesini gozard: etmek mimkiin degildir.

Poli I:c 12. Gunde verildiginde yavrunun canli agirligint artirmistir. Bunun
nedenlerinin belirlenmesi oldukga 6nemlidir. Bu agidan yaklasildiginda asagidaki
yorumlar yapilabilir:

1. Polii:c gebelik ve gebelik dig1 dénemlerde enjekte edilen sicanlarda gegici bir
istahsizlik ve kilo kaybina yol agmaktadir (28). Dolayisiyla mevcut calismada da
gebe sicanlarda enjeksiyon siirecinde kilo kaybinin olusmus olmasi olasidir. Boylesi
bir durumun fetls Gzerine olumsuz etki yaparak gelisimde bir duraksamaya yol
acmis olmast da muhtemeldir (28). Fakat daha sonraki asamalarda bu kilo kaybinin
kompanze edildigi hatta bu kilo kaybin tolare eimek icin vicudun normalden daha
blylk bir tepki verdigi dustnulebilir.

2. Poli i:c annede istahsizlik ve kilo kaybina yol agmis olmakla beraber fetusun
agirhiginda bir degisiklik olusturmamis olabilir. Fakat boylesi bir durumda annede
aciga cikan bazi metabolik (6rnegin ketoasitler v.s.) veya enflamatuar faktorler
(6rnegin IL-1beta v.s) etkisiyle fetusun blydmesi tetiklenmis olabilir. Nitekim
doyma ve ndroendokrin kontrol ile ilgili olan ventromedial ¢ekirdek ve istah ileilgili
olan lateral hipotalamik alandaki noronlarin pik gelisim dénemi, calismamizin
yapildig1 dénemdir (62). Esasen lateral hipotalmik alamin gelisim dénemi embriyonik
12-13. gunler oldugundan, bu gekirdegin gelisimine poli i:c’nin yapmis oldugu
muhtemel etki calismamizda da 14-15. gunlerde gozlenmemistir. Boylesi olasi bir
etkininin mekanizmalar1 hakkinda detayl1 calismalaraihtiyag vardr.

3. Gebelik doneminde enjekte edilen poli i:c annede kilo kaybina yol agarken
ayni zamanda annede yavrunun biyumesiyle ilgili mekanizmalar: gereginden fazla
aktiflestirmis olabilir. Ornegin bu asamada enjekte edilen poli i:c meme gelisimi ve
st Uretimini pozitif yonde etkilemis olabilir. Prolaktin salimminda 6énemli olan
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arkuat nukleus da gebeligin 13-15. gunleri arasinda pik gelisim gostermekle beraber
(62), poli i:c’nin buradaki noronlar Gzerine nasil bir etki yaptig: bilinmemektir.

4. Gebelik doneminde anneye yapilan poli i:c enjeksiyonlari, fetusda biyiimeyle
ilgili bazi mekanizmalar1 kalici olarak programlamis olabilir. Bunlar arasinda iskelet
ve kas gelisimi, karaciger ve pankreas gelisimi veya vicut yaglilig: olabilir. Nitekim,
Garay ve ark. (2013) poli i:c ile maternal immun aktiasyonunun farelerde beyin
sitokin dizeylerini kalici olarak etkiledigini tespit etmislerdir. Embriyonik 12-13.
gunler arasinda poli i:c enjekte edilen gebe sicanlarin yavrularinda sosyal etkilesimde
gerilik, iletisimde yetersizlik, hafizada sorunlar ve ventrikillerde genisleme ile ilgili
bircok kalict sorun tespit edilmistir. Bununla beraber, vicut gelisimi, kilo kazanci
veya yeme-icme davranislarini inceleyen calisma bulunmamaktadir (102). Oysaki
mevcut ¢alisamadan elde edilen sonuclar tiim bunlarin incelenmesi gerektigini ortaya
koymaktadir.

Pubertaya diger gruplardan daha erken ulasilmasi ister GnNRH noronlarinin
etkilenmesi veya isterse dolayl olarak agirlik artis1 nedeniyle gerceklessin, oldukca
onemli bir bulgudur ve bu konuda yeni arastirmalarin yapilmasi gerektigini ortaya
koymaktadir. Hatta calismadan elde edilen sonuglar, bu dénemin oldukca kritik bir
dénem oldugunu gostermektedir. Cinkl 14-15. gunlerde yapilan poli i:c’nin boyle
bir etkisi tespit edilmemistir.

Epidemiyolojik calismalar, gebelik sirecinde gecirilen enfeksiyonlarin
yavrularda postnatal donemde beyin gelisimini olumsuz yonde etkileyebilecegini ve
norogelisimsel  bozukluklar agisindan ciddi  bir risk faktord olusturdugunu
gostermektedir (14, 34, 44, 45, 68, 103). Forest ve ark.(2012) yavrularin beyin
gelisimini ineceledikleri calismalarinda gebe sicanlara €14, €16 ve €l18. gunler de 10
mg/kg’ dan poli i:c enjekte etmislerdir. Postnatal 21. giinde sonlandirdiklar: deneyde
basta noral gelisim ve sinaptik ileti ile iliskili molekiller etkilenmek Gizere beyindeki
secici molekdl degisiminin poli i:c tarafindan induklendigi gorulmustir (34). Garbett
ve ark. gebelikte poli i:c uygulayarak olusturduklart MIA’mn embriyonik beyinde
gucli ve yaygin gen ekspresyon degisikliklerine neden oldugunu tespit etmislerdir
(104). Landrigan ve Soto yaptiklart calismada, erken prenatal ve neonatal gelisim

boyunca yasanan olumsuz durumlarin bireyin ileriki yasaminda pubertal
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zamanlamayr degistirebilecegini  vurgulamiglardir (79, 80). Dolayisiyla tim bu
calismalar, GnRH ndronal gelisiminin de poli i:c uygulamasindan etkilenme olasiligim
artirmaktadir.

Gebelik sirasinda maternal enfeksiyonlarin zamanlamasi, yavrularda norogelisimsel
yanit ya da sonuclarda cok énemli bir rol oynadigi gorulmektedir. Farkli norogelisimsel
programlar, farkli evrelerde etkilenir ve farkl: yanitlarla sonuclanmir (4). Nitekim, Le ve
ark. (2010) yaptiklar: bir calisgmada viral analoglara erken maruziyetin geg maruziyete
oranla daha genis davramis bozukluklari ve ndroanatomik sekelleri tetikledigini
vurgulamislardir (19). Farelere €9 ve el7. ginler de poli i:c uygulayarak yaptiklar: bir
diger calismada ise farkl1 davrams bozukluklari, néropatolojik farkliliklar ve akut sitokin
yanitlar elde etmislerdir (45). Dolayisiyla, poli i:c'nin calismamizdaki gibi farkl
donemlerde uygulanmasinin  farkli  etkiler  olusturabilecegine iliskin  kanitlar
bulunmaktadir.

Maternal dénemde poli i:c uygulamasi, primordiyal, primer, preantral, antral ve
Graaf hicre sayisinda bir degisiklik olusturmamis ve korpus luteum kalinlhigim
etkilememistir. Dolayisiyla gebelik doneminde uygulanan poli i:c’ nin ovaryum aksindan
ziyade hipotalamik aksi etkilemis olmas: daha olasidir. Maternal 12-13. gunde poli i:c
uygulamasinin yavrularda atretik folikil sayisim artirmis  olmasinin  nedeni  ise
bilinmemektedir.

Sitokinler, biuyume faktorleri (105) ve pubertal baslangictan sonra artan FSH
dalgalar1 (68) folikulleri atreziden korumaktadir (105). Poli i:c ile ilgili calismalarda
uygulamay: takiben iki saat icinde annede, pro-inflamatuvar sitokinler olan interlokin
(IL)-6, timor nekroz faktor (TNF)- (30, 41) ve IL-1p’min (41) plazma seviyeleri artip,
hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) yamitlar olusmaktadir (43). TNF-a graniloza
hiicrelerde, hiicre 6liimii ve cogalmanin her ikisini de uyarabilmektedir. Ostrojen, insilin
benzeri buyume faktora (IGF), FSH, IL-1p ve IL-6 graniloza hicrelerin hayatta kalma
faktorleri olarak karakterizedir. Calismamizda FSH ve LH seviyeleri agisindan bir
farklilik gorulmemistir. Fakat diger faktorlerin poli i:c enjeksiyonu sonrasinda atreziye
ugramay1 nasil tetikledigi bilinmemektedir. Ayrica gebeligin 12-13. gunlerinde poli
i:c'nin atreziyay: etkilerken 14-15. Gunlerinde enjekte edilen poli i:c’nin neden atreziyi
neden etkilemedigi bilinmemektedir. Poli i:c’' nin zamana bagli olarak dinamik bir islevi

(atrezi) kalici olarak programlamis olmasi Uizerinde durulmasi gereken bir bulgudur.
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6. SONUC VE ONERILER
Tez calismasindan elde edilen sonuclar asagidaki gibi siralanabilir:

Viral mimetik poli i:c enjeksiyonunun etkisi gebeligin donemine baglidir.
Fetal hipotalamik cekirdeklerin gelisimlerinin  meydana geldigi zaman
diliminin basinda yapilan poli i:c (gebeligin 12-13. glnleri) postnatal
donemde yavrularin agirliklarim artirmis ve pubertaya daha kisa sirede
ulasmaya neden olmus ve atretik folikil sayisim azaltmustir. Fakat
hipotalamik gekirdeklerin gelisimlerinin sonunda (gebeligin 14-15. gunleri)
yapilan poli i:c enjeksiyonunun ise bdyle bir etkisi gozlenmemistir.
Dolayisiyla sicanlarda gebeligin donemleri arasindaki 1-2 gunlik fark,
organizmanin tepkisinde buyuk farkliliklara yol agabilmektedir.

Fetal hipotalamik cekirdeklerin gelisiminin baslangic asamasi, viral

mimetiklerin etkisine karsi1 duyarliligin oldugu bir asamadir.

Viral enfeksiyonlarin c¢esitliligi, bulasma olasiliklarimn  yiksekligi - ve
tedavilerinin zor olmasi ve ayrica tez ¢alismasindan elde edilen bulgularin potansiyel
Onemi; hipotalamik cekirdeklerin gelisimlerinin dikkate alinarak yeni calismalarin
yapilmas: gerekliligini ortaya koymustur.
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