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OZET

Polikistik Over Sendromu Olusturulmus Sicanlarda Zona Pellusida
Glikoproteinlerinin Ekspresyonu ve Ince Yapisinin Incelenmesi

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganhk yasindaki kadinlarin
yaklasik %6-10’unda goriillen ve farkhh nedenlerden dolayr ortaya c¢ikan bir
endokrin  sistem bozuklugudur. Hastalarda primer olarak ovaryan
hiperandrojenizm, artan luteinlestirici hormon sekresyonu, menstrual fonksiyon
bozuklugu ve infertilite gozlenmektedir. PKOS'ta goriilen infertilitede zona
pellusida glikoproteinlerinin rolii olup olmadig1 bilinmemektedir. Bu ¢alismada
PKOS olusturulmus sicanlarda, zona pellusida glikoproteinlerinden olan ZP2
glikoproteininin follikiilogenezis siiresince ekspresyonunun degerlendirilmesi ve
ince yap1 diizeyinde yapisal 6zelliklerinin incelenmesi amaglandi.

Cahsmada 36 adet Wistar cinsi disi sican kullanild1 ve sicanlar kontrol
grubu, tasiyic1 grup ve PKOS grubu olarak 3 gruba (n=12) ayrildi. Deneklerin
overlerinden elde edilen kesitlerde ZP2 glikoproteini ile immiin isaretleme
yapilirken, 4 denegin sol overi elektron mikroskobik inceleme i¢in kullanilda.

Kontrol grubunda ve tasiyic1 grupta primer, sekonder ve tersiyer follikiil
asamalarinda ve graniiloza hiicrelerinde ZP2 immiin isaretleme yogunlugunun
benzer oldugu, PKOS grubunda ise anlamh olarak azaldig saptandi (p<0,001).
Tiim gruplarin elektron mikroskobik olarak cekilen mikrograflarn ZP
kahnhklarn 6lciildii ve anlamh bir farkhlik saptanmadi. PKOS grubunda
multilaminar primer ve sekonder follikiillerin bir kisminda graniiloza
hiicrelerinde apopitozisin arttigl, graniiloza hiicrelerinin bazal laminalarinda
kalinlasma ve diizensizlik oldugu goriildii. Ayrica tersiyer follikiillerde daha
belirgin olmak iizere ZP'de diizensizlik, elektron dansitesinde artis, vakuolizasyon
ve graniiler yapi birikimleri gozlendi.

Sonu¢ olarak PKOS'ta follikiillogenezin primer follikiill asamasindan
itibaren ZP2 ekspresyonunun azalmasimin ve zona pellusida da yapisal
degisikliklerin goriilmesinin normal follikiillogenezis ve fertilizasyon siirecini
bozabilecegi ve kadinlarda subfertilite veya infertiliteye yol acabilecegi
diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Polikistik over sendromu, follikiilogenezis, zona pellusida,
oosit, graniiloza hiicreleri.
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ABSTRACT

Zona Pellusida Glycoprotein Expression and Ultrastructure in Rats with
Polycystic Ovary Syndrome

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common endocrine disorder
of women in their reproductive ages with a prevalence between 6 and 10%.
Primarily, the patients observed had problems like ovarian hyperandrogenism,
increasing luteinizing hormone secretion, menstrual problems and infertility. It is
unknown whether zona pellusida glycoproteins have roles in the infertility
experienced because of PCOS. In this study, the aims are to identify the structural
properties of ZP2 glycoprotein, which is one of the zona pellusida glycoproteins, as
a ultrastructure and to evaluate its expression during folliculogenesis of the rats
with PCOS.

In this current study, totally 36 female rats, of which species is Wistar, have
been used, and they have been seperated into groups as control, PCOS and
carriers (n=12 for each group). With the sections from the ovaries of the rats,
immune identification has been done via ZP2 glycoprotein. Left ovaries of the four
rats have been used for microscopic examination.

In the control and carrier groups, the density of identification have been
found out to be same in primary, secondary and tertiary follicular stages; however,
it has been found out that it has decreased significantly in PCOS group (p<0,001).
In the micrographs of all groups at the ultra structural level, the thickness of ZPs
has also been measured, and there have not been found a statistically significant
difference between them. In PCOS group, multilaminar primary and secondary
follicules have experienced an increase in apoptozis of granulosa cells. There have
been thicknesses and disorders in basal laminas. Furthermore, there have been
observations such as disorders of ZP, increase in electron density, vacuolization,
granular structure accumulations, which are particularly distinct in tertiary
follicules.

Consequently, it has been concluded that the decrease in ZP2 expression,
since the follicular stages of folliculogenesis, as well as the structural changes in
zona pellusida may lead to problems in normal folliculogenesis and fertilization
processes; and thus, they may lead to subfertility or infertility.

Key Words: Polycystic ovary syndrome, folliculogenesis, zona pellucida, oocyte,
granulosa cells.
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganlik yasindaki kadinlarin yaklasik
%6-10’unda goriilen ve farkli nedenlerden dolayr ortaya g¢ikan bir endokrin sistem
bozuklugudur (1, 2, 3). PKOS’un fizyopatolojisi tam olarak agiklanamamis olmakla
birlikte, hastalarda ovaryan hiperandrojenizm, hiperinsiilinemi, artan luteinlestirici
hormon (LH) sekresyonu, menstrual fonksiyon bozuklugu, hirsutizm ve infertilite
gozlenmektedir (1, 4, 5). PKOS’lu anovulatuar kadinlarda, endokrin sistem
degisikliginden dolay1 follikiiler gelisimde bozukluk gézlenmektedir (3. 4). Yardimci
iireme teknikleri tedavileri siiresince PKOS’lu hastalarda tipik olarak, toplanan oosit
sayisinda azalma oldugu belirtilmektedir. Bu hastalarda oositlerin kalitesi bozulmakta,
fertilizasyon ve implantasyon orani diismekte, buna bagli olarak diisiik yapma orani
artmaktadir. Ovaryan faktorlerdeki herhangi bir diizensizlik, oogenezi, oositi ¢evreleyen
graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki iletisimi ve embriyonik gelisimi negatif olarak
etkilemektedir (1, 6).

Yapilan ¢alismalarda PKOS’lu hastalarda 6zellikle androjen hormonuna bagl
olarak follikiil i¢i mikrogevrenin bozuldugu ve bu nedenle oosit gelisiminin olumsuz
yonde etkilendigi belirtilmistir (7). Anovulatuar PKOS’ta graniiloza hiicrelerinde
anormal ¢ogalma, oosit ve ¢evresindeki graniiloza hiicrelerinin biliyiimesinde bozulma
gozlenmistir. Bu durumda oosit ile graniiloza hiicreleri arasindaki normal etkilesimin
degistigi belirtilmistir (8).

Oogenez sirasinda, oosit maturasyonu ve fonksiyonunda rol alan bir¢ok protein
sentezi gerceklesmektedir. Zona pellusida (ZP) tabakasini olusturan glikoproteinler
bunlardandir. Bu tabaka fertilizasyon siiresince spermin oosite baglanmasinda ve gesitli
molekiiler degisimlerde 6nemli rol oynamaktadir. Ayni zamanda ZP fertilizasyon
sirasinda  polispermiye engel olmakla birlikte oositin ve implantasyon Oncesi
endometriyumda blastosistin etrafinda koruyucu bir bariyer gorevi gormektedir (9, 10,
11). insan primordial follikiillerinde hem oosit hem de graniiloza hiicreleri tarafindan
ZP glikoproteinlerinin sentezlendigi bildirilmistir (10, 12).

PKOS’lu hastalarda karsilasilan temel sorun olan hiicreler arasindaki etkilesimin

bozulmas1 nedeni ile ZP glikoproteinlerinin de sentez mekanizmasinin aksayacagi



diisiiniilmektedir. Literatiirde PKOS’lu hastalarda, oogenez siiresince, PKOS’un ZP
glikoproteinlerine etkileri ile ilgili caligmaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada,
giinimiizde kadin infertilitesinde o©nemli bir neden olarak gorilen PKOS’un,
fertilizasyon ve embriyo gelisiminde biiyiik rolii olan ZP'de meydana getirecegi olasi
yapisal degisikliklerin ve ZP2 glikoproteininin ekspresyonunun degerlendirilmesi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganlik yasindaki kadinlarda, prevalansi
%6-10 oraninda goriilen ve farkli nedenlerden dolayr olusan bir endokrin sistem
bozuklugudur. PKOS’lu hastalarda, karakteristik olarak oligo ya da anovulasyon, biiyiik
polikistik overler, ovaryan hiperandrojenizm gozlenmektedir. PKOS'lu hastalardaki
fenotipik ifadenin ¢esitliligi klinik ¢aligsmalar1 zorlagtirmaktadir ve bu nedenle
sendromun etiyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (13).

PKOS'lu hastalarda oligo ya da anovulasyon, Kkistik overler ve
hiperandrojenizmin yani sira hiperinsiilinemi, artan luteinlestirici hormon (LH)
sekresyonu, menstrual fonksiyon bozuklugu, hirsutizm ve kisirlik gozlenmektedir.
PKOS’lu anovulatuar kadinlarda, endokrin sistemdeki dengenin bozulmasi nedeniyle
follikiiler gelisim durur (14). Yardimci iireme teknikleri (UYT) tedavileri siiresince
PKOS’lu hastalarda tipik olarak, toplanan oosit sayisinda azalma gozlenmekte, fazla
sayida follikiil olusmakta, fakat gelisen follikiillerin olgunlagmasi erken evrede
duraksamaktadir (15, 16). Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki, PKOS'lu hastalardan
toplanan oositlerin kalite degerleri disiiktiir. Buna bagl olarak fertilizasyon ve
implantasyon oranlart PKOS'lu olmayan kadinlara gore azalmaktadir (15).

PKOS'lu hastalarda follikiil ~ gelisimindeki diizenleyici mekanizmalar
bozulmaktadir (17). Ovaryan faktorlerdeki herhangi bir diizensizlik, oositi ¢evreleyen
graniiloza hiicreleri ve oosit arasindaki iletisimi, oositin olgunlagsmasini, embriyonik
gelisimi negatif olarak etkilemektedir. UYT tedavisi géren PKOS’lu hastalarda bu
durum goézlenmistir. Bunun sebebinin PKOS'lu hastalardaki yiiksek Ostrojen seviyesi
oldugu disiiniilmektedir. Ayn1 zamanda LH seviyesinin de yiiksek olmasi oosit
olgunlagsmasini1 ve fertilizasyon oraninmi diisiiriitken, embriyo kalitesini bozar, dogum
oraninin azalmasina ve diisiiklerin artmasina sebep olur (14, 15). PKOS’lu hastalarda
LH hormonunun fazla salgilanmasi follikiil sitimiile edici hormonunun (FSH) islevini
baskilar ve bu da graniiloza hiicreleri ile oosit arasindaki etkilesimi bozarak follikiillerin
olgunlagmadan dejenere olmasina ve olusan antral follikiillerin de kii¢iik kalmasina

sebep olur (18).



PKOS, kadinlarda sekonder olarak obesiteye, metabolik hastaliklara, insiilin

direng bozukluguna, kardiovaskiiler hastaliklara ve diyabete sebep olmaktadir (16, 19).

2.2. Normal Follikiilogenezis

Oogenezis, oogonya denilen primitif germ hiicrelerinin olgun oositlere
dontismesi ile gergeklesen olaylar dizisidir. Hiicrelerdeki bu olgunlasma siireci
dogumdan Once baslar, puberte sonrasinda tamamlanir. Puberteden baslayarak, lireme
yasami1 boyunca kadinlar devamli olarak aylik tireme siklusuna girer ve bu siklus
hipotalamus, hipofiz, ovaryumlar, uterus, uterin tiipler, vajina ve meme bezlerini
ilgilendirir (20).

Hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), hipofizde
tiretilen FSH ve LH'" uyararak ovaryum tizerindeki etkisini baglatmis olur. Temel olarak
FSH ovaryum follikiiliiniin gelisimini ve follikiil hiicrelerinden Ostrojen salinimini
saglarken, LH ovulasyonu tetikler, follikiil hiicreleri ve korpus luteumu uyararak
progesteron tiretimini saglar (19, 21). Follikiilogenezis ise follikiil havuzundan segilen
follikiillerin biiylime fazina girmesiyle baslar. Erken evrelerinden itibaren, hiicresel
cogalma ve farklilagma asamalarindan gecer ve bir c¢ogu olgunlasmasini
tamamlayamadan atreziye ugrar (16, 22). Pubertede gonadotropinlerin etkisiyle
primordial follikiiller, primer follikiilleri olusturur (20) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Ovaryumun sematik yapisi (23).



2.2.1. Primordiyal Follikiillerin Primer Follikiillere Gelisimi

Primordial follikiil yillarca dinlenme evresinde kalabilmektedir. Follikiiliin,
primer follikiile gelisimi i¢in gercken sinyaller heniiz tam olarak aydinlatilmamistir
(24). Fakat, gonadotropinlerin biiyiik etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yani sira
oosit ve graniiloza hiicreleri tarafindan tretilen bazi faktorler primordiyal follikiilii
aktiflestirmekte ya da bu hiicreleri inhibe edebilmektedir (22). Her primordial follikiil
profaz I’in diploten evresinde bekleyen bir oosit i¢cermektedir ki, bu follikiil yassi
graniiloza hiicreleri ile ¢evrelenmistir (23, 25). Oncelikle oositte MRNA sentezlenmeye
baglar. Follikiil, primordial evreyi terk ederken biiylime asamasi baslar, oositte ve
graniiloza hiicrelerinde bir¢ok 6zel degisiklikler meydana gelir. Graniiloza hiicreleri
yassidan kiibik forma degisir, teka hiicre formasyonu olusur (26). Ayni zamanda bu
asamada Zona Pellusida (ZP) belirir (25). Ayrica, graniiloza hiicrelerinde, Anti-
miilleryen hormon (AMH) sentezi primer follikiil evresinde baslamaktadir. Boylece
geride kalan primordial follikiillerin gelisimini etkileyerek dinlenme salonunu terk
etmelerini engeller. AMHnin dretimi oosit kaynakli faktorlere de cevap olmakta ve
primer follikiil gelisimini engelleyerek gerekenden fazla follikiiliin olgunlagmasini
engellemektedir (15, 27).

Primer follikiildeki teka hiicre tabakasi olusumu kritik olarak, oosit kaynakli
biiylime-farklilasma faktorii (GDF-9) ve graniiloza hiicresi kaynakli Kit Ligand (KL)
faktoriine baghdir. KL, integral transmembran proteini olup hematopoetik biiyiime
faktoridiir (25). Bunlara ek olarak GDF-9 teka hiicrelerinin androjen iiretimini
diizenleyerek androjen miktarin1 arttirir. Teka hiicreleri kaynakli androjen, FSH
reseptoriiniin artmasini saglamaktadir (22). insan ve fare primer follikiiliinde androjen
reseptorleri bulunmaktadir ve farelerle yapilan caligmalar gostermektedir ki bu
reseptorlerin  yapist bozulursa FSH reseptoriiniin  de ekspresyonu azalmakta,
follikiilogenezis bozulmakta ve prematiir ovaryan basarisizligi gergeklesmektedir (28,
29). Dahasi, androjen reseptorii kaybi hedef alinirsa, murin preantral ve antral graniiloza
hiicrelerinde verimlilik azalmakta, follikiiler atrezi olusmakta ve oositin fertilizasyonu

olumsuz olarak etkilenmektedir (30).



2.2.2. Primer Follikiillerin Sekonder Follikiillere Gelisimi

Sekonder follikiil gelisimi sirasinda follikiiller, ek olarak steroid reseptorler
kazanmakta ve gap junction miktar1 artmaktadir. Sekonder follikiil, gelisimi sirasinda
gonadotropinlere daha bagimli hale gelmektedir. Bunun sebebi ise reseptor aktivitesinin
ve diizeyinin degismesidir (25). Graniiloza hiicreleri artmakta, antrum olusmakta,
graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri follikiildeki yerlerini almakta ve ¢esitli faktorler
salgilanmaktadir (31). Asil bu donemin karakteristik 6zelligi graniiloza hiicre tabakalar
arasinda sivi dolu bosluklarin olusup birleserek antral boslugu olusturmalaridir (20).
AMH, graniiloza hiicrelerinden sentezlenmektedir ve primer follikiil olusumunu kontrol
etmektedir, asir1 miktarda primer follikiil olusumuna FSH ile birlikte engel olmaktadir.
Normal AMH diizeyi graniiloza hiicrelerindeki FSH etkisini negatif yonde etkilemekte
ve prematiir maturasyonu engellemektedir. FSH dominant follikiil segiminde anahtar rol
oynamaktadir (28, 32).

LH reseptorii ise kiigiik sekonder follikiillerin (primer follikiilde yok) teka
hiicrelerinde  bulunurken, graniiloza hiicrelerinde bulunmamaktadir (21). LH
reseptoriinii uyaran faktorler net olarak bilinmemektedir, fakat bunlardan birinin GDF-9

ve digerinin oosit ve graniiloza hiicre kaynakli faktorler oldugu diisiiniilmektedir (29).

2.2.3. Sekonder Follikiillerin Tersiyer Follikiillere Gelisimi

Tersiyer follikiil gelisimi, oosit bilylimesinin yavaglamasi, graniiloza hiicre
farklilasmasi, ekstraseliiler sivi birikimi ve antrumun biiytimesi ile karakterizedir (27).
Bu donemde oositin maksimum ¢apt 140 um olmaktadir. Bu asamadan sonra gelisen
follikiiller arasindan dominant follikiil se¢cimi ger¢eklesmektedir (31). Tersiyer follikiil
olusumunun erken evrelerinde FSH daha etkindir. Follikiil biyiikligi 6-8 mm'ye
ulagtiginda graniiloza hiicrelerinde aromataz aktivitesi baslar, teka kaynakli androjen
tretimine izin verir ve FSH tarafindan uyarilan graniiloza hiicreleri 6strojen onciillerini
Ostrojene ¢evirmeye baslamaktadir (16). LH tarafindan uyarilan teka hiicrelerinden ise
androjen sentezlenmektedir (21). Follikiiler antrumu dolduran sivi kan damarlarindan
plazmanin sizmasiyla olugup bolgesel salgilar ve metabolizma iiriinleri ile modifiye hale
gelir (26). Antrum sivisi, hiyaluronat, steroidler, biliyime faktorleri ve

gonadotropinlerden zengindir (25).



2.3. Zona Pellusida'nin Yapisi

Zona Pellusida (ZP), oositin ve implantasyon oOncesi blastosistin etrafini
cevreleyen, fertilizasyon siiresince ve erken embriyonik donemde bir¢cok énemli islevi
olan bir tabakadir (10,34). Bu yap1 fertilizasyon siiresince spermin oosite
baglanmasinda ve ¢esitli molekiiler degisimlerde 6nemli rol oynamaktadir. ZP déllenme
sirasinda polispermiye engel olmakla birlikte, oositin ve implantasyon Oncesi
endometriyumda blastosistin etrafinda koruyucu bir bariyer gérevi de yapmaktadir (36).
Ik olarak farelerde tanimlanmis olan ZP glikoproteinleri; ZP1, ZP2 ve ZP3’tiir. Daha
sonraki ¢aligmalar gdstermistir ki; insanda, sigcanlarda, bir tiir maymunda ve atlarda ZP4
glikoproteini de bulunmaktadir ve bu dort protein ZP tabakasinin {i¢ boyutlu yapisini
olusturmaktadir (34, 36). Tiirler arasinda ZP tabakasi benzerlik gostermektedir (11).
Fakat, buna ragmen farkli gametlerin etkilesimine engel olmaktadir (38). ZP
glikoproteinleri  follikiilogenezis boyunca salgilanmaktadir, fakat kokeni hala
tartisilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, insan primordial follikiillerinde, hem oosit hem
de graniiloza hiicreleri tarafindan ZP sentezlendigi bildirilmektedir. Graniiloza
hiicrelerindeki ZP boyanmalarindaki farkliligin follikiil gelisiminin evreleriyle baglantili
oldugu disiiniilmektedir (37).

ZP proteinleri filaman yapisinda ekstraseliiler iiriinler olarak oosit ve graniiloza
hiicrelerinden sentezlenmeye baslar. Bu pargalar follikiilogenezis siiresince birleserek
zona tabakasini olusturur (38). ZP tabakasi i¢ i¢e baglanmis filamanlardan
olusmaktadir. ZP2 ve ZP3, 140 A° araliklarla yerlesim gostermektedir. Filamanlari
birbirine ¢apraz olarak baglayan ZP1 glikoproteini iSe tabakanin stabilite ve yapisal
biitiinliiglinii saglayarak, ZP'ye ii¢ boyutlu yapi kazandirir (39, 40). Fertilizasyon
sirasinda sperm ZP3'te bulunan oligosakkarit zincirlerinde serine-threonine bolgelerini
tanir ve bu bolgelere baglanir (10). Bu bolgeler tiirlere 6zgii bolgelerdir. Bundan dolay:
oligosakkaritlerdeki yapisal farkliliklar, tiirler arasindaki 6zgiinliik derecesini belirler
ciinkli farkli tiirlerin gametleri arasindaki etkilesim kiiltiir ortaminda gézlenmis ve
fertilizasyonun gergeklesmedigi goriilmistiir (36).

Tam kapasite olmus bir sperm ZP’ye ulagsmadan 6nce bir¢ok graniiloza hiicre
tabakasindan olusan kumulus ooforusdan gecer. Sperm ve oositin ilk birlesmesi zayiftir
ve gametler arasinda spesifik olmayan bir birlesme gozlenir (38). Bunu takiben daha

sik1 bir baglanma goriiliir Ki, bu ZP ve sperm yiizeyinde bulunan reseptorler sayesinde



tiire 6zgii bir baglanmadir (38). ik baglandiginda sperm akrozom reaksiyonu gosterir ve
hidrolitik enzimleri disar1 salinir (39). Birgok enzimatik reaksiyon ve sperm kuyrugunun
giiclii itmesi ile sperm ZP tabakasinin igine girer. ZP3 primer sperm baglama
reseptoridiir ve spermdeki akrozom reaksiyonunu tetikler (41). ZP3 ve ZP4, sperm
akrozom reksiyonundan sonra spermin oosite baglanmasini saglamaktadir. Fakat
yapilan caligmalar gostermektedir ki ZP4 primer sperm reseptdrii degildir ve sperm-
oosit etkilesimi sirasinda ZP3 gibi etkin rolii bulunmamaktadir (42). Bu siire zarfinda
akrozom reaksiyonu gerceklestiren spermler sekonder baglanma mekanizmasi ile ZP2
glikoproteinine baglanir (39). Insan ZP2 glikoproteini akrozom reaktif sperme baglanur,
gorevi ise sekonder sperm reseptorii olmaktir ve ayni zamanda akrozom reaksiyonu
gosteren sperme ZP'nin baglanmasini ve bu durumun devamliligini saglar (43). Sonug
olarak sperm perivitellin bosluga ulasir, boslugu gecer ve oosit plazma membranina
penetre olarak fertilizasyonu gergeklestirir. Ik spermin perivitellin bosluga gelmesi ile
oositte hemen kortikal reaksiyon baslar ve kortikal graniiller salinir (44). Bu graniiller
oosit membrani ve ZP’nin yapisini degistirerek baska bir spermin girisine engel olur ve
polispermiyi onler (34). Kortikal graniiller igerisinde bulunan proteolitik enzim
ozelligindeki ovastasin proteini sayesinde ZP2 yapis1 degisime ugrar ve ZP'ye baska bir
spermin baglanmast engellenir (44). Yapilan calismalar gostermektedir ki ZP2,
embriyonal donemde, embriyonun gelisimi ve devamlilig1 agisindan oldukga biiyiik bir

rola sahiptir (43, 46).
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Sekil 2.2. Zona Pellusida'min sematik yapisi (38).

2.4. PKOS'ta Follikiilogenezis

Follikiilogenezis oldukc¢a karmasik bir siirectir. Endokrin sistem ile overler
arasindaki iletisim follikiil i¢i mikro ¢evreyi olusturur ve oosit gelisimi i¢in uygun
ortam yaratir. Mikro ¢evre, kumulus hiicreleri ve oosit arasindaki iletisimi direk olarak

etkiler, mayozun tamamlanmasi, fertilizasyonun gerceklesmesi, embriyo gelisimi ve



tamamlanmasi i¢in gerekli olan bircok molekiil bu sayede asamali olarak sentezlenir
(17). PKOS’un en temel ozelligi hastalarda hiperandrojenizmin goriilmesidir (45).
Yapilan ¢aligsmalar, siganlarda da artan androjen miktarinin fertilizasyonu diisiirdiigiini
gostermektedir (46). Sicanlarda gebeligin erken evrelerinde androjen miktarinin
arttirtlmasi ile dogacak olan disi yavrularin gelismekte olan overlerinde morfolojik ve
fonksiyonel bozukluklara sebep oldugu gosterilmistir (47). PKOS hiperandrojenizm,
hirsutizm, anovulasyon, hiperinsulinemi ve insiilin diren¢ bozuklugu gibi hastaliklarla
karakterizedir (13). PKOS’lu hastalarda fazla sayida follikiil olusmakta, fakat gelisimin
erken evrelerinde duraksamakta ve olgunlasmamaktadir (16). Antral follikiiliin
biiyiimesinin duraksamasi, anormal endokrin ¢evrenin olusmasi ile iligkilidir (48). LH
ve insiilin sentezi artmaktadir. Ikincil etki ise FSH’in baskilanmasidir ki bu durum
oositin olgunlagsmasini engellemektedir. PKOS’ta anovulasyon sirasinda graniiloza
hiicrelerinde anormal ¢ogalma ve oosit ile aralarinda farkli biliyime evreleri
gozlenmektedir (49). Bu durumda oosit ile graniiloza hiicreleri arasindaki normal
etkilesimi degistirir. Follikiil gelisiminin erken evrelerinde gozlenen bu Onemli
anormallikler, PKOS’ta anovulasyonun temel sebeplerinden olabilir (18).

FSH follikiil gelisimini uyaran bir faktordiir ve follikiilogeneziste yasamsal
onemi bulunmaktadir. insanlarda antral follikiil 2-5 mm arasindayken follikiil FSH'a
karst duyarlilik kazanir ve 6-8 mm capindaki antral follikiil evresinde ise aromataz
aktivitesi kazanir ve dstrojen diizeyi artmaya baslar (25). Ostrojene Inhibin B eslik eder
ve daha sonra ge¢ follikiiler fazda FSH seviyesi diismeye baslar ve sonu¢ olarak
ovulasyona devam edecek olan dominant follikiil segilir. Luteal fazin sonunda da FSH
diizeyinde yavas bir artis olur bu durum bir sonraki ovulasyon siklusu i¢in oldukca
onemlidir (50). Bunun tersine PKOS hastalarinin normal sikluslarinda diisik FSH
seviyesi goriliir. Sonu¢ olarak da, FSH eksikligi antral follikiillerin 2-8 mm
biiytikligiinde birikmesini neden olur. Dolayisiyla dominant tersiyer follikiil se¢imi
gerceklesmez (25). UYT'ye basvuran PKOS'lu kadnlarda yiiksek &strojen seviyesi,
fazla sayida oosit olusumuna, diisiik fertilizasyon oranina, embriyoda fragmantasyon
artisina, diisiik kalitede blastosist gelisimine ve implantasyon basarisizligina sebep
olmaktadir (18).

PKOS'lu hastalardaki yliksek LH seviyesi, oosit maturasyonunu, fertilizasyon

oranini, embriyo kalitesini, gebelik oranini diisiirmekte, diisiik oranini arttirmaktadir.



Yiiksek LH, FSH fonksiyonunu baskilamaktadir. Ayrica, graniiloza hiicre
luteinizasyonu, follikiiler atrezi ve kiiglik antral follikiil olusumuna sebep olmaktadir
(15). LH, prematiir oosit niikleusunu etkileyerek mayotik siirece zarar verir ve hiicre
apopitozuna neden olur. Mayozun iizerindeki endokrin kontroliin bozulmasi ile

kromozomal anomaliler ya da embriyonik andploidi goriilebilmektedir (21).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarimin Elde Edilmesi ve Deney Plani

Deney protokolii Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylandi. Calismamizda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuarindan elde edilen 36 adet 21 giinliik Wistar cinsi disi sigan kullanildi.
Denekler deney boyunca, sicakligi 23+1 °C, nem oran1 %45-65 ve 12 saat giindiiz, 12
saat gece kosullar1 saglanan laboratuar ortaminda, Euro tip, 1820 cm?®, standart
kafeslerde barindirild1 ve her kafeste 7 adet sican olacak sekilde yerlestirildi. Deneklerin
su ve yemi ad libitum olarak verildi. Deneklere ilag uygulamasi her giin saat 13:30-

14:00 arasinda yapildi.

3.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Denekler, Kontrol grubu (n=12), Tasiyict grup (n=12) ve PKOS grubu (n=12)
olmak iizere ii¢ gruba ayrildi.

Kontrol grubundaki deneklere hig bir islem uygulanmadi ve 42 giinliik denekler
sakrifiye edildi.

Tas1yict gruba 20 giin boyunca 0,1 ml susam yag1 (SigmaAldrich®, katalog no:
85067) subkutan olarak enjekte edildi ve 42 giinliik denekler sakrifiye edildi. PKOS
grubundaki deneklere 60 mg/kg dehidroepiandrosteron (DHEA, MerckMillipore®,
katologno: 252805) 0,2 ml susam yaginda ¢ozdiiriilerek 20 giin siiresince subkutan
enjeksiyon yapildi ve 42 giinliik denekler sakrifiye edildi.

Tiim gruplar1 olusturan deneklerin siklus takibi giinliik vajinal smear alinarak

yapildi.

3.3. Overlerin Elde Edilmesi ve Fiksasyonu

Deney siiresi sonunda tiim deneklere ksilazin (10 mg/kg) ve ketamin (100
mg/ml) anestezileri intraperitonel olarak uygulandi ve denekler uyutuldu. Deneklerin
agrili uyaranlara yanmit vermedigi anlasildiktan sonra abdominal bdlgeleri agildi.
Deneklerin sag overleri 151tk mikroskobik immiinfloresan isaretleme icin %4'liik

paraformaldehit soliisyonuna alinirken, 4 denegin sol overi elektron mikroskobik
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inceleme i¢in %2,5'lik gluteraldehit soliisyonuna alindi. Tiim gruplardan alinan overler

stereo mikroskop ile incelendi ve mikroskoba monte edilen dijital kamera (Nikon®

coolpix5000, Tokyo, Japonya) ile fotograflar ¢ekildi.

3.4. Immiinofloresan Isaretleme Protokolii (50)

Biitiin ¢alisma gruplarinda, ZP'de bulunan ZP2 glikoproteininin ekspresyonunu

inceleyebilmek amaciyla immiinfloresan isaretleme yapildi. Bu isaretleme i¢in dokular,

asagidaki asamalardan gegcirildiler:

1.
2.

Paraformaldehit icerisindeki dokular 1 gece buzdolabinda (+4 °C) bekletildi.
Dokular % 20'lik siikroz soliisyonunda 12 saat bekletildi (+4 °C). Daha sonra
%30'luk siikroz ve %0,1'lik sodyum azid igeren soliisyonda 12 saat bekletildi
(+4 °C).

Dokular kriyostat (Leica® CM1900) kabini igerisinde gomme mediumu (OCT)
ile kaplanarak donduruldu ve 10 pm kalinliginda kesitler adheziv kapli lamlara
(Superior Marienfeld-Histobond®) alind1. islemlerden &nce dokularin etrafi pap-
pen ile ¢evrildi.

Kesitler fosfatli tuz tamponunda (PBS, pH: 7,4) 3 kez S5'er dakika yikandi.
Zemin boyanmasini engellemek i¢in PBS i¢inde hazirlanmis %10'Tuk normal
serum (sekonder antikor ile uyumlu) ile 30 dakika, 37 °C'de inkiibe edilerek
bloklama yapildi.

Kesitler ilizerinden blok soliisyon uzaklastirildi. %0,5'lik sigir serum albumin
iceren PBS (PBS-BSA) ile 1/50 oraninda sulandirilmis primer antikor (ZP2;
sigandan elde edilmis monoklonal antikor, Santa Cruz Biotechnology®, katalog
no:-32752) damlatildi. Negatif kontrol i¢in ise kesitlere sadece %0,5'lik PBS-
BSA damlatildi. Tiim kesitler nemli ortamda 90 dakika 37 °C'de inkiibe edildi.
Kesitler PBS ile 3 kez 5'er dakika yikandi.

Kesitlerin iizerine karanlik ortamda, %0,5'lik PBS-BSA ile 1/200 oraninda
sulandirilarak hazirlanan sekonder antikor (ZP2 i¢in kegiden elde edilmis anti
sican IgG-FITC konjuge sekonder antikor, Santa Cruz Biotechnology®, katalog
no: sc-2011) damlatildi. Kesitler nemli ve karanlik ortamda 45 dakika 37 °C'de
inkiibe edildi.

Kesitler PBS ile 3 kez 5'er dakika yikandi.
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10. Kesitler kurulandiktan sonra hiicre c¢ekirdeklerinin boyanmasi igin 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) igerikli kapatma medyumu ile kapatildi. Lam
ile lamelin etrafi, kesitlerin hava almasimi engellemek i¢in tirnak cilasi ile

cevrelendi.

3.5. Immiinofloresan Isaretlemenin Semi-Kantitatif Degerlendirilmesi

Hazirlanan kesitler Nikon Eclipse Ti-S floresan mikroskop (Nikon©, Japonya)
ile goriintiilendi ve mikroskoba monte edilmis dijital kamera ile fotograflandi.

[saretlenmis kesitlerdeki primer, sekonder, tersiyer follikiiller ve graniiloza
hiicrelerinde immiin isaretlenme yogunlugu semi-kantitatif olarak asagidaki gibi
degerlendirildi:

0: Hig isaretlenme yok

1: Az igaretlenme var

2: Orta diizeyde isaretlenme var

3: Kuvvetli isaretlenme var

4: Cok kuvvetli isaretlenme var

3.6. Elektron Mikroskobik Doku Takip Protokolii (51)

Biitiin ¢aligma gruplarinda, ZP'nin yapisin1 ve kalinligini degerlendirmek i¢in
dokular elektron mikroskop ile incelendi. Elektron mikroskobik doku takibi igin alinan
dokular yaklagik 1 mm?*liik parcalara boliindii. %2,5'lik gluteraldehit soliisyonunda 4-6
saat fikse edildi. PBS ile yikanan dokular rutin elektron mikroskobik doku takibi
protokolii ile hazirlandi.

1. 9%12'lik osmium tetra oksit, 1 saat
PBS 3 kez 5'er dakika
%350 etil alkol, +4 °C 15 dakika
%060 etil alkol, +4 °C 15 dakika
%70 etil alkol, +4 °C 15 dakika
%380 etil alkol, +4 °C 15 dakika
%096 etil alkol, +4 °C 15 dakika
%100 etil alkol, +4 °C 15 dakika
%100 etil alkol, +4 °C 15 dakika

© o N o g bk~ DN
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10. %100 etil alkol, +25 °C 15 dakika
11. Propilen Oksit, +25 °C 15 dakika
12. Propilen Oksit, +25 °C 15 dakika
13. Propilen Oksit, + Epoksi Rezin +25 °C 30 dakika
14. Propilen Oksit, + Epoksi Rezin +25 °C 30 dakika
15. Epoksi Rezin, +25 °C 16-24 saat
Deney protokolii bitiminde dokular epoksi rezine gomiilerek 60 °C'lik etiivde 24
saat silire ile polimerize edildi. Hazirlanan rezin bloklardan ultramikrotom (Leica®
Ultracut UCT125, Leica Viyana-Avusturya) ile 70 nm kalinliginda 300 gézenekli bakir
gridlere alinan kesitler, uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlandi.
= Kesitler uranil asetatta 5 dakika bekletildi.
* Distile su ile yikandu.
» Kursun sitratta 5 dakika bekletildi.
» Distile su ile yikandu.

» Kurutma kagidi ile kurutuldu.

3.7. Elektron Mikroskobik Degerlendirme

Elde edilen kesitler Gegirmeli (Transmisyon) Elektron Mikroskobu (TEM) (Jeol
JEM1011, Japonya) ile incelendi ve ZP yapilar1 degerlendirildi. Mikroskoba eklenmis
dijital kamera (Megaview Ill, Olympus GmbH, Germany) ile fotograflari g¢ekildi.
Degerlendirilen her follikiile ait ZPmin 4 farkli bolgesini yansitacak sekilde 7500
biiyiitmede 4 fotograf g¢ekildi. Bu fotograflardan, ticari olarak elde edilebilir yazilim
programi iITEM 00000 (Olympus GmbH, Germany) ile kalinlik 6l¢iimii yapildi ve
kaydedildi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel olarak, degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadiklart
Shapiro Wilk testi ile incelenmistir. Dagilim varsayimi saglandigi durumda siirekli
degiskenler ortalamatstandart sapma, saglanmadigi durumda medyan [min.-max.]
cinsinden ozetlenmistir. Ikiden fazla grup karsilastirmasinda dagilim varsaymmi
saglandigt durumda ANOVA, saglanmadigi durumda Kruskal Wallis testinden

yararlanilmistir. Gruplar arasindaki farkliligin kaynagini bulmak i¢in gerekli post hoc
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testleri uygulanmistir. Ikiden fazla bagimli &lgiimlerin karsilastirilmasinda tekrarlanan
Ol¢timlii varyans analizi uygulanmistir. Analizler SPSS v.11.5 ve MedCalc v.12.3.0

programlari ile yapilmistir. p<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.

15



4. BULGULAR

4.1. Vajinal Smear Bulgular

Kontrol grubu ve tasiyici grupta Ostrus sikluslarinin tiim asamalart benzerlik
gostermekteydi. Prodstrus asamasinda, her alanda yiizeysel epitel hiicreleri ve kornifiye
epitel hiicreleri goriildii (Sekil 4.1.A ve 4.1.E). Ostrus asamasinda, gruplar olusturmus
cok sayida kornifiye epitel hiicreleri bulunmaktayd: (Sekil 4.1.B ve 4.1.F). Metaostrus
asamasinda, daginik halde bulunan ylizeysel ve kornifiye hiicreler arasinda 16kositler
gozlendi (Sekil 4.1.C ve 4.1.G). Diostrus asamasinda ise her alanda ¢ok sayida 16kosit
goriiliirken bunlar arasinda kornifiye hiicrelere rastlandi (Sekil 4.1.D ve 4.1.H).

PKOS grubunda ise prodstrus asamasinda, her alanda yiizeysel epitel hiicreleri
ve kornifiye epitel hiicreleri goriildii, fakat bu hiicreler kontrol ve tasiyict gruba gore
oldukca az sayida gozlendi (Sekil 4.1.I1). Ostrus asamasinda, gruplar olusturmus az
sayida kornifiye epitel hiicreleri bulunmaktaydi (Sekil 4.1.J). Metadstrus asamasinda,
daginik halde bulunan yiizeysel ve kornifiye hiicreler arasinda 16kositler gézlendi (Sekil
4.1.K). Diostrus asamasinda ise her alanda ¢ok sayida 16kosit goriilirken bunlar
arasinda az sayida kornifiye hiicrelere rastlandi (Sekil 4.1.L). Ayrica PKOS grubunda
siklus diizensizlikleri ve siklus siirelerinde uyusmazlik gozlendi. Prodstrus, dstrus ve
metadstrus agamalar1 diger gruplara gére daha uzun oldugu gozlendi. Bunun yani sira
PKOS grubundaki bireylerde didstrus asamasi ya daha kisa siirdiigli, ya da bazi

sikluslarda hi¢ olmadig1 gézlendi.
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Sekil 4.1. Kontrol, Tastyict ve PKOS gruplarinin 6strus sikluslarinin karsilastirilmasi. A) Kontrol grubu
prodstrus, B) dstrus, C) metadstrus ve D) didstrus asamalari. E) Tasiyict grup prodstrus, F) 6strus, G)
metadstrus ve H) diostrus agamalari. 1) PKOS grubu prodstrus, J) dstrus, K) metadstrus ve L) didstrus
asamalar1. Yizeysel hiicreler (ince oklar), kornifiye hiicreler (kalin oklar), lokositler (kirmizi oklar).
(Toluidin mavisi x 1200).

4.2. Stereo Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubu ve tasiyici grupta incelenen overlerin boyutlart normal sinirlarda
ve over yiizeylerinin goriinlimiiniin normal oldugu saptandi (Sekil 4.2.A ve Sekil 4.2.B).
PKOS grubunda ise diger gruplara gore over boyutunun arttigi ve over yilizeyinden
izlenen ¢ok fazla sayida sekonder ya da tersiyer follikiiliin bulundugu gozlendi (Sekil
4.2.C).



A ! B e | C o
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Sekil 4.2. Overlerin stereo mikroskobik goriiniimii. A) Kontrol grubu ve B) Tasiyict grupta normal
boyutlarda ve diizgiin yiizeyli over goriiniimil. C) PKOS grubunda ise over yiizeyinde sekonder ya da

tersiyer follikiillerin boyutlarinda artig ve kistik yapilar (ok baglari). (x45).

4.3. Isik Mikroskobik Bulgular

Follikiiler gelisimin erken evrelerinden itibaren primer, sekonder ve tersiyer
follikiil asamalarinda ZP ve oositi ¢evreleyen graniiloza hiicrelerinde immiin isaretleme
yogunluklari incelenmistir.

Kontrol ve tasiyici gruplari arasinda ZP boyanma yogunlugu bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,909) (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4.A,
45.B, 45.C, 45.D, 45.E, 45.F). Her iki grupta ZP degerleri bakimindan, primer ile
tersiyer follikiiller arasinda anlamli bir farklilik (p=0,009) vardir ve tersiyer follikiillerde
ZP2 boyanma yogunlugu artmustir (Sekil 4.3). Her iki grup iginde sekonder ile tersiyer
follikiiller (p=0,041) arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir ve tersiyer
follikiillerin ZP2 boyanma yogunlugu sekonder follikiillere gére fazladir (Sekil 4.3).
Fakat kontrol grubu ve tasiyici grupta primer ile sekonder follikiiller arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik yoktur (p=0,217) (Sekil 4.3).

PKOS grubu ise ZP boyanma degerleri bakimindan kontrol grubundan ve
tastyict gruptan istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermektedir (p=0,001) (Sekil
4.3). PKOS grubunda, primer, sekonder ve tersiyer follikiillerde ZP2, kontrol ve tasiyici
gruplarin tiim follikiiler asamalarina gore daha az isaretlenmistir (Sekil 4.5.G, 4.5.H,
4.5.1). Bununla birlikte yine PKOS grubunda da, primer ve sekonder follikiillerin ZP2
isaretlenme yogunluklarinda anlamli bir farklilik yoktur (p=0,217), primer ve tersiyer
(p=0,009) ve sekonder ve tersiyer follikiiller (p=0,041) arasinda ise anlamli bir farklilik
gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Kontrol ve tasiyici gruplari arasinda graniiloza hiicrelerinde boyanma yogunlugu
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,129) (Sekil 4.4 ve Sekil
45.A, 45B, 45.C, 45D, 45.E, 45.F). Her iki grupta graniiloza hiicre degerleri
bakimindan, primer ile tersiyer follikiiller arasinda (p<0,001) anlaml1 bir farklilik vardir
ve tersiyer follikiillerde ZP2 boyanma yogunlugu artmistir (Sekil 4.4). Her iki grup
icinde sekonder ile tersiyer follikiiller (p=0,002) arasinda da istatistiksel olarak anlaml
farklilik vardir ve tersiyer follikiillerin ZP2 boyanma yogunlugu sekonder follikiillere
gore fazladir (Sekil 4.4). Fakat kontrol grubu ve tasiyicit grupta primer ile sekonder
follikiiller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,086) (Sekil 4.4).

PKOS grubu ise graniiloza hiicreleri boyanma degerleri bakimindan kontrol
grubundan (p=0,003) ve tasiyici gruptan (p=0,034) istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir (Sekil 4.5.G, 4.5.H, 4.5.1). PKOS grubunda, primer, sekonder ve tersiyer
follikiil evrelerinde, ZP2, kontrol ve tasiyici gruplarin tiim follikiiler asamalarina gore
daha az isaretlenmistir (Sekil 4.4). Bununla birlikte yine PKOS grubunda da primer ve
sekonder follikiillerin ZP2 isaretlenme yogunluklarinda anlamli bir farklilik yoktur
(p=0,086), primer ve tersiyer (p<0,001) ve sekonder ve tersiyer follikiiller (p=0,002)
arasinda ise anlamli bir farklilik saptanmistir (Sekil 4.4).

ZP2 primer antikoru ile yapilan negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir immiin

isaretleme gozlenmemistir.
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Sekil 4.3. Follikiiler gelisim evrelerinde ZP tabakasinda ZP2 immiin isaretleme yogunluklariin grafiksel

olarak gruplar arasi karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.4. Follikiiler gelisim evrelerinde graniiloza hiicrelerinde ZP2 immiin isaretleme yogunluklarinin

grafiksel olarak gruplar arasi kargilagtiriimast.
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Sekil 4.5. ZP2 immiin isaretleme yogunluklarinin gruplar arasi karsilastirilmasi. Kontrol (A, B, C),
Tastyic1 (D, E, F) ve PKOS (G, H, I) gruplarinda primer follikiillerde (A, D, G) graniiloza hiicrelerinin

sitoplazmalarinda ve ZP tabakasinda immiin isaretleme, sekonder follikiillerde (B, F, H) graniiloza
hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve ZP tabakasinda immiin isaretleme, tersiyer follikiillerde (C, F, I)

graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve ZP tabakasinda immiin isaretleme (FITCx400).

4.4. Elektron Mikroskobik Bulgular

Biitiin gruplarda follikiilogenezisin farkli asamalarindaki follikiiller incelendi.
Kontrol grubunda unilaminar primer follikiil evresinde graniiloza hiicrelerinin tek katl
yass1 formda oldugu ve Zona formasyonunun heniiz sekillenmedigi goriiliirken (Sekil
4.6.A), Multilaminar primer follikiil evresinde Zonanin olugmaya basladigi gozlendi
(Sekil 4.6.B). Biitiin gruplarda her follikiil evresine ait zona kalinlig1 6lgiildi. Tim
gruplarda ZP kalinliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (Sekil
4.7). Kontrol grubunda ve tastyict grupta benzer bulgulara rastlandi. Her iki grupta da
follikiiler hiicrelerin ve ZP'nin normal ultrastriiktiirel yapida oldugu goriildii. Primer

follikiillerde oositi gevreleyen graniiloza hiicreleri diizenli ve normal yapida gézlendi
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(Sekil 4.8.A, 4.8.B, 4.8.C, 4.8.D, 4.8.E, 4.8.F). Multilaminer primer follikiillerde
graniiloza hiicreleri ve follikiilii cevreleyen teka hiicreleri normal yapidaydi. Sekonder
ve tersiyer follikiillerde ZP'nin normal ultrastriiktiirel yapida oldugu, graniiloza
hiicrelerinin ve teka hiicrelerinin normal yapida oldugu saptandi (Sekil 4.9.A, 4.9.B,
4.9.C, 4.9.D, 4.9.E, 4.9.F ve Sekil 4.10.A, 4.10.B, 4.10.C). Graniiloza hiicrelerinin bazal
laminasiin da ince yapi diizeyinde normal oldugu saptandi (Sekil 4.12.A, 4.12.B).
Oositi gevreleyen graniiloza hiicrelerinin bazilarinda lipid vakuolii oldugu goézlendi.
Tim follikiiler asamalarda oositler ve ZP yapis1 normaldi. Oosite ait mitokondrilerin
bazilarinda krista kayb1 gozlense de, genel olarak mitokondriler, Golgi aparati ve diger
organellerin yapisi normal olarak izlendi. ZP'de oosit ve graniiloza hiicrelerinin ¢ok
sayida sitoplazmik uzantis1 goriildii.

PKOS grubunda primer, sekonder ve tersiyer follikiillerdeki ZP yapilarinda
belirgin bir dansite artis1 ve bazi bolgelerde diizensizlik gorildii. Biitiin follikiillerdeki
ZP yapist boyunca yer yer graniiler yapilar ve ¢ok sayida kiigiik ve orta capli vakuol
dikkati ¢ekti (Sekil 4.8.G, 4.8.H, 4.8.1, Sekil 4.9.G, 49.H, 49.1, 49, 49.K, 49.L,
Sekil 4.10.D, 4.10.E, 4.10.F ve Sekil 4.11.D, 4.11.E, 4.11.F). Follikiilogenezisin farkli
asamalarindaki follikiiler evrelerde, o00siti cevreleyen graniiloza hiicrelerinde lipid
vakuollerinde artig oldugu saptandi. Ayrica graniiloza hiicrelerinde graniillii endoplazma
retikulumu ve Golgi sisternalarinda genislemeler goriildii. Bazal laminada ise bir¢ok
alanda kalinlagma ve bazal lamina {izerinde diizensizlikler oldugu saptandr (Sekil
4.12.C). Oosit sitoplazmasinda mitokondrilerde krista kaybinin sayisinin artmis oldugu
gozlendi ve mitokondrilerde siskinlik belirlendi.

Tim gruplarda yapilan ultrastriiktiirel incelemelerde ve ZP Ol¢limlerinde

dejenere follikiiller analiz disinda birakildi (Sekil 4.13.A, 4.13.B, 4.13.C).
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Sekil 4.6. Kontrol grubu, unilaminer ve multilaminer primer follikiil evreleri. A) Unilaminer primer
follikiil (x6000). B) Multilaminer primer follikiil (x20000). Zona Pellusida (ZP), oosit (O), graniiloza
hiicreleri (G), niikleus (N) (Uranil asetat-kursun sitrat).
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Sekil 4.7. Tiim follikiiller evrelere ait ZP kalinliklarinin grafiksel olarak gruplar arasi karsilastirilmasi.

23



Sekil 4.8. Kontrol, Tasiyict ve PKOS gruplarinda multilaminer primer follikiil evrelerinin elektron

mikroskobik karsilastirilmasi.  A) Kontrol multilaminar primer follikiil (x7500), B) Kontrol multilaminar
primer follikiil (x7500), C) Kontrol multilaminar primer follikiil (x7500), D) Tastyict multilaminar primer
follikiil (x7500), E) Tasiyict multilaminar primer follikiil (x12000), F) Tastyict multilaminar primer
follikiil (x25000), G) PKOS multilaminar primer follikiil (x4000), H) PKOS multilaminar primer follikiil
(x20000), I) PKOS multilaminar primer follikiil (x30000). Zona Pellusida (ZP), oosit (O), graniiloza

hiicreleri (G), zona vakuolleri (ok), graniiler-dens yapilar (asterisk). (Uranil asetat-kursun sitrat).
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Sekil 4.9. Kontrol, Tasiyict ve PKOS gruplarinda sekonder follikiil evrelerinin elektron mikroskobik
karsilastirilmasi. A) Kontrol sekonder follikiil (x5000), B) Kontrol sekonder follikiil (x12000), C) Kontrol
sekonder follikiil (x15000), D) Tastyici sekonder follikiil (x7500), E) Tastyict sekonder follikiil (x7500),
F) Tastyict sekonder follikiil (x7500), G) PKOS sekonder follikiil (x5000), H) PKOS sekonder follikiil
(x12000), 1) PKOS sekonder follikiil (x20000), J) PKOS sekonder follikiil (x20000), K) PKOS sekonder
follikiil (x20000), L) PKOS sekonder follikiil (x20000). Zona Pellusida (ZP), oosit (O), graniiloza

hiicreleri (G), zona vakuolleri (ok), graniiler-dens yapilar (asterisk). (Uranil asetat-kursun sitrat).
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Sekil 4.10. Kontrol ve PKOS gruplarinda tersiyer follikiillerin elektron mikroskobik karsilastirilmasi.

A) Kontrol tersiyer follikiil (x5000), B) Kontrol tersiyer follikiil (x7500), C) Kontrol tersiyer follikiil
(x10000), D) PKOS tersiyer follikiil (x5000), E) PKOS tersiyer follikiil (x7500), F) PKOS tersiyer
follikiil (x12000). Zona Pellusida (ZP), oosit (O), graniiloza hiicreleri (G), graniiler-dens yapilar

(asterisk). (Uranil asetat-kursun sitrat).
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Sekil 4.11. Kontrol ve PKOS gruplarinda tersiyer follikiillerin elektron mikroskobik karsilagtiriimasi.

A) Kontrol tersiyer follikiil (x5000), B) Kontrol tersiyer follikiil (x7500), C) Kontrol tersiyer follikiil
(x10000), D) PKOS tersiyer follikiil (x5000). E) PKOS tersiyer follikiil (x7500), F) PKOS tersiyer
follikiil (x12000). Zona Pellusida (ZP), oosit (O), graniiloza hiicreleri (G),zona vakuolleri (ok), graniiler,

dens yapilar (asterisk). (Uranil asetat-kursun sitrat).

Sekil 4.12. Kontrol, Tasiyici, PKOS gruplarinda bazal laminanin eloktron mikroskobik karsilastiriimasi.
A) Kontrol, B) Tasiyict ve C) PKOS gruplarinda, sekonder folikiillerde bazal laminanin elektron
mikroskobik karsilastirilmasi (Uranil asetat-kursun sitrat x10000).
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Sekil 4.13. Kontrol, Tasiyici, PKOS gruplarinda dejenere follikiiller. A) Kontrol dejenere follikiil
(x5000), B) tasiyici dejenere follikiil (x6000) ve C) PKOS dejenere follikiil (x2500) (Uranil asetat-kursun
sitrat).

28



5. TARTISMA

Calismamizda sigan overleri ile yapilan ZP2 immiin boyama sonucunda PKOS
grubunda, kontrol ve tasiyict gruba kiyasla, ZP2 ekspresyonunun tiim follikiiler
asamalarda, hem graniiloza hiicrelerinde, hem de ZP tabakasinda anlamli olarak azalmis
oldugunu tespit ettik. Sander ve ark. (16) yaptiklar1 ¢calismada, bazi ovaryan faktorler
nedeni ile PKOS’lu hastalarda fazla sayida olusan follikiillerin, gelisimin erken
evrelerinde duraksadigini ve olgunlasmadigini gostermislerdir. Biz bu bilgiler 1s18inda
caligmamizda, follikiil i¢i mikrogevrenin degistigi PKOS'da, follikiilogenezisin primer
follikiil evresinde, oosit ve graniiloza hiicreleri tarafindan sentezlenen ve zona
proteinlerinden biri olan ZP2 glikoproteinin, ekspresyonunu ve ince yapisini gostermeyi
planladik.

Follikiilogenezis olduk¢a karmasik bir siiregtir. Endokrin sistem ile overler
arasindaki iletisim follikiil i¢ci mikrogevreyi olusturur ve oosit gelisimi i¢in uygun ortam
hazirlar. Mikrogevre, graniiloza hiicreleri ve oosit arasindaki iletisimi direk olarak
etkiler, mayozun tamamlanmasi, fertilizasyonun gergeklesmesi ve embriyo gelisimi igin
gerekli olan bircok molekiil bu sayede asamali olarak sentezlenir (18). Follikiil
gelisimindeki bu diizenleyici mekanizmanin bir kismi oosit tarafindan kontrol edilir.
PKOS’lu hastalarda bu mekanizma kolaylikla etkilenmektedir (17).

Calismamizda giinliik olarak her bir grubun bireylerinden vajinal smear alinmis
ve incelenmistir. Kontrol grubu ve tasiyict grubun smear sonuglart benzerlik
gostermekte ve menstrual sikluslarinin diizenli oldugu saptanmaktadir. Ancak PKOS
grubuna ait bireylerin tamaminda siklus diizensizlikleri belirlenmis prodstrus, dstrus,
metadstrus ve didstrus asamalarinda bulunan hiicrelerin sayilarinda diger gruplara gore
azalma goriilmiistiir. Bu durumda bizlere, giinliik olarak belirtilen dozda subkutan
olarak uygulanan DHEAnin over gelisimini etkiledigini ve bu durumun vajinal smearde
bulunan hiicre yogunluklarina yansimis oldugunu diisiindiirmektedir. Muarya ve ark.
(52) yaptiklart ¢alismada da DHEA ile farelerde PKOS modeli olusturulmus ve
fenotipik olarak polikistik overlere sahip olduklarini rapor etmislerdir.

Zona proteinleri, follikiilogenezis sirasinda geligmekte olan oosit ve graniiloza

hiicreleri tarafindan es zamanli olarak sentezlenmektedir (38). Bu proteinler, oositin
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fertilizasyonundan baslayarak gelisen embriyonun implantasyonuna kadar gecen siirede
onemli rol oynamaktadir (10). Zona proteinlerinden herhangi birinin, genetik olarak
sentezlenmesinin engellendigi farelerle yapilan c¢alismalarda, follikiilogenezis ve
infertilitede anomaliler goézlenmistir (38). ZP2'nin eksikligi direk olarak fertilizasyonu
engellemektedir (43). Bu durum bizlere; fertilizasyon ve gebelik oraninin diisiik oldugu
PKOS'un, gelismekte olan oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki sinyal mekanizmasini
etkileyerek zona proteini olan ZP2 ekspresyonunu azaltabilecegini diisiindiirdii.
Murin model ¢aligmalar1 gostermektedir ki, ZP3 primer sperm resoptorii olarak
rol oynamakta, kapasite olmus sperme baglanmakta ve akrozomal ekzositosun
gerceklesmesini saglamaktadir. ZP2 ise sekonder sperm reseptorii olarak gorev almakta
ve akrozom reaksiyonu gosteren spermin ZP'ye baglanmasini ve devamliligini
saglamaktadir (39). Rankin ve ark. (53) ZP2 geni olmayan farelerle yaptiklari ¢alismada
ZP1 ve ZP3 proteinlerinin sentezlendigini ve ZP tabakasinin olustugunu gézlemislerdir.
Fakat folikiil gelisiminin erken evrelerinde daha ince ZP tabakasi gozlenmis, ayrica
ilerleyen follikiil asamalarinda ZP tabakas1 devamlilik gdéstermemistir. Bu ¢alismada,
PKOS modeli olusturulmus siganlarda oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki iletigimin
parakrin ve otokrin faktorlerin degisimi nedeni ile olumsuz olarak -etkilendigi
distintilmektedir. ZP2 ekspresyonunun bu nedenle tiim follikiiler agsamalarda azaldigi
diistinilmektedir. Bu durum, PKOS'un sebep oldugu disiik fertilizasyonun
nedenlerinden  birinin, bozulan ZP yapis1 olabilecegini diisindiirmektedir.
Calismamizda tersiyer follikiil asamasinda ZP2 ekspresyonunun oosit ve graniiloza
hiicrelerinde, diger follikiiler asamalara gére anlamli olarak azaldig1 goriilmekteydi. Bu
sonug bize, sekonder sperm baglama reseptorii olan ZP2 glikoproteininin miktarinin
azalmasinin ZP'nin {i¢ boyutlu yapisin1 degistiriyor olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayni
zamanda, PKOS'lu vakalarda diigiik implantasyon oranida rapor edilmistir (16). Oosit
ve sperm etkilesimi basariyla gerceklesse dahi, olusan embriyoyu implantasyon
slirecine kadar koruyan ZP yapisinin biitiinliigii, azalan ZP2 glikoproteini nedeni ile
bozulacagindan, basarili bir implantasyon gerceklesmeyebilecegi diisiiniilmektedir.
Calismamizda, kontrol ve tasiyict gruplarinda, multilaminar primer, sekonder ve
tersiyer follikiil asamalarda, oositi ¢evreleyen ZP yapisinin normal ve diizenli oldugu
gozlendi. Ayn1 zamanda oosit ve graniiloza hiicrelerinin sitoplazmik uzantilarinin da ZP

tizerinde belirgin bir yapida oldugu goriildi. Calismamizla uyumlu olarak, Shahedi ve
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ark. (54) transmisyon elektron mikroskobu ile, infertil hastalardan toplanan normal,
matiir oositlerde ZP ince yapisinin siki paketlenmis fibriller yapida, normal ve diizenli
oldugunu gostermislerdir. Calismamizin PKOS grubunda ise ZP yapisinda, oositte ve
graniiloza hiicrelerinde ultrastriiktiirel degisikliklere rastlanmistir. Bu ¢alismada, PKOS
grubunda multilaminar primer, sekonder ve tersiyer follikiillerin ZP yapisinin kontrol ve
tasiyici gruplarina gore daha yogun oldugu ve graniiler alanlar icerdigi tespit edildi.
Aym zamanda PKOS grubundaki oositlere ait zonalarda vakuoler yapilar gozlendi.
Oosit ve graniiloza hiicrelerinin sitoplazmik uzantilarininda sayica azaldigi belirlendi.
Shi ve ark.'min (55) yapmis oldugu calismada, UYTE tedavisi i¢in gelen hastalardan
toplanmis oositlerden koyu zonaya sahip olanlar TEM ile incelenmis ve yapilan
analizler sonucu koyu ZP iizerinde normal ZP'lere kiyasla ¢cok daha fazla graniiler yap1
oldugu rapor edilmistir. Calismacilar yiiksek yogunluklu graniiler materyallerin
varliginin zonanin koyu goriinmesine sebep oldugunu belirtmislerdir. Ayrica koyu
ZP'ye sahip oositlerin fertilizasyon oranlarmin degismedigini, fakat kaliteli embriyo
yiizdesinin, implantasyon ve klinik gebelik oranlarinin anlamli olarak azaldigini
bildirmislerdir. Ovaryan faktorlerdeki herhangi bir diizensizlik, oositi cevreleyen
graniiloza hiicreleri ve oosit arasindaki iletisimi bozmaktadir. Bunun sebebinin PKOS'lu
hastalardaki yiiksek Ostrojen seviyesi oldugu diistiniilmektedir. Ayni zamanda LH
seviyesinin de yliksek olmasi oosit olgunlagsmasini ve fertilizasyon oranini diistiriirken,
embriyo kalitesini bozar, dogum oraninin azalmasina ve diisiiklerin artmasina sebep
olur (15). Bu bilgiler bize, bozulan bu endokrin ¢evre nedeniyle, oosit ve graniiloza
hiicreleri tarafindan sentezlenen ZP2 glikoproteininin miktarinin etkilendigini ve olusan
ZP yapisinin ultrastriiktiirel diizeyde anormaliklere sahip oldugunu diisiindiirmektedir.
Calismamizda PKOS grubunda graniiloza hiicre bazal laminalarinda kalinlagma
ve diizensizlige rastlandi. Ayn1 zamanda bazal lamina kalinlagsmasi gosteren graniiloza
hiicrelerinde lipid vakuollerinde artis goriildii. Irving-Rodgers ve ark. (56)
calismalarinda saglikli sigirlardan elde ettikleri follikiillerin bazilarinda graniiloza hiicre
bazal laminalarinda kalinlagsma ve diizensizlik gézlemisler ve bu follikiillerde, oositlerde
maturasyon yetersizligi oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica bazal lamina diizensizligi
gosteren follikiillerde graniiloza hiicre ¢ogalmasinda ve antrum genislemesinde
yetersizlik oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar bazal laminanin hiicre gogalmasi ve

farklilagsmasinda 6nemli rolleri bulundugunu belirtmektedir (57). Yapilan bir diger
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calismada ise yalnizca poli Kistik overe (PKO) sahip hastalarin ve saglikli kadinlarin
graniiloza hiicre ¢ogalmasi, bolinme siklusunda bulunan, minichromosome
meintenance protein 2 (MCM 2) isaretlemesi yapilarak incelenmis ve anovulatuar
PKO'da graniiloza hiicre boliinmesinin anlamli olarak artis gosterdigi belirtilmistir (58).
Yapilan bir diger arastirmada, PKOS’ta anovulasyon sirasinda granulosa hiicrelerinde
anormal cogalma ve oosit ile aralarinda farkli biiylime evreleri gozlenmektedir.
Arastirmacilar bu durumun, oosit ve graniiloza hiicreleri arasindaki normal etkilesimi
degistirdigini belirtmektedir. Folikiil gelisiminin erken evrelerinde gézlenen bu 6nemli
anormalliklerin, PKOS’ta anovulasyonun temel sebeplerinden biri olabilecegi
distintilmektedir (8). Yapilan bu galismalar 1s18inda, PKOS'ta fazla miktarda gézlenen
hiicre ¢cogalmasinin sebeplerinden birinin de bazal lamina kalinlasmasi1 ve diizensizligi
ile beliren bazal lamina anormallikleri olabilecegi belirtilmektedir.

Calismamizda tiim gruplarin oosit sitoplazmalarinda sismis mitokondriyonlar ve
bazi mitokondriyonlarda krista kaybina rastlanmistir. Fakat PKOS grubuna ait oositlerin
sitoplazmasinda anormal mitokondriyon sayisinin artmis oldugu goriilmiistiir. Koyu
zonaya sahip oositler ile yapilan c¢aligmada anormal mitokondriyon ve ¢ok sayida
vakuol goriiliirken, diger organellerin yapisinda anormallikler gézlenmemistir ve koyu
ZP'ye sahip oositlerin mitokondriyonlarinda krista kaybi, mitokondriyal vezikiiller ve
membran bozukluklar1 gézlenmistir (56). Bununla birlikte koyu ZP ile ¢evrili oositler
ile ilgili yapilan diger caligmalarda, farklilasma, morfoloji ve mitokondriyonlardaki
yetersiz geri dagilimin oositin metabolik aktivitesini, fertillizasyon oraninin ve embriyo
gelisimini olumsuz etkiledigi belirtilmistir (59). Bu bilgilerde bizlere ¢alismamizda,
PKOS grubunda, tiim follikiiler evrelerde artan anormal mitokondriyonlarin oosit ve
graniiloza hiicreleri arasi etkilesimin bozulmasinin nedenlerinden biri olabilecegini
diistindiirmektedir.

Sonu¢ olarak calismamizda; PKOS'ta follikiilogenezisin primer follikiil
asamasindan itibaren ZP2 glikoproteininin ekspresyonunun azalmasinin ve ZP'de ince
yapt diizeyinde anormalliklerin  bulunmasinin, sperm-oo0sit penetrasyonunda
bozukluklara ve gelisen embriyonun implantasyonunda basarisizliklara sebep olarak
subfertilite ya da infertiliteye yol agabilecegi diistiniilmiistiir. Ayrica fertilizasyon ve
implantasyon siiresince tiim ZP glikoproteinleri ile ilgili daha fazla ¢aligmalar yapilarak

PKOS patogenezindeki mekanizmalarin ZP'yi ne diizeyde etkiledigi arastirilmalidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda deneysel PKOS olusturulmus sigcan modelinde yapilan immiin
boyama sonucunda, overde ZP2 ekspresyonunun kontrol grubuna gore azalmis
oldugu bulunmustur. PKOS'ta otokrin-parakrin faktorlerin degisimi nedeni ile
oositi ¢evreleyen ZP tabakasinda bulunan ZP2 glikoproteinin miktarinin
etkilenmis oldugu sonucuna varilmigtir. ZP glikoproteinlerinin proteinin
miktarlarmin belirlenmesi i¢in western blot ya da ELISA analizleri yapilmalidir.
. Yapilan  elektron  mikroskobik incelemeler  sonucunda, PKOS'ta
follikiilogenezisin erken evrelerinden itibaren oositi ¢evreleyen zona yapisinda
anormallikler oldugu saptanmistir. PKOS'ta bozulan ovaryan mikro g¢evrenin,
follikiilogenezisin primer follikiil asamasindan itibaren ZP yapisini degistirdigi
saptanmistir.

Calismamizda graniiloza hiicrelerinin bazal laminalarinda diizensizlik ve
kalinlasma gorilmistiir. PKOS'ta graniiloza hiicrelerinde asir1 ¢ogalma
goriilmektedir ve bu durumun bazal laminada anormalliklere sebep oldugu
disiiniilmektedir.

PKOS'ta tiim follikiiler —evrelerde oosit sitoplazmasinda  bulunan
mitokondrilerde krista kayb1 ve anormal membran yapisinin kontrol grubuna
gore artmis oldugu saptandi. PKOS'ta degisen hormon dengesinin oosit
metabolizmasini etkiledigi ve bu durumunda mitokondrilerde anormalliklere
sebep oldugu diistiniilmektedir. PKOS'ta oosit sitoplazmasinda mitokondriyal
skorlama yapilarak bu durumun daha kapsamli arastirilmasi yapilmalidir.
PKOS'ta ZP tabakasinda graniiloza ve oosit sitoplazmik uzantilarinda gozlenen
azalmanin, follikiilogenezisin erken asamalarinda oosit ve graniiloza hiicreleri
arasindaki iletisimin bozulmasi nedeni ile olumsuz yonde etkilendigi

diistiniilmektedir.
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