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OZET

Polikistik Over Sendromu Olusturulmus Fare Over Dokusunda, Biiyiime
Farklllasma Faktéri-9 (GDF-9) ve Kemik Morfogenik Protein-15’in (BMP-15)
Ekspresyonlarinin ve Ince Yap1 Degisikliklerinin Incelenmesi

Polikistik Over Sendromu (PKOS), %6-8 prevalansi ile reprodiiktif cagdaki
kadinlarda en sik gozlenen endokrinopatidir. Farkh biiyiime faktorlerinin
PKOS’da olasi etki mekanizmalar agiklanmaya calisilmis olmakla birlikte PKOS
gelisiminde rol alan patolojik mekanizmalar heniiz tam olarak aciklanamamstir.
Bu ¢alismada, PKOS gelisiminde biiyiime farklilasma faktorii-9 (GDF-9) ve kemik
morfogenik protein-15’in (BMP-15) etkinligi ve folikiilogenezisde donemsel
roliiniin arastirilmasi planlandi.

Calismada 45 adet 23-25 giinliik Balb/C disi fare kullanildi ve her grupta 15
hayvan olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Grup I’deki hayvanlara deney siiresince
hi¢bir islem yapilmadi. Grup II’deki hayvanlara deney siiresince 0.1 ml susam yag:
subkutan (s.c.) enjekte edildi. Grup III’deki hayvanlara deneysel PKOS modeli
olusturmak icin 20 giin boyunca, 0.1 ml susam yag icinde c¢ozdiirillmiis
dehidroepiandrosteron (DHEA, 6 mg/100g/giin) s.c. enjekte edildi. Bu siire
sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. Elde edilen over dokular1 GDF-9 ve BMP-15
immiinofloresan isaretlemeler ve elektron mikroskobik incelemeler icin takip
edildi.

Grup III’de GDF-9 ve BMP-15 immun isaretlenme yogunlugunun benzer
oldugu ve primer folikiilden sonraki asamalarda diger gruplara gore anlamh
olarak azaldigr saptandi (sirasiyla p<0.001 ve p<0.001). Grup III’de, diger
gruplara gore overde pre-antral ve antral folikill miktarmin arttg goriildi.
Ayrica bu grupta elektron mikroskobik olarak multilaminar primer ve sekonder
folikiillerin bir kisminda; graniiloza hiicrelerinde apoptozisin arttigl, graniiloza ve
teka hiicrelerinde artmms lipid vakuolleri, graniiloza hiicrelerinde bazal
laminalarinda kalnlasma ve diizensizlik, oositi c¢evreleyen zona pellusida da
yogunlasma gozlendi.

Sonu¢ olarak, PKOS’da folikiilogenezin primer folikill asamasindan
itibaren GDF-9 ve BMP-15 ekspresyonlarinin azalmasimin, folikiil gelisim
bozuklugu ve zona pellusida yapisinda degisiklige neden olarak kadinlarda
subfertilite veya infertiliteye yol acabilecegi diisiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Polikistik over sendromu, folikiilogenezis, biiyiime farkhilasma
faktorii-9, kemik morfogenetik protein-15



ABSTRACT

Investigating of Growth Differentiation Factor-9 (GDF-9) and Bone
Morphogenetic Protein-15 (BMP-15) Expressions and Fine Structure Changes in
Mouse Ovarium Tissue with Polycystic Ovarian Syndrome

Polycystic Ovarian Syndrome, (PCOS) is the most commonly observed
endocrinopathy in women who are in reproductive period with 6-8% prevelance.
Different growth factors’ probable effect mechanisms in PCOS were attempted to
be explained while pathological mechanisms having role in PCOS development
could not be explained precisely. In the present study, it has been planned to
search the efficiency of the growth differentiation factor-9 and bone
morphogenetic protein-15 in PCOS development and its periodical role in
folliculogenesis.

In the current study 45, 23-25 days old Balb/C female mice were used and
they were divided into 3 groups as 15 mice in each group. Group | was not
subjected to any procedure throughout the experiment process. In group 11, 0.1 ml
sesame oil was injected to subcutaneous (s.c.). To form an experimental PCOS
model, dehydroepiandrosterone dissolved in 0.1 ml sesame oil (DHEA, 6
mg/100g/day) was injected to s.c.. At the end of this process, all the animals were
sacrificed. Obtained ovarium tissues were followed for GDF-9 and BMP-15
immunofluorescent labelling and electron microscopic examinations.

In group IlI, it was determined that intensity of GDF-9 and BMP-15
immune labelling was similar and in the stages after primary follicle significantly
decreased compared to other groups (respectively p<0.001 and p<0.001). In group
I11, it was observed that pre-antral and antral follicle amount increased when
compared to the other groups. In addition, in this group, electron microscopically
in some part of multinaminar primary and secondary follicles; increased apoptosis
in granulosa cells, increased lipid vacuole in theca cells, thickness and irregularity
in basal lamina in granulosa cells, intensity in zona pellusida surrounding oocyte
was observed.

Consequently, it has been thought that in PCOS, decrease of GDF-9 and
BMP-15 expressions as from the primary follicle stage, can cause subfertility or
infertility in women by causing follicle development disorder and changes in zona
pellusida structure.

Key words: Polycystic ovary syndrome, folliculogenesis, growth differentiation
factor-9, bone morphogenetic protein-15
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1. GIRIS

Polikistik over sendromu (PKOS) dogurganlik c¢agindaki kadinlarda en sik
goriilen endokrin bozukluk olup olgularin %40-70'inde infertilite gozlenmektedir (1).
PKOS’un fizyopatolojisi tam olarak aciklanamamis olmakla birlikte, menstrual
diizensizlikler, ovaryan hiperandrojenizm, hiperinsiilinemi, insiilin direnci ve
intraovaryan otokrin ve parakrin sinyalizasyondaki degisikliklere bagli olarak folikiil
gelisiminde duraksama gozlenmektedir (2). Folikiiler duraksama nedeniyle over
periferinde kii¢iik antral folikillerin birikimi eslik etmektedir (3).

Ureme yasami boyunca kadmnlar, puberte ile birlikte diizenli olarak iireme
siklusuna girmektedir. Bu siklus overde folikiil gelisimi, dominant folikiiliin se¢ilmesi,
ovulasyon ve endometriyumun implantasyon ic¢in hazirlanmasi asamalarini igerir.
Ovulatuar sikluslarin diizenli olabilmesi hipotalamus, hipofiz ve overden gelen uyarici
ve baskilayici sinyallerin ¢ok hassas bir sekilde etkilesimi ile saglanir (4).

Overde folikiil bliylimesinin erken evreleri, gonadotropinlerden bagimsiz olarak
lokal olarak iiretilen biiylime faktorlerinin etkisi ile otokrin-parakrin etkilesimlerle
saglanmaktadir (5). Dinlenme fazinda bekleyen primordiyal folikiller biiylimenin
baglamasi ile primer folikiil asamasina girerler. Gelisimleri siiresince preantral ve antral
asamaya ulasirlar. Antral folikiil grubu biiyiikliigiinii arttirir ve gonadotropinlerin etkisi
ile dominant folikiil se¢imi ve ovulasyon gergeklesir (6).

Primordiyal folikiilden antral folikiil gelisimi siirecinin, overde farkli
kompartmanlardan kaynaklanan (oosit, graniiloza ve teka hiicreleri, stromal hiicreler)
sinyallerin otokrin-parakrin etkilesimleri ile gergeklestigi bilinmektedir (7, 8). Bu
stirecte doniistiiriici bilytime faktorii beta (transforming growth factor-beta; TGF-8 )
ailesinin bazi iyeleri; kemik morfogenetik protein-4 (bone morfogenetic protein-4;
BMP-4), kemik morfogenetik protein-7 (bone morfogenetic protein-7; BMP-7), kemik
morfogenetik protein-6 (bone morfogenetic protein-6; BMP-6), kemik morfogenetik
protein-15 (bone morfogenetic protein-15; BMP-15) ve biiyiime farklilasma faktorii-9
(growth differentiation factor-9; GDF-9) rol oynamaktadir (9).

TGF-B ailesinin iiyelerinden graniiloza hiicrelerinden salinan aktivinler, oosit

kaynakli GDF-9 ve BMP-15 preantral ve antral folikiil gelisiminde onemli rol



oynamaktadir (10, 11). GDF-9 ve BMP-15 otokrin-parakrin etki ile oosit
maturasyonunu etkilemekte, oosit ve ¢evresindeki somatik hiicreler arasinda molekiiler
etkilesimi diizenlemektedir. Ayrica graniiloza hiicre ¢ogalmasi, kumulus genislemesi,
luteinizasyon ve apoptozunda rol almaktadir (12, 13). Yapilan ¢alismalarda GDF-9 ve
BMP-15’in folikiil gelisiminde ve oosit maturasyonunda etkili oldugu ayrica dominant
folikiil se¢iminde rol aldig1 gosterilmistir (14).

PKOS’da anormal folikiilogenez siirecinde ve biiyiiyen folikiil duraksamasinda
oositten sekrete edilen bazi faktorlerin etkili oldugu ileri siiriilmiistir. PKOS’lu
hastalardan elde edilen Metafaz | (MI) ve Metafaz II (MII) asamasindaki oositlerle
yapilan bir ¢alismada GDF-9 ve BMP-15 mRNA diizeylerinin M| asamasinda azaldigi
MII asamasinda ise 6nemli derecede arttigi gosterilmistir (15). Bu ¢alismayla uyumlu
olarak baska bir ¢alismada PKOS’lu hastalardan toplanan oositlerde GDF-9 ve BMP-15
ekspresyonunda in vitro olarak o6nemli bir fark saptanmazken, kumulus graniiloza
hiicrelerinde ise GDF-9 ekspresyonunda azalma oldugu bildirilmistir (16). PKOS’Iu
kadinlarda BMP-15 gen mutasyonlarinin PKOS fenotipinin olusmasina katkida
bulundugu o6ne siiriilmekle birlikte GDF-9 ve BMP-15’in folikiiler gelisim PKOS
patogenezindeki rolii heniiz agiklanamamistir (17). Literatiirde PKOS’da GDF-9 ve
BMP-15’in folikiilogenez siirecinde hangi asamalarda etkili oldugunu, folikiilogenez
stirecinde olas1 ince yap1 degisikliklerini gdsteren in vivo ¢alismaya rastlanmamaistir. Bu
nedenle c¢alismamizda PKOS’da GDF-9 ve BMP-15’in folikiilogenezin hangi
asamalarinda etkili oldugunu, ayrica oositte ve graniiloza hiicrelerinde farkli gelisimsel

asamalarda olasi ince yap1 degisikliklerini gostermeyi planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Polikistik Over Sendromu

PKOS, merkezi sinir sistemi, hipofiz, overler, adrenal glandlar ve
ekstraglanduler dokular arasindaki etkilesimlerin bozulmasi sonucu; {lireme ¢aginin
herhangi bir doneminde ortaya ¢ikan kronik seyreden, yasam kalitesini olumsuz
etkileyebilen kompleks bir hastaliktir. Sendromun prevalansi yaklasik %6-8 olarak
bildirilmektedir (18). Ilk olarak 1935 yilinda Irving F. Stein ve Michael L. Leventhal
tarafindan amenore, hirsutizm, anovulasyon ve biiyiik polikistik overlerle karakteristik
semptom kompleksi olarak tanimlanmistir (1). Tani kriterleri konusunda gliniimiizde
tam bir fikir birligi saglanamamistir. Ancak yeni tanimlamaya gore; oligo-anovulasyon,
klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgulari, ultrasonografide polikistik
overlerin gozlenmesi kriterlerinden ikisinin varligi ile PKOS tanis1 konulabilmektedir
(19).

PKOS genellikle peripubertal donemden itibaren baglamakta, gonadotropin
dinamiginde degisiklikler, steroidogenez defektleri, insulin salimimi ve genetik
faktorlere bagli olarak menstrual siklus diizensizligi (anovulasyon, oligo-amenore,
disfonksiyonel uterus kanamasi), hiperandrojenizm bulgulart (hirsutizm, akne, ciltte
yaglanma) ve infertilite ile karsimiza g¢ikmaktadir. PKOS’lu hastalarda menstrual
diizensizlikler siklikla gozlenmekle birlikte, hastalarin %20’sinde menstrual siklusun
diizenli olabilecegi de bildirilmistir (2).

PKOS'lu kadinlar tipik olarak artmis oosit sayisiyla karakterize olmasina ragmen
oositler genellikle diisiik kalitelidir, bu da fertilizasyon, boliinme, implantasyon oraninin
diisiik olmasina ve diigiik yapma riskinin de yiiksek olmasina neden olur (20).

PKOS'lu hastalarda, serum folikiil uyaricit horman (follicle stimulating hormone;
FSH) diizeyi normal siklusun erken folikiiler donemindekinden daha diisiik olmasina
ragmen yeni folikiil gelisimi siirekli olarak uyarilmaktadir. Ancak FSH diisiikliigline
bagl olarak, folikiillerde maturasyonun tamamlanamadigi ve gelisen folikiillerin ise
ovulasyon asamasina ilerleyemedigi gosterilmistir (18). Folikiiller 2-8 mm ¢apinda

kiigiik folikiiler kistler seklinde kalip birka¢c ay devamlilik gosterirler. Bir kisim



folikiiller duraksamaya girerken, baska bir folikiil grubu ayni gelisim paternine girer
(21, 22). Polikistik overlerde primer ve sekonder folikiillerin sayisinin 6nemli dlgiide
arttig1 gosterilmistir. Olusan bu folikiillerin atretik olmayip, gelisimlerinin duraksadigi
bildirilmistir. Ayrica folikiillerin gonadotropik uyarima cevap verdigi ve steroid
sentezinde aktif oldugu ileri siiriilmiistiir. Ancak bu bilgiler 1s181inda olusan folikiillerin
atreziden hangi mekanizmalarla kurtuldugu ve yetersiz dominant folikiil gelisiminin

nedeni heniiz agiklanamamustir (23).

2.2. Normal Oogenezis

Gametogenez, 6zellesmis iireme hiicreleri olan gametlerin olusum ve gelisme
stirecidir. Oogenezis; primordiyal germ hiicrelerinin matiir oositlere doniismesiyle
gerceklesen olaylar dizisidir. Oogenezis prenatal maturasyon ve postnatal maturasyon
olmak iizere iki evrede incelenir. Hiicrelerdeki bu maturasyon siireci dogumdan once
baslar, puberte sonrasinda tamamlanir (24). Pubertede gonadotropinlerin etkisi ile
primordiyal folikiiller primer folikiillere doniiserek biiylimeye baslarlar. Antral agsamaya
ulasan folikiillerden sadece bir tanesi matiir folikiile doniisiir ve bu matiir folikiil
igindeki oosit ovulasyon ile over yiizeyinden atilir (4) (Sekil 2.1). Bu siiregte gézlenen
00sit maturasyonu ve graniiloza hiicre ¢ogalmasi 00sit, graniiloza hiicreleri ve ovaryan

stromal hiicreler arasinda meydana gelen sinyal gegisleri ile koordine edilir (5, 24).
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2.2.1. Primordiyal Germ Hiicreleri (PGH)

PGH ilk olarak insanda 3.-4. gebelik haftalar1 arasinda allantois yakinlarinda
vitellus kesesinin dorsal duvarinin endoderminde 100 kadar hiicre olarak ortaya ¢ikarlar.
PGH ekstraembriyonik ektoderme komsu proksimal epiblasttan ektraembriyonik
ektodermal hiicrelerinden sentezlenen BMP-4 ve kemik morfogenetik protein-8b (bone
morfogenetic protein-8b; BMP-8b) ve ekstraembriyonik endodermal hiicrelerden
sentezlenen kemik morfogenetik protein-2 (bone morfogenetic protein-2; BMP-2)
sinyali ile gelismektedir. BMP-4’e yanit olarak epiblast anahtar transkripsiyonel
diizenleyicileri harekete gecirmekte ve germ hiicre 6zellikleri kazanmaktadir (6, 8, 26).
Bunlar 15-20 um ¢apinda, eksantrik yerlesimli niikleusa sahip yuvarlak sekilli hiicreler
olup sitoplazmalarinda az miktarda organel igerirler (26).

Embriyonun katlanmasi sirasinda vitellus kesesinin dorsal pargast embriyo
igerisine dahil olurken PGH, ameboid hareketlerle gelismekte olan arka bagirsagin
dorsal mezenteri boyunca go¢ ederek iirogenital kabartida gonadlari olusturacak
bolgeye yerlesir. Elektron mikroskobik incelemelerde, fuziform ve irregiiler bir sekil
aldigi, psddopodlart olusturan sitoplazmik uzantilar igerdigi goriilir. 7. haftaya kadar
gonadin germ hiicreleri ile kolonizasyonu tamamlanirken, gonadlarin olusacagi
bolgelere gog edemeyen PGH ise dejenere olurlar (8, 26).

PGH gelismekte olan gonadlara yerlestiginde oogoniumlara farklanirlar, daha
sonra mitoz boliinme ile hizla gogalarak sayilarini arttirirlar (24). Hiicreler pre-mayotik
DNA sentezinin baslamasi ile oogonial evrelerini tamamlarlar ve oosit evresine girerler.
Olusan oositler primer oosit olarak adlandirilir. Bu asamada yassi epitel hiicreleri
oogoniumlarin ¢evresini tek tabaka halinde c¢evreleyerek primordiyal folikilleri
olusturur. Folikiil olusumunun temel amaci primer oositin atreziden korunmasidir.
Primer oositlerin ileri gelisimi folikiil hiicrelerince salgilanan oosit maturasyonunu
engelleyici faktor (oocyte maturation inhibitor; OMI) araciligi ile puberteye kadar
engellenir. Boylece primer oositler I. mayozun profazinda (diploten evresinde, 30-60

um) boliinmelerini duraksatir (8).



2.2.2. Primordiyal Folikiillerin Primer Folikiillere Doniisiimii

Primordiyal folikiiller, biiylimenin baslamasi1 ile dinlenme fazindan primer
asamaya gecmektedir. Primordiyal folikiilden primer folikiil gelisiminin grantiloza, teka
intersitisyel hiicreler ve stroma kaynakli sinyallerin otokrin-parakrin etkilesimleri ile
gerceklestigi bilinmektedir. Bu gecisin primordiyal folikiillerde FSH reseptor mRNA
ekspresyonunun  eksikliginden  dolay1  gonadotropinlerden  bagimsiz  oldugu
gosterilmistir  (6). Primordiyal folikiiliin primer folikiile doniisiimii siiresince,
primordiyal folikiillerin yass1 pre-graniiloza hiicreleri kiiboidal hale doniismekte,
folikiiliin ¢ap1 artmaktadir (8, 27). Bu aktivasyonda ovaryan stromal hiicreler ve oosit
tarafindan eksprese edilen TGF-B siiperailesinin belirli tyeleri rol oynar (6, 9).
Bunlardan ovaryan stromal hiicrelerinden ve teka hiicrelerinden eksprese edilen BMP-4
ve BMP-7, oosit kaynakli olan GDF-9, primordiyal-primer folikiil gecisinin pozitif
diizenleyicileri olarak gorev alirlar (9). Bu faktorlerin etkilerine zit olarak biiylimekte
olan folikiillerin graniiloza hiicrelerinden eksperese edilen anti-miillerian hormon (anti-
mullerian hormone; AMH) ise primordiyal folikiil- primer folikiil gegisinin negatif
diizenleyicisi olarak etkili olmaktadir (8, 9, 28) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Primordiyal-primer folikiil gegisi ile ilgili uyaric1 ve baskilayici biiylime faktorleri (9).



Primer folikiilden preantral folikiil gelisimi; 00sit c¢apinda artma, zona
pellusidanin (ZP) olusumu, teka hiicrelerinin yogunlagmasi ve graniiloza hiicrelerini
teka tabakasindan ayiracak olan bazal laminanin olusumunu igerir (6, 29, 30 ). Oosit,
folikiil gelisimi sirasinda kendi ¢evresinde, glikozaminoglikan ve glikoproteinlerden
zengin bir membran olan ZP’yi olusturur. Oosit ¢evresindeki graniiloza hiicreleri
multilaminar primer folikiilii olusturmak tizere ¢ogalir. Daha sonra graniiloza hiicreleri
¢evresinde bulunan ovaryan stroma hiicreleri de teka hiicrelerini olusturmak {izere
farklilagirlar (31, 32). Graniiloza hiicrelerine yakin yerlesimli olan stromal hiicreler, teka
interna (i¢ tabaka) tabakasini olusturur. Bu tabaka damardan zengin olup, steroid tireten
kiibik sekilli hiicrelere sahiptir. Luteinlestirici hormon (luteinizing hormone; LH)
reseptoril tasiyan bu hiicreler dstrojen Onciilii androjenleri salgilarlar. Teka eksterna (dis
tabaka) tabakasi ise teka interna tabakasimi ¢evreler (30, 31). Bu tabaka konsantrik
dizilimli kollajen demetler ve diiz kaslar igermesi nedeniyle daha ¢ok bir kapsiil gorevi

gortiir. Folikiil biiyiidiik¢e korteksin daha derin kisimlarina dogru hareket eder (32).

2.2.3. Preantral-Antral Folikiil Gelisimi
Primer agsamada 40-60 um olan folikiil ¢ap1 preantral asamada 120-150 um’e
¢ikmaktadir. Bu biiyiime oosit genomunun reaktivasyonu sonucu olusmaktadir. Antral
asamaya ulasan folikiillerde graniiloza hiicre tabakalari arasinda sivi dolu bosluklar
olusup birleserek antral boslugu (antrum) olusturur (9). Antrum sivist hiyaluronat,
steroidler, bliyiime faktorleri ve gonadotropinlerden zengindir. Antrum olusumuyla
folikiil “Sekonder (antral) folikiil” admi alir (33). Bu asamada oositler matiir
boyutlarma (~120um) ulasir ve bityiimeleri durur. Ancak graniiloza hiicreleri cogalmaya
devam eder. Ekzantrik yerlesim gdsteren oosit ¢evresinde ise graniiloza hiicreleri daha
yogun bir sekilde birikerek bir tepecik olusturur. Folikiiler bosluk i¢inde oosit bir miktar
hiicre ile bulunur. Oositi ¢evreleyen hiicreler kumulus ooforus adini alir. Ovulasyondan
sonra oosit, ¢cevresindeki korona radiata tabakasi ile birlikte kumulus-oosit kompleksi
(cumulus oosit complex; COC) seklinde atilir (32).
Folikiiliin bilyimeye devam etmesi ile antral asamada folikiiller 200 um c¢apa

ulagir. Bu asamaya kadar folikiil gelisimi gonadotropinlerden bagimsiz olarak



gerceklesmektedir. Preantral folikiil gelisiminde lokal TGF-B siiperailesi iiyelerinin,
pozitif diizenleyici olarak rol aldigi gosterilmistir. Bu faktdrlerden oosit kaynakli GDF-9
ve BMP-15 graniiloza hiicrelerinden eksprese edilen aktivinler, teka hiicrelerinden
eksprese edilen BMP-4 ve BMP-7 preantral folikiil ve antral folikiil asamalarinda
etkilidir (6, 8, 14).

Preantal folikiilden antral folikiile gegiste teka hiicre tabakalar1 daha belirgin
hale gelir. Teka hiicreleri overde ana androjen kaynagi olarak graniiloza hiicrelerine
Ostrojen sentezi i¢in prekiirsorler saglar. Teka interna hiicrelerinin icinde lipit
damlaciklar1 birikerek bu hiicrelere tipik steroid sentezleyen hiicre goriiniimii kazandirir.
Insanlarda LH, teka interna hiicrelerinde androjen sentezini tetikler. Ostrojen dnciilleri
olarak gorev alan androjenler buradan graniiloza hiicrelerinin diiz endoplazmik
retikulumlarma gog¢ eder, FSH’1n etkisiyle Ostrojene donistiiriiliirler. FSH ve dstrojen,
FSH reseptorlerinin hizli olarak ¢ogalmasini uyarmaktadir. Artan strojen seviyeleri ile
graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi ve folikiil genislemesi saglanmaktadir (24, 34).
Preantral ve antral folikiillerin hizli biiylimeleri sirasinda; BMP-4 ve BMP-7 FSH sinyal
yolagini modifiye ederek, graniiloza hiicrelerinden Ostrojen sentezini uyarmakta,
progesteron sentezini de baskilamaktadir. Boylece luteinizasyonu baskilama gorevini
yiritiirler (35, 36) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Preantral-antral folikiil asamasinda etkili biiyiime faktorleri (9).



2.2.4. Dominant Folikiil Secimi

Folikiil gelisimi, gonadotropinlerin pozitif diizenleyici etkisiyle saglanmaktadir.
Erken antral asamadaki folikiiller FSH etkisiyle antral asamaya gecerler. Bu donemde
antral boslukta biiyiime, oosit gapinda artma, graniiloza ve teka hiicrelerinde ¢ogalma ve
teka hiicrelerinde vaskiilarizasyonun artist belirgindir. FSH bu donemde folikiil
biiyiimesinin kritik bir belirleyicisi olmaktadir. Secilen folikiil grubu biiylimeye devam
ederken, gonadotropinlere karst yanitlarmin ve steroidogenetik aktivitelerinin
diizenlenmesi olas1 bir prematiir luteinizasyonun baskilanmasi yoniinden de kritik 6nem
tagimaktadir (11, 37). Ortamda bulunan GDF-9 ve BMP-15 gibi oosit kaynakli faktorler,
gonadotropin etkisi ile aktive olan progesteron sentezini baskilayarak prematiir
luteinizasyonu baskilamaktadir (38, 39).

Preantral ve antral folikiil biiytimesi FSH ve LH reseptor ekspresyonunu ve FSH
ile baskilanan aromataz aktivitesinin arttirilmasi ile karakterizedir. Ozellikle biiyiiyen
preantral ve antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinden eksprese edilen aktivin-A, TGF-
B ve BMP-6, teka hiicrelerinden eksprese edilen, BMP-4 ve BMP-7, kiiciik folikiiller
icin androjen desteginin azalmasina ve biiyiimelerininde yavaslamasina neden olur (38).
Folikiiler biiylime ile graniiloza hiicrelerinden daha fazla inhibin A ve follistatin
saliarak aktivin dominant ortamdan inhibin dominant ortama bir gecis olmaktadir.
Inhibinin artmasi ile FSH diizeyi diismekte, LH ile baskilanan androjen sentezi artmakta
ve bdylece preovulatuar donemde ihtiya¢ duyulan estradiol yiiksekligi saglanmaktadir.
Bu sayede erken folikiil biiylimesi asamasinda, aktivin A, TGF-B ve GDF-9 gibi
faktorlerin etkisi ile daha fazla FSH ve LH reseptorii ekspresyonu ve aromataz aktivitesi
gosteren folikiiller, ileri biiylime asamasinda daha az androjeni etkili kullanabilir hale
gelir ve dominant folikiil olarak se¢ilebilmesi saglanir (8, 40).

Ovulasyondan yaklasik 24 saat once LH salimimi tetiklenir. LH artis1 oositte
duragan olan mayoz bdliinmenin yeniden baslamasini, graniiloza hiicrelerinin
luteinizasyonunu, oosit ile g¢evresindeki kumulus tabakasinin serbestlesmesini
saglamaktadir. Kandaki LH hormonu seviyesinde meydana gelen asir1 yiikselme (pik)
sonucu graniiloza hiicrelerindeki LH reseptorleri down-regiile olarak ostrojen iiretimini
azaltirlar. LH pikinden 12-24 saat kadar sonra mayoz bdliinmenin baglamasi ile oosit 1.
mayoz boliinmesini tamamlayarak ilk kutup cisimcigini atar ve ovulasyon gerceklesir

(32, 34).



2.2.5. Oosit Maturasyonu

Maturasyon, oogenezisin bilylime ve gelisimi izleyen {igiincii evresidir. Oositte
cesitli sitoplazmik Ozelliklerin degismesi ile oositin ovulasyon ve fertilizasyona
hazirlanmasiyla karakterizedir. Oosit maturasyonu gekirdek ve sitoplazmada meydana
gelen siireglere bagli olarak niiklear ve sitoplazmik maturasyon olarak ikiye ayrilir (37).

Niiklear maturasyonun baslamasi igin LH tetikleyici bir role sahiptir, ancak
maturasyonun devamui igin basta Ostrojen olmak lizere steroidler de gereklidir (41). .
mayoz boliinmenin profaz agsamasinda, bekleme halinde iken ¢ekirdek germinal vezikiil
(GV) evresindedir. Niiklear maturasyon, oosit ¢ekirdeginin GV’den MII asamasina
gecisi olarak tanimlanabilir. Maturasyon siirecinde ilk belirti GV membraninin yikilmasi
ve ¢ekirdek igerigiyle sitoplazmanin karigmasidir. Bunu takiben kromozom
yogunlasmast, ig iplikcikleri olusumu, homolog kromozomlarin metafaz plag: iizerinde
yerlesmesi gergeklesmektedir (42, 43).

Sitoplazmik maturasyon, niiklear maturasyon gergeklesirken sitoplazmada
meydana gelen ince yapi1 diizeyindeki degisiklikleri tanimlar. Sitoplazmik maturasyon
dolayli olarak oositin matiir haldeyken normal fertilizasyon, boliinme ve blastosist
gelisimini gergeklestirebilmesini saglar (43). Birinci polar cismin olugsmasiyla birlikte
perivitellin bosluk genisler ve sekillenir. Mitokondriyonlarin sayisi artar ve yapisal

degisimleri olusur (42).

2.3. Ovaryan Folikiil Gelisimi Kontroliinde TGF-§ Siiperailesinin Lokal Rolii
Oogenezis bir¢ok intraovaryan ve ekstraovaryan faktor tarafindan
diizenlenmektedir. Yapilan calismalarda, primordiyal bir folikiilden antral folikiil
olusumunun, gonadotropinlerden bagimsiz olarak overde lokal olarak {iretilen biiyiime
faktorlerinin etkisi ile oldugu gosterilmistir (8, 9). Birgok intraovaryan faktorler
arasindan ozellikle TGF-P siiperailesi tiyeleri folikiil bliyiimesi ve oosit gelisimi iizerine
onemli biyolojik rollere sahiptir. TGF-f siiperailesi; TGF-B, aktivin, inhibin, AMH,
GDF-9 ve BMP’lerden olusur. Bunlar 6zgilin hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak

intraseliiler sinyal yollarin1 tetikler. Boylece otokrin, parakrin ve endokrin
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mekanizmalarla etki gostererek; hiicre biiylimesi, morfogenez, hiicre farklilasmasi ve

apoptoz gibi biyolojik olaylarda ¢ok 6nemli rol oynarlar (9, 44) (Sekil 2.4).

(various combinations)

H N F Iype-I & Type-I receptors
i

D\ W AMH

Inhibin
Activin
BMP-2,-5,-6

TGFbeta

AMH
Inhibin =
Activin ’

BMP-2,-5-6 v

Sekil 2.4. TGF-B siiperailesi iiyelerinin teka-graniiloza hiicreleri ve graniiloza hiicreleri-oosit arasinda

karsilikli etkilesimleri (9).

Oogenezis gelisim asamalarinda, ovaryan somatik hiicreler ve oosit tarafindan
TGF-B siiperailesiyle iliskili; bagli proteinler, sinyallesme aracilari, ligandlar ve
reseptOrlerin eksprese edildigi kanitlanmistir. Deneysel bulgularin giderek artmasi,
bunlarin primordiyal folikiil se¢imi, graniiloza hiicreleri ve teka hiicrelerinin ¢ogalmasi
ya da atrezisi, hormon sentezi, gonadotropin reseptor ekspresyonu, oosit maturasyonu,
ovulasyon, luteinizasyon ve korpus luteum olusumunu igeren, folikiil gelisiminin ¢cogu
asamasinda bir¢ok yonden anahtar rol oynadigini gostermistir (26, 45).

Oosit, folikiilogenez sirasinda komsu somatik hiicrelerin  fonksiyonunu
diizenlemede onemli etkilere sahiptir. Oositten eksprese edilen GDF-9 ve BMP-15,
folikiilogenezin ¢ok erken asamalarinda rol almaktadir. Her iki biliylime faktorii de
normal folikiilogenez ve fertilitede onemli fonksiyonlara sahiptir (44). GDF-9 graniiloza
hiicre ¢ogalmasint ve preantral biliylimeyi uyarmaktadir (45). Farelerde yapilan
calismada GDF-9 eksikliginin graniiloza hiicre ¢ogalmasini azalttig1 ve primer folikiil

asamasinda folikiiler gelisimin duraksamasina neden oldugu gosterilmistir (46).
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BMP-15’in ise normal folikiilogenez ve ovulasyonda onemli rol oynadigi,
graniiloza hiicre ¢ogalmasimi uyardigi ve somatik hiicreler i¢in mitojenik oldugu
gosterilmistir (47). Ayrica dominant folikiil se¢imini etkilemekte, folikiil biiylimesini,
dejenerasyonu ve atretik folikiil olusumunu da diizenlemektedir (17).

Folikiilogenez siirecinde preantral ve antral folikiil bliylimesini arttiran pozitif
diizenleyici diger biiylime faktorleri; graniiloza hiicrelerinden eksprese edilen aktivin A,
graniiloza ve teka hiicrelerinden eksprese edilen TGF-B, teka hiicrelerinden eksprese
edilen BMP-4 ve BMP-7’dir. TGF-f’nin 3 izoformu vardir (TGF-B1, TGF-p2 ve TGEF-
B3). TGF-B biyoaktivitesi ilk olarak preantral folikiilde izlenmekte folikiil biiyiidiik¢e de
artan miktarlarda eksprese edilmektedir (48, 49). Insanda etkileri tam olarak
aciklanamamis olmakla birlikte, sicanlarda graniiloza hiicre ¢ogalmasini baskiladigi,
progesteron liretimini arttirdig1 ve dstrojenin bilyiimeyi uyarict etkisini ortaya ¢ikardigi
gosterilmistir (50). Bunlara karsilik AMH folikiilogenezde negatif diizenleyici olarak
etki gosterir. AMH, biiyiiyen folikiillerin graniiloza hiicrelerinde eksprese edilmekte ve
primordiyal folikiil primer folikiil gegisini baskilamaktadir. Ayrica preantral folikiil
gelisimi iizerinde de negatif bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (8, 49). AMH
preantral ve kiigiik antral folikiillerin FSH’a yanitin1 azaltmakta bdylece folikiillerin
dongiisel gelisimi ve dominant folikiil se¢im silirecinde negatif yonde etki

gostermektedir (9).

2.3.1. Oosit Kaynakh TGF-p Siiperailesi Uyeleri

Oosit, folikiil biiylimesi ve gelismesinin diizenlenmesinde merkezi rol
oynamaktadir. TGF-f siiperailesinin oosit kaynakli iiyeleri, GDF-9 ve BMP-15 ¢esitli
matriks stabilize edici faktorlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (26). GDF-9 ve
BMP-15’in inek ve koyundaki primordiyal folikiillerde, kemirgenlerde erken asamadaki
folikiillerde oositler tarafindan segici olarak salgilandigi bulunmustur (43). Farkli
fizyolojik kosullar altinda, GDF-9 ve BMP-15 biiyliyen ve matiir oositlerden de yiiksek
oranda eksprese edilirler. BMP-15 ve GDF-9 mitojenik sinyal iletim mekanizmalari
yoluyla kumulus hiicre fonksiyonunun diizenlenmesi, metabolizma, ¢ogalma, apoptoz,

luteinizasyonda 6nemli etkilere sahiptir (45, 51). GDF-9 ve BMP-15 folikiilogenez i¢gin
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gerekli olup, anormal ekspresyonlarnin infertiliteyle iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir
(43).

In vitro olarak GDF-9 veya BMP-15 ile birlikte COC’nin inkiibasyonunun oosit
maturasyonunu onemli Olgiide uyardigi ve blastokist gelisim oranlarini arttirdig,

blastokistte embriyoblast ve trofoblast hiicre sayilarini arttirdigi raporlanmistir (52, 53).

2.3.1.1. Folikiilogenezin Diizenlenmesinde GDF-9’un Biyolojik Fonksiyonlar:

Rekombinant GDF-9 proteini kullanilan in vitro ¢aligmalarla, folikiilogenezin
tim asamalarinda folikiil biiyiimesi ve gelismesinde GDF-9 aktivasyonunun biyolojik
rolleri ve 6nemi aydmlatilmistir (14). GDF-9 mRNA ve protein ekspresyonunun primer
ve biiyiik folikiillerin oositleri ile sinirli oldugu ileri siiriilmiistir (54). Oosit kaynakli
GDF-9’un folikiilogenezin ¢ok erken asamalarinda graniiloza hiicrelerinde Snemli
etkileri bulunmaktadir (55). GDF-9 uygulanmis immatiir siganlarda primer ve kiigiik
preantral folikiillerin daha fazla oldugu fakat primordiyal folikiillerin azaldigi
gozlenmistir. Bu azalmanin, GDF-9’un primordiyal folikiilleri maturasyon igin
aktiflestirmesi sonucu gelistigi diistiniilmistiir (56).

GDF-9 oosit, graniiloza hiicreleri ve teka hiicrelerini igeren tiim folikiiller
kompartmanin farklilagmasin1 uyarmaktadir (57, 58). GDF-9 primer folikiil
asamasindan itibaren oositler tarafindan secici olarak eksprese edilmektedir. GDF-9
geni silinen farelerde, primer folikiil asamasinda folikiil gelisiminin duraksadigi,
folikiilerin anormal yapida graniiloza hiicreleri icerdigi ve folikiil ¢evresinde teka hiicre
farklilagmasinin olmadig1 gosterilmistir. Ayrica erken folikiiler agamada oositler
nispeten normal mayotik siire¢ gosterirken, sonraki asamalarda GV’nin cevresindeki
organellerin bir araya toplanmasi ve kortikal graniillerin yoklugu gibi bazi
ultrastriiktiirel mayotik kusurlarin da goriildiigii raporlanmistir (57). Bunlara ek olarak;
GDF-9 geni eksikliginde teka hiicrelerinin gelisimi bozulmakta, teka hiicrelerinde LH
reseptor ve c-Kit ekspresyonunun eksikligi ortaya cikmaktadir. Bu nedenle, oosit
kaynakli GDF-9’un normal oosit ve graniiloza hiicre fonksiyonunun yani sira teka hiicre

farklanmasi ve fonksiyonu igin gerekli oldugu da saptanmustir (58).
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In vitro olarak, GDF-9’un preantral folikiil bilyiimesinin uyarilmasi, gelisen
folikiillerin antral asamaya geg¢isi, graniiloza hiicre apoptozu ve folikiiler atrezinin
baskilanmasi gibi etkilerle folikiiler yasami da destekledigi saptanmustir (59, 60).
Folikiiler biliylimeyi graniiloza hiicre ¢ogalmasi ve bu hiicrelerde FSH reseptor
ekspresyonunun uyarilmasini saglayarak desteklemektedir (14). FSH aktivasyonunun
GDF-9 tarafindan baskilanmasinin FSH reseptdr modiilasyonu araciligryla meydana
geldigi varsayilmaktadir (10).

GDF-9, LH dalgalanmasi (piki) oncesi kumulus hiicreleri sterol biyosentezi ve
glikoliz gibi metabolik kaskatlarda rol almakta bdylece ovulasyon oncesi folikiil

biiyiimesinin son asamasinda da 6nemli etkiler yapmaktadir (61).

2.3.1.2. Folikiilogenezin Diizenlenmesinde BMP-15’in Biyolojik Fonksiyonlari

Oosit tarafindan eksprese edilen BMP-15, folikiil gelisim asamalar1 siiresince
giderek artan bir ekspresyon paterni gostermektedir (38). BMP-15’in aktivasyonu,
BMP-15’¢ baglanabilen bir baglayici protein ve negatif aktiviteli follistatin tarafindan
diizenlenir. Rekombinant insan BMP-15’i kullanilan in vitro ¢alismalar; BMP-15’in,
FSH’dan bagimsiz olarak farklilasmamis graniiloza hiicre c¢ogalmasini uyardigini
gostermistir (35, 39). Graniiloza hiicre ¢ogalmasi ve folikiil biiyiimesi esnasinda
prematiir luteinizasyonun Onlenmesi onemlidir. Bu siiregte oosit kaynakli faktorler
GDF-9 ve BMP-15 gonadotropin ile olan progesteron sentezini baskilayarak prematiir
luteinizasyonu baskilar. BMP-15 graniiloza hiicrelerinde FSH reseptor ekspresyonunu
baskilaylp FSH aktivasyonunu engellemektedir (62). BMP-15 FSH reseptor
ekspresyonunu baskilarken; BMP-15 aktivasyonunu diizenleyen follistatin FSH’a yanit
olarak graniiloza hiicrelerinin devamliligin1 saglar. Dolayisiyla, follistatin dominant
folikiil se¢imi esnasinda BMP-15’in bu etkisini antagonize ederek folikiilde yeterince
FSH reseptoriiniin bulunmasini saglamaktadir (38).

BMP-15 graniiloza hiicrelerinde KIT ligand (KL) ekspresyonunu uyarir. KL ise
oositlerde BMP-15 ekspresyonunu baskilar. Bu nedenle, BMP-15 ve KL oosit ve
cevresindeki graniiloza hiicreleri arasinda negatif-feedback dongiisii olusturur; Oosit

BMP-15 iirettigi zaman graniiloza hiicrelerini KL iiretmeleri i¢in uyarir, c-Kit
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araciligiyla oosite geri doniis sinyalleri oositin daha fazla BMP-15 eksprese etmesini
baskilar. Artan KL ekspresyonu ve FSH aktivasyonunun BMP-15 tarafindan
baskilanmasinda meydana gelen daha sonraki azalma graniiloza hiicre ¢ogalmasinin
baskilanmasina izin verir (12).

BMP-15 kumulus hiicre apoptozunun diizenlenmesine de katilmaktadir. Sigir
overlerinde, COC’den oositin uzaklastirilmasinin kumulus hiicre apoptozunu baslattig
gosterilmistir (63). Kumulus hiicre apoptozunun baslatilmasi BMP-15 tedavisiyle
Onlenebilir. Boylece BMP-15 ovulasyona kadar COC’de apoptoz sikli§inin azalmasina
katkida bulunabilir. Bununla iliskili olarak, BMP-15’in ovulasyona kadar etkin kumulus
hiicre popiilasyonunu saglayarak, fonksiyonel COC devamliliginda rol aldigi ileri
stiriilmiistir (64). BMP-15; kumulus genislemesinin uyarilmasiyla da iligkilidir.
Epidermal biiyiime faktorii (Epidermal growth factor; EGF) gibi biiylime faktorleri
kumulus hiicre genislemesini arttirir. Oositler kumulus hiicreleri iizerinde EGF
reseptorlerinin - ekspresyonunu destekler. Oositin  ¢ikartilmast  farede kumulus
hiicrelerinde EGF reseptor ekspresyonunu azaltmaktadir. Yapilan calismada, GDF-9 ve
BMP-15 verilmesi ile EGF reseptor diizeyinin normale dondiigii ve bdylece normal

kumulus hiicre genislemesi gézlendigi raporlanmistir (65).

2.4. PKOS’da Folikiilogenez

Over folikiil gelisimi siiresince, primordiyal folikiiller biiyliyen folikiil
havuzunun iginde gelisir, bir antral folikiil ovulasyon igin segilir. Bu olaylar koordineli
tireme, metabolik ve intraovaryan etkilesimleri gerektirir (27). PKOS’da ovaryan
hiperandrojenizm, insiilin direnci hiperinsiilinemi ve degismis intraovaryan parakrin
sinyalizasyon folikiil biiylimesini bozabilir. Folikiiler gelisimin duraksamasina bagli
olarak, overin periferinde kiigiik antral folikiillerin birikiminin eslik ettigi polikistik
morfoloji gézlenmektedir. Bu nedenle; polikistik over, makroskopik olarak normal over
biyiikliigiiniin 2-5 kat1 kadardir (2). Ayrica PKOS’lu kadinlarda; folikiilogenez
stiresince intrafolikiiler mikrogevrede olusan degisiklikler, endokrin-parakrin faktor
degisikligi, metabolik disfonksiyon ile iliskili olarak bozulmus oosit maturasyonu,

diisiik fertilizasyon oranlar1 ve embriyonik gelisim yetersizligi gézlenmektedir (20).
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2.4.1. PKOS’da Erken Folikiiler Gelisim

PKOS patogeneziyle iliskili olarak, folikiilogenezin erken ve preantral
asamalarinda goriilen folikiil gelisim bozuklugu mekanizmalar1 hala bilinmemektedir.
Yapilan ¢alismalar, PKOS’ta primer ve sekonder folikiil sayilarinin normale gore
yaklagik olarak 2 kat fazla oldugunu gostermistir (22, 66, 67). Erickson ve ark. (68) bu
artisin PKOS’ta primer folikiil asamasindaki yi1gilmadan kaynaklandigini rapor etmistir.
Bir baska calismada ise primordiyal folikiil gelisminin normale gore yiiksek,
primordiyal folikiil atrezisinin ise normalden az oldugu, buna bagli olarakta primer ve
sekonder folikiil sayisinin arttig1 bildirilmistir (18). Preantral folikiil gelisimi, endokrin,
otokrin ve parakrin etkili faktorlere baghidir. Ancak bu faktorlerden hangisinin erken
folikiil gelisimi i¢in daha 6nemli oldugu heniiz bilinmemektedir (69).

Normal folikiilogenezde gerekli oldugu bilinen biiyiime faktorlerinden GDF-9
ve BMP-15’in anormal ekspresyonlarinin PKOS patogeneziyle iliskili olabilecegi ileri
stiriilmistiir (16, 47, 70). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada GDF-9 ve BMP-15’in
ekspresyonlarinin PKOS’lu hastalarda normale gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(16). Buna zit olarak bir baska ¢alismada GDF-9 ekspresyon diizeyinin polikistik
overlerde azalmis oldugu bildirilmistir ve GDF-9’un diisiik seviyesinin PKOS
folikiillerinde artan androjen sentezinin bir nedeni olabilecegi ileri stiriilmiistiir (70).
Ancak azalmis GDF-9 mRNA seviyesinin, PKOS’da folikiiler gelisim duraksamasinda
nasil bir etki gosterdigi ve hastaligin primer patofizyolojisinde olasi etki yolaklar1 heniiz
aciklanamamustir (41, 70).

Infertil kadimlarda, folikiil stvist BMP-15 diizeyindeki yiikselmenin, bozulmus
oosit kalitesini diizeltebilecegi, fertilizasyon oranlarini yiikseltebilecegi ve yetersiz
embriyonik gelisimi diizeltecegi yoniinde goriisler bildirilmistir. Ayrica BMP-15’in
oosit maturasyonu ve fertilizasyon oranlarinin belirlenmesinde iyi bir indikator
olabilecegi de ileri siiriilmektedir (47). Raporlanan bir ¢alismada, folikiilogenez
stiresince PKOS oositlerinde BMP-151n ekspresyonunda ise kalitatif ve kantitatif hi¢bir
degisiklik gézlenmemistir (70).
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2.4.2. PKOS’da Antral Folikiil Gelisimi

Folikiilogenez anormal ekstraovaryan endokrin faktorler tarafindan bozulabilir,
bu da ovaryan fonksiyon bozuklugu ile sonuglanir. FSH eksikligi, LH hipersekresyonu,
hiperandrojenemi ve insiilin direnci ile hiperinsiilinemi gibi kompleks endokrin
bozukluklar PKOS’un patogenezinden sorumludur (41).

FSH, folikiiler gelisimi uyarmakta, graniiloza hiicrelerinde LH reseptdrlerini ve
aromataz enzim sistemlerini baskilamaktadir (27). PKOS’Iu hastalar normal sikluslu
hastalar ile karsilastirildiginda diisiik serum FSH seviyesi goOstermektedir. FSH
eksikligi, 2-8 mm arasinda antral folikiillerin artan birikimiyle sonug¢lanir. Dolayisiyla,
cok sayida kiiciik folikiil, folikiiler gelisim duraksamasina ugrar ve dominant folikiil
olmayi bagaramaz (18).

PKOS’da folikiiler gelisimde duraksama olmasina ragmen, folikiiler biiyiikliigiin
normal folikiiller ile karsilastirildiginda benzer oldugu gosterilmistir. Bu folikiillerde
graniiloza hiicrelerinin steroid sentezleme Ozelliklerini devam ettirdigi ve Ostrojen,
progesteronun diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (66). Anovulatuar PKOS’lu hastalarda,
orta biiyiikliikteki antral folikiillerin graniiloza hiicreleri tarafindan strojen iiretimi tipik
olarak artmistir, fakat ovulatuar PKOS’lu hastalarda Ostrojen diizeylerinin normal
oldugu gosterilmistir (71).

PKOS’lu kadinlar tipik olarak folikiiler faz boyunca LH’1n hipersekresyonu ile
uyarilir (23). Yiiksek LH diizeyi, yetersiz oosit maturasyonu ve fertilizasyon oranlarinda
azalmaya neden olmaktadir. Folikiilogenez sirasinda LH’mn asir1 sekresyonu FSH
fonksiyonunu baskilayabilir; bu durum PKOS’lu kadinlarda, kii¢iik antral folikiillerde
atrezi ve prematiir luteinizasyonunu destekleyerek anormal graniiloza hiicre
fonksiyonuyla sonuglanir (23, 72). Ayrica artan LH diizeyi, oosit niiklear fonksiyonlari
da etkileyerek erken mayotik siirecleri aktif hale getirebilir veya oositte apoptotik
sinyallerin aktive olmasma neden olabilir (73). Mayoz bolinmenin endokrin
kontroliiniin bozulmasi, 1. polar cismin olusumunda bozulmaya ve oositte kromozomal
sayisal anomalilere neden olabilmektedir (74).

PKOS’Iu kadinlarin serum ve folikiil sivist AMH seviyesi normalden yiiksek
olup artan AMH diizeyi oosit maturasyonu azaltmakta ve immatiir oosit sayisinin

artisina neden olmaktadir (75, 76). Ayrica artan AMH diizeyi graniiloza hiicrelerinin
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FSH’a duyarsiz hale gelmesine neden olmakta ve sonugta overde artmis antral folikiil

gelisimi ve folikiiler gelisim duraksamasi gozlenmektedir (76).

18



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi ve Deney Plam

Deney protokolii Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylandi. Calismamizda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Arastirma Laboratuvari’ndan elde edilen, 45 adet 23-25 giinliik disi Balb/C cinsi fareler
kullamildi. Denekler deney siiresince, sicakligi 23+1 °C, nem oram %45-65 ve 12 saat
gece, 12 saat giindliz kosullar1 saglanan laboratuar ortaminda, 35cmX45cmX25cm
boyutlarinda plastik kafeslerde barindirildi ve hazir pellet yem ve c¢esme suyu ile
beslendi. Deneklere ilag uygulamasi her sabah 09.30-10.30 arasinda yapildi.

3.2. Calisma Gruplan

Grup | (n=15): Bu gruptaki deneklere, 20 giin boyunca hi¢bir islem yapilmadi ve
bu siire sonunda sakrifiye edildiler.

Grup Il (n=15): Bu gruptaki deneklere, 20 giin boyunca susam yagi (Sigma-
Aldrich® katalog no: 85067) s.c. enjekte edildi ve bu siire sonunda denekler sakrifiye
edildi.

Grup 1 (n=15): Bu gruptaki deneklere, 20 giin boyunca dehidroepiandrosteron
(DHEA, 6 mg/100g/giin) (Merck Millipore®, katalog no: 252805) susam yaginda
cozdiirtilerek s.c. enjekte edildi (77, 78). Bu stire sonunda denekler sakrifiye edildi. Tiim

gruplarda siklus takibi giinliik vajinal smear alinarak yapildi (79, 80).

3.3. Overlerin Elde Edilmesi ve Fiksasyon
Deney siiresi bitiminde, denekler intraperitoneal olarak uygulanan ksilazin (10
mg/kg) ve ketamin (100 mg/kg) anestezisi ile uyutuldular. Deneklerin agrili uyaranlara

yanit vermedigi anlagildiktan sonra abdominal bolgeleri acildi. Her grupta 10 denegin
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overleri iki tarafli olarak alindi, sag overler immiinfloresan preparasyon igin %4’ liik
paraformaldehit ¢ozeltisine, sol overler elektron mikroskobik preparasyon igin %2,5’luk
gluteraldehit ¢ozeltisine alindi. Tiim gruplarda 5 denegin overleri ise 151k mikroskobik
preperasyon i¢in %10’luk tamponlanmis formaldehite alindi. Tiim gruplardan alinan
overler stereo mikroskop ile incelendi ve mikroskoba eklenmis dijital kamera

(Nikon®coolpix5000, Tokyo, Japonya) ile fotograflar cekildi.

3.4. Isik Mikroskobik Doku Takip Islemi (81)
Isik mikroskobik inceleme i¢in alman dokular oncelikle 1em®liik parcalara
bolindii ve %10°luk formaldehit soliisyonunda 24-48 saat tespit edildi. Daha sonra

musluk suyunda 24 saat yikanan dokular asagidaki takip protokoliine gore hazirlandi.

1. Etil Alkol (%80) 30 dk
2. Etil Alkol (%95) 2 saat
3. Etil Alkol (%95) 1 saat
4. Etil Alkol (%100) 1 saat
5. Etil Alkol (%100) 1 saat
6. Etil Alkol (%100) 1 saat
7. Ksilol 1 saat
8. Ksilol 1 saat
9. Ksilol 2 saat
10. Parafin 2 saat
11. Parafin 2 saat
12. Parafin 2 saat
13. Bloklama

Blok haline getirilen dokulardan, rotary mikrotom (Leica® RM2125RT, Leica
Avusturya-Viyana) ile 5 um kalinliginda kesitler adheziv lamlara (Superior Marienfeld-

HistoBond®) alind1 ve histokimyasal inceleme igin toluidin mavisi ile boyandi.
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3.5. Immiinofloresan Isaretleme Protokolii (82)

1. Paraformaldehit ¢ozeltisindeki dokular bir gece buzdolabinda +4°C’de
bekletildi.

2. Dokular %20’ lik siikroz soliisyonda 12 saat, bunu takiben %30 siikroz ve
%0,1 sodyum azid igeren solusyonda 12 saat bekletildi. Daha sonra -20°C’ye konarak
donmalar1 saglandi.

3. Donan dokulardan, Leica® CM1900 marka kriyostat ile 10 um kalinhiginda
kesitler, adheziv kapli lamlara (Superior Marienfeld-HistoBond®™) alindi. isaretleme
islemi yapilmadan 6nce kesitler pap-pen ile ¢evrildi.

4. Kesitler fosfath tuz tamponu (PBS, pH: 7.4) ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

5. Non-spesifik antikor baglanmasini ve bundan dolayir olusabilecek zemin
boyamasim engellemek i¢in protein blok (Novocastra™, katalog no: D01-125) ile 8
dakika inkiibe edildi.

6. Kesitlerin tizerindeki protein blok uzaklastirildi. Daha sonra %0.1 Triton-X-
100, %0.5’lik s1gir serum albumini igceren PBS iginde (PBS-BSA) 1/100 oraninda
sulandirilmig primer antikorlar (GDF-9 i¢in; GDF-9 ke¢iden elde edilmis poliklonal IgG
primer antikoru, Santa Cruz Biotechnology®, katalog no: 12244, BMP-15 icin; BMP-15
tavsandan elde edilmis poliklonal 1gG primer antikoru, Santa Cruz Biotechnology®,
katalog no: 28911) damlatildi. Negatif kontrol igin ayrilan kesitlere ise primer antikor
icermeyen % 0,5 PBS-BSA damlatildi. Kesitler nemlendirilmis kapali bir kap i¢inde +4
°C’de buzdolabinda 16 saat inkiibe edildiler.

7. Inkiibasyondan ¢ikarilan kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandh.

8. Kesitlerin iizerine %0,5 PBS-BSA i¢inde 1/200 oraninda sulandiriimis
sekonder antikor (GDF-9 i¢in; tavsandan elde edilmis texas red (TR) konjuge anti-kegi
IgG sekonder antikoru, Santa Cruz Biotechnology®, sc-2012, BMP-15 i¢in; keciden
elde edilmis fluorescein isothiocyanate (FITC) konjuge anti-tavsan IgG sekonder
antikoru, Santa Cruz Biotechnology®, katalog no: 2012) damlatildi. Kesitler
nemlendirilmis kapali bir kap iginde 37 °C’de 90 dakika inkiibe edildiler.

9. Kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

10. Son yikamadan sonra lamlar dikkatlice kurulandi ve c¢ekirdeklerin

boyanmasi ig¢in kesitler, 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) igerikli kapatma
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medyumu (Santa Cruz Biotechnology®, katalog no: 24941) ile kapatildi. Lamellerin

etrafi, kesitlerin hava almamasi i¢in tirnak cilasi ile izole edildi.
3.6. Immiinofloresan Isaretlemenin Kantitatif Degerlendirilmesi

Hazirlanan kesitler, Nikon EclipseTi-S floresan mikroskop (Nikon®, Japan) ile
incelendi ve mikroskoba monte edilmis dijital kamera ile X40 bliyiitmede fotograflandi.

Degerlendirmede, her gruptan 80 folikiil (primordiyal folikiil=20, primer
folikiil=20, sekonder folikiil=20, tersiyer folikiil=20) olmak iizere toplamda 240 folikiil
Image J (National Institutes of Health, USA) goriinti analiz programi kullanilarak
analiz edildi. Analiz i¢in, floresan mikrograflar oncelikle 8-bit renge dontistiiriildii.
Daha sonra 256 gri skala renk diizeyinde, 2.derece polinominal fonksiyonda kalibre
edildi. Belirlenen folikiillerin ¢evresi programdaki aracla (freehand tool) elle ¢izilerek
¢evrelendi ve boyanma yogunluklarinin ortalama degerleri, sayisal olarak olgiildii (Sekil

3.1).

Sekil 3.1. Imagel] goriinti analiz programu ile folikilde GDF-9 ve BMP-15 immiin isaretlenme

yogunlugunun ol¢iilmesi.
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3.7. Elektron Mikroskobik Doku Takibi Protokolii (79)

Elektron mikroskobik inceleme i¢in alinan dokular éncelikle 1mm®’lik pargalara

boliindii ve %2,5°lik gluteraldehit soliisyonunda 4-6 saat tespit edildi. Daha sonra PBS

ile yikanan dokular asagidaki takip protokoliine gore hazirlandi.

1. %1’lik osmium tetraoksitte ikinci tespit

10.
11.
12.
13.
14.

15.
Bu

. PBS ile yikama
. % 50 Etil alkol
. % 60 Etil alkol
. % 70 Etil alkol
. % 80 Etil alkol
. % 96 Etil alkol
. % 100 Etil alkol

. % 100 Etil alkol

%2100 Etil alkol

Propilen oksit

Propilen oksit

Propilen oksit + Epoksi rezin
Propilen oksit + Epoksi rezin

Epoksi rezin

1 saat

3 kez 5’er dakika

+ 4 °C’de 15 dakika

+ 4 °C’de 15 dakika

+ 4 °C’de 15 dakika

+ 4 °C’de 15 dakika

+ 4 °C’de 15 dakika

+ 4 °C’de 15 dakika

+ 4 °C’de 15 dakika

25 °C’de 15 dakika

25 °C’de 15 dakika

25 °C’de 15 dakika

25 °C’de 30 dakika

25 °C’de 30 dakika

25 °C’de 16-24 saat

islemlerden sonra dokular epoksi rezine (Electron Microscopy Sciences®

katalog no:13940) gomiilerek 60 °C’lik etiivde 24 saat siireyle polimerize edildi. Elde

edilen bloklardan ultramikrotom (Leica® Ultracut UCT125, Leica Avusturya-Viyana)



ile 70 nm kalinliginda kesitler, 300 gozenekli bakir gridlere alind1 ve uranil asetat ve
kursun sitrat ile kontrastlandi. Kontrastlama islemi igin;

o Kesitler uranil asetatta 5 dakika bekletildi.

e Distile su ile yikandi.

¢ Kursun sitratta 5 dakika bekletildi.

e Distile suda yikandi.

e Kurutma kagidi ile kurutuldu.

3.8. Elektron Mikroskobik Degerlendirme

Boyanan kesitler transmisyon elektron mikroskobu (Jeol® JEM1011, Tokyo,
Japonya) ile incelendi ve mikroskoba eklenmis dijital kamera (Megaview III, Olympus
GmbH, Germany) ile fotograflandi. Her grupta ovaryan stroma ve farkli asamalardaki

folikiiller ultrastriktiiri incelendi.

3.9. Istatistiksel Analiz

Tiim gruplarda BMP-15 ve GDF-9 parametrelerinin normal dagilima uygunlugu,
Shapiro Wilks testi ile kontrol edilmis ve gruplarin normal dagilim gosterdigi
saptanmistir. Parametrelerin gruplar arasit ve gruplar i¢i karsilagtirilmasinda ANOVA
testi kullanilmistir. Grup ortalamalarinin ikiserli karsilastirilmasinda Tukey HSD testi
kullanilmigtir. Gruplarda parametrelere ait tanimlayici istatistikler olarak ortalama ve
standart sapma degerleri verilmistir. Bu nedenle parametrelerin gruplardaki dagiliminin
grafik gosterimi icin de “Error Bar” grafigi tercih edilmistir. Istatistik analizlerde SPSS
11.5 ve Statistica 6.0 paket programlar1 kullanildi ve analizlerde p<0.01’den kiiglik

degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.-Vajinal Smear Bulgular

Grup I ve Grup II’de 6strus siklusunun tiim asamalar1 benzerlik géstermekteydi.
Prodstrus asamasinda, her alanda parabazal, siiperfisyal ve az sayida kornifiye hiicre
gruplar1 goriildii (sirastyla Sekil 4.1.A ve 4.1.B). Ostrus asamasinda, gruplar olusturmus
cok sayida kornifiye hiicre bulunmaktayd: (sirasiyla Sekil 4.1.D ve 4.1.E). Metostrus
asamasinda, daginik halde bulunan parabazal hiicreler ve kornifiye hiicreler arasinda
lokositler gozlendi (sirastyla Sekil 4.1.G ve 4.1.H). Diostrus asamasinda ise her alanda
cok sayida l6kosit goriiliirken bunlar arasinda az sayida siiperfisyal hiicrelere rastlandi
(swrasiyla Sekil 4.1. J ve 4.1.K).

Grup III’de 6strus siklusunun prodstrus asamasinda, incelenen alanlarda diger
gruplara gore ¢ok az sayida siiperfisyal hiicre goriildii (Sekil 4.1.C). Ostrus asamasinda,
bircok alanda gruplar olusturmus ¢ok sayida kornifiye hiicre gozlendi (Sekil 4.1.F).
Metostrus asamasinda, birgok alanda parabazal, siiperfisiyal ve kornifiye hiicre gruplari
ve bunlarin arasinda az sayida 16kosit oldugu saptandi (Sekil 4.1.I). Didstrus

asamasinda, her alanda birkag siiperfisyal ve kornifiye hiicre gozlendi (Sekil 4.1.L).
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Sekil 4.1. Ostrus siklusu vajinal smear. Grup I de prodstrus (A), éstrus (D), metdstrus (G) ve didstrus
asamlar1 (J). Grup Il de prodstrus (B), ostrus (E), metostrus (H) ve didstrus asamalar1 (K). Grup |11 de
proostrus (C), Ostrus (F), metostrus (I), didstrus asamalar1 (L). Parabazal hiicreler (kirmuzi oklar),
stiperfisyal hiicreler (ince oklar), kornifiye hiicreler (kalin oklar), 16kositler (ok baslari) (Toluidin mavisi
x1200).

4.2. Stereo Mikroskobik Bulgular

Grup I’de incelen overlerin, boyutlarinin normal sinirlarda ve over yiizeylerinin
diizglin goriiniimde oldugu saptandi (Sekil 4.2.A). Grup II’de grup I’e benzer olarak
over boyutlar1 ve over yiizeyinin goriinimii normaldi (Sekil 4.2.B). Grup III’de diger
gruplara gore over boyutlarinin arttig1, over yiizeyinin girintili ¢ikintili, kistik goriiniim

kazandig1 gorildii (Sekil 4.2.C).
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Sekil 4.2. Overin stereo mikroskobik gortiniimii. Grup | (A), Grup 11 (B) de normal boyutlarda diizgiin
yiizeyli over gériinimii. Grup 111 (C) de, artmig over boyutu, over periferinde antral folikiil birikimi ve
over ylizeyinde kistik goriintim, (ok baglar1), tuba uterina (asteriskler) (x60).

4.3. Isik Mikroskobik Bulgular

Grup I: Incelenen overlerde primordiyal folikiilden tersiyer folikiile tiim folikiil
gelisim asamalar1 gozlendi. Graniiloza ve teka hiicrelerinin yapilarimi koruduklart ve
oosit ¢evresinde yerlesimlerinin diizenli oldugu goriildii. Normal yapida folikiiller
arasinda birkag tane atretik folikiil goriildii (Sekil 4.3.A ve 4.3.D).

Grup Il: Bu grupta grup I’e benzer olarak folikiiler asamalarin normal
morfolojide oldugu gozlendi. Folikiiler yapidaki graniiloza ve teka hiicrelerinin normal
morfolojide ve organizasyonda oldugu goriildii (Sekil 4.3.B ve Sekil 4.3.E).

Grup Ill: Preantral asamadaki folikiil sayisinda artis bulunmaktayd: (Sekil
4.3.C). Folikiiler gelisimin farkli agamalarinda atretik folikiiller saptandi. Atreziye giden
folikiillerin graniiloza hiicre sitoplazmalarinda lipit birikimine bagl luteinizasyon
gortldi (Sekil 4.3.G). Ayrica ovaryan stromal hiicre sitoplazmalarinda da lipit birikimi
vardi (Sekil 4.3.H). Stromada c¢ok sayida farkli boyutlarda folikiiler kistik yapilara
rastland1 (Sekil 4.3.1).
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Sekil 4.3. Isik mikroskobik over kesitleri. Grup | (A), Grup Il (B) normal over gértiiniimii, Grup Il ( C)
de over stromasinda artmus sayida antral folikiil birikimi (kalin oklar). Grup | (D), grup Il ( E), grup I (
F) farkli folikiil gelisim asamalari. Grup Ill (G)’de graniiloza hiicrelerinde luteinizasyon (ince ok), (H)
stromada luteinizasyon (ok basi), (1) folikiiler Kist (kirmiz1 oklar) ve atretik folikiil (kirmiz1 ok bast). (A,
B, C Toluidin mavisi x170), (D, E, F, Toluidin mavisi x600), (G, H, I,Toluidin mavisi x1200).

4.4. immiinofloresan Bulgular
GDF-9 ve BMP-15 negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir isaretlenme
gozlenmedi (Sekil 4.4.A ve 4.4.B).
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Sekil 4.4. GDF-9 (A) ve BMP-15 (B) immiinofloresan negatif kontrol kesitleri (x400).

4.4.1. GDF-9

Grup I: Folikiiler gelisimin erken asamasindan (primordiyal folikiil) itibaren
tim folikiiler asamalarda (primer folikiil, sekonder folikiil ve tersiyer folikiil), folikiiler
hiicrelerde GDF-9 immiin isaretlenmesi goriildii (sirasiyla Sekil 4.5.A, 4.5.D, 4.5.G,
4.5J). Primordiyal folikiillerde GDF-9 immiin isaretlenme yogunlugu azdi
(18.868+4.03). Ancak folikiil gelisim siiresince primer folikiil, sekonder folikiil ve
tersiyer folikiil asamalarina dogru GDF-9 immiin isaretlenme yogunlugunda artis
goriildii (swrastyla 33.103+6.8, 37.487+5.9, 45.447+5.8), (Sekil 4.6). Primordiyal
folikiilden tersiyer folikiile dogru gozlenen bu artis istatistiksel olarak anlamliyd:
(p<0.001), (Cizelge 4.1.).

Grup Il: GDF-9 immiin isaretlenmesi, folikiilogenez siiresince 00sit ve
graniiloza hiicrelerinde kontrol grubuyla benzerlik gostermekteydi (Sekil 4.5.B, 4.5.E,
45H, 45K), (Cizelge 4.2.) (Sekil 4.7.). Folikiil gelisim asamalar1 siiresince
primordiyal folikiil asamasindan tersiyer folikiil asamasina dogru tiim folikiiler
hiicrelerde immiin isaretlenme goriildii. Primordiyal folikiillerde GDF-9 immiin
isaretlenme yogunlugunun az oldugu saptandi (19.171+3.2). Primordiyal folikiilden
sonraki gelisim agamalarinda (primer folikiil, sekonder folikiil ve terSiyer folikiil) GDF-
9 immiin isaretlenme yogunlugunun artis gosterdigi (sirasiyla 33.000+5.9, 38.466+4.9,
45.185+4.9) ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.001),

(Cizelge 4.1.).
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Grup I11: Bu grupta GDF-9 immiin isaretlenme yogunlugu diger gruplara gore
anlamli olarak azalmisti (p<0.001), (Sekil 4.7.). Folikiilogenezin tiim asamalarinda
GDF-9 immiin isaretlenmesi gozlendi (sirasiyla Sekil 4.5.C, 4.5.F, 4.5.1, 45.L). Bu
isaretlenme, oosit sitoplamasi ve graniiloza hiicre sitoplazmasinda belirgindi (Sekil
4.8.). Diger gruplarla karsilastirildiginda primordiyal folikiillerde GDF-9 immiin
isaretlenme yogunlugunun benzer oldugu gozlendi (19.834+5,5), (p=0.775). GDF-9
immiin isaretlenme yogunlugu, primordiyal folikiildekine gore primer folikiil ve
sekonder folikiilde anlamli olarak artis gostermekteydi (sirasiyla 25.721+5.7,
32.765+5.1), (swrastyla p<0.001, p<0.001). Ancak immiin isaretlenme yogunlugu, diger
gruplardaki primer folikiil ve sekonder folikiil immiin isaretlenme yogunluguna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdstermekteydi (sirasiyla p<0.001, p<0.001),
(Cizelge 4.1). Tersiyer folikiillerin immiin isaretlenme yogunlugu diger gruplardakinden
azd1 (32.631+9.1) ve bu azalma istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.001), (Sekil 4.6),
(Cizelge 4.2).
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Sekil 4.5. GDF-9 immiin isaretlenme yogunlugu. Grup I’de primordiyal folikiillerde (ince oklar) (A),
multilaminar primer folikiillerde graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve oositte immiin isaretlenme
(ok baglar1) (D), sekonder folikiilde graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve oositte immiin
isaretlenme (kalin ok) (G), tersiyer folikiilde graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda immiin isaretlenme
(asterisk) (J). Grup II’de primordiyal folikiilde (ince ok) (B), multilaminar primer folikiilde (ince ok) (E),
sekonder folikiillerde (kalin oklar) (H), ve tersiyer folikiilde immiin isaretlenme (asterisk) (K). Grup
II’de primordiyal folikiilde (ince ok) (C), multilaminar primer folikiillerde (ok baglar1) (F), sekonder
folikiilde (kalin ok) (I), tersiyer folikiilde immiin isaretlenme (asterisk) (L), (TR x400).
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Sekil 4.6. Folikiiler gelisim agsamalarinda GDF-9 immiinofloresan boyanma yogunlugunun grafiksel
folikiil
Primer
folikiil
Sekonder
folikiil
Tersiyer
folikiil
*P<0.001

karsilastirilmasi.
Cizelge 4.1. Folikiiliin farkli gelisim agamalarinda GDF-9 immiin isaretlenme yogunlugu
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Sekil 4.7. GDF-9 (A) ve BMP-15’in (B) immiin isaretlenme yogunlugunun gruplar arasi karsilagtirilmasi.

CI: Giivenlik araligi, Barlar ortalama+standart sapma degerleri gostermektedir.

50 pm

Sekil 4.8. GDF-9’un oosit sitoplazmasinda ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin igaretlenme
(ince oklar) (TR), graniiloza hiicre niikleuslar1 (kalin ok) (DAPI), oosit sitoplazmasi (asterisk) (TR),
(x800).
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4.4.2. BMP-15

Grup I: Primordiyal folikiillerde immiin isaretlenme yogunlugunun az oldugu
saptand1 (16.554+3.5), (Sekil 4.9.A). Folikiiler gelisim siiresince; primer folikiil,
sekonder folikiil ve tersiyer folikiill asamalarinda BMP-15 immiin isaretlenme
yogunlugunda artis oldugu (sirasiyla 31.062+5.9, 35.370+6.4, 41.501+7.8) saptandi
(swrasiyla Sekil 4.9.D, 4.9.G, 4.9.J), (sekil 4.10.).

Grup Il: Bu grupta immiin isaretlenme yogunlugu kontrol grubuyla benzerlik
gostermekteydi (Sekil 4.7.), (Cizelge 4.2.). Primordiyal folikiillerde immiin isaretlenme
yogunlugu azdi (16.138+3.8) (Sekil 4.9.B). Ancak immiin isaretlenme yogunlugunun
primer folikiilden (29.157+5.5), sekonder folikiile (33.867+5.2) ve daha sonra tersiyer
folikiile (40.820) dogru artis gosterdigi saptandi (sirasiyla Sekil 4.9.E, 4.9.H, 4.9.K),
(Sekil 4.10.).

Grup I11: Bu grupta gelisen folikiiler asamalarda BMP-15 immiin isaretlenme
yogunlugunun diger gruplara gore anlamli olarak azaldigi saptandi (p<0.001), (Sekil
4.7.), (Cizelge 4.2.). Folikillogenezin tiim asamalarinda BMP-15 immiin isaretlenmesi
gozlendi (sirasiyla Sekil 4.9.C, 4.9.F, 4.9.1, 4.9.L). Bu isaretlenme, oosit sitoplamasi ve
graniiloza hiicre sitoplazmasinda belirgindi (Sekil 4.11.). Primordiyal folikiillerde
immiin isaretlenme yogunlugu azalmisti (15.695+3.2) ancak istatistiksel olarak anlamli
degildi (p=0.745), (Cizelge 4.3.). Folikiiler gelisimin ilerleyen asamalarinda, BMP-15
immiin isaretlenme yogunlugu primordiyal folikiile gore primer folikiil (23.699+2.8) ve
sekonder folikiilde (28.944+4.4) anlaml bir artis gostermekteydi (sirasiyla p<0.001,
p<0.001). Ancak diger gruplardaki primer folikiill ve sekonder folikiil immiin
isaretlenme yogunluguyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azaldig:
saptandi (sirastyla p<0.001, p<0.001), (Cizelge 4.3.). Tersiyer folikiilde BMP-15 immiin
isaretlenme yogunlugu oOnceki gelisim asamalarina gore anlamli olarak artmisti
(31.086+4.3), (p<0.001). Ancak diger gruplardaki tersiyer folikiil immiin isaretlenme
yogunluguna gore belirgin bir azalma goriilmekteydi (Sekil 4.10). BMP-15 immiin
isaretlenme yogunlugundaki bu azalma istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.001),

(Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.2. Gruplarda GDF-9 ve BMP-15 immiin isaretlenme yogunlugu

Grup | Grup Il Grup I
(n=80) (n=80) (n=80)
ort s.sapma ort s.sapma ort s.sapma p
GDF-9 33.726 11.221 33.955 10.750 27.737 8.434 <0.001
BMP-15 31.122 11.052 29.997 10.721 24.856 7.036 <0.001
*0<0.001
Cizelge 4.3. Folikiiliin farkli gelisim agsamalarinda BMP-15 immiin isaretlenme yogunlugu
Grup | Grup Il Grup I
ort S.sapma ort S.sapma ort S.sapma p
Primordiyal
folikil 16.554 3.518 16.138 3.804 15.695 3.241 0.745
Primer 31.062 5.971 29.157 5.511 23.699* 2.899 <0.001
folikiil
Sekonder 35.370 6.485 33.876 5235 | 28.944% | 4.476 0.001
folikiil
Tersiyer 41.501 7.877 40.820 7979 | 31.086* | 4326 | <0.001
folikiil
*p<0.001
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Sekil 4.9. BMP-15 immiin isaretlenme yogunlugu. Grup I’de primordiyal folikiilde (ince ok) (A),
multilaminar primer folikiillerde graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda immiin isaretlenme (ok baslarr)
(D), sekonder folikiilde graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve oositte immiin isaretlenme (kalin ok)
(G), tersiyer folikiilde graniiloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve oositte immiin isaretlenme (asterisk)
(J). Grup II’de primordiyal folikiilde (ince ok) (B), multilaminar primer folikiillerde (ok basi) (E),
sekonder folikiilde (kalin ok) (H), ve tersiyer folikiilde immiin isaretlenme (asterisk) (K). Grup III’de
primordiyal folikiilde (ince ok) (C), multilaminar primer folikiilde (ok bast) (F), sekonder folikiilde (kalin
ok) (I), tersiyer folikiilde immiin isaretlenme (asterisk) (L), (FITC x400).
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Sekil 4.10. Folikiiler gelisim agsamalarinda BMP-15 immiinofloresan boyanma yogunlugunun grafiksel

karsilastiriimasi.
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Sekil 4.11. BMP-15’in oosit sitoplazmasinda ve graniiloza hiicre sitoplazmalarinda immiin isaretlenme
(ince oklar) (FITC), graniiloza hiicre niikleuslar1 (kalin ok) (DAPI), oosit sitoplazmasi (asterisk) (FITC),
(x800).

4.5. Elektron Mikroskobik Bulgular

Grup | ve grup II’de benzer bulgular vardi. Bu gruplarda folikiilogenezin farkli
asamalarindaki folikiillerin normal ultrastriiktiirel yapida oldugu goriildii. Primordiyal
folikiillerde oosit ve pregraniiloza hiicreleri normaldi (sirasiyla Sekil 4.12.A, 4.12.B).
Primer folikiillerde oosit ¢evresinde diizenli dizilimli normal yapida graniiloza hiicreleri
gorildi (sirasiyla Sekil 4.13.A, 4.13.B). Multilaminer primer folikiillerde graniiloza
hiicreleri ve bunlar1 ¢evreleyen teka hiicreleri normal yapidaydi (sirasiyla Sekil 4.14.A,
4.14.B). Baz1 graniiloza hiicrelerinde birkag tane lipid vakuolii goriildi (Sekil 4.14.A).
Sekonder ve tersiyer folikiil asamasindaki folikiillerde, graniiloza hiicreleri ve bazal
laminalarinin normal yapida oldugu saptandi (sirasiyla Sekil 4.15.A, 4.15.B). Teka
hiicreleri normal yapida olmakla birlikte bazi teka hiicrelerinde az miktarda lipid
vakuolleri goriildii (sirasiyla Sekil 4.16.A, 4.16.B). Oositlerin yapist ve ZP yapisi

normaldi. ZP’de oosit ve graniiloza hiicrelerinin ¢ok sayida sitoplazmik uzantisi goriildi
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(swrasiyla Sekil 4.17.A, 4.17.B). Folikiiller g¢evresindeki stromal hiicrelerin normal
yapida oldugu ve bunlarin sitoplazmalarinda az miktarda lipid vakuolii oldugu gézlendi
(sirastyla Sekil 4.18.A, 4.18.B).

Grup III’de folikiilogenezin erken asamalarindaki folikiillerin (primordiyal ve
unilaminar primer folikiil) normal yapida oldugu goriildii. Folikiilii olusturan oosit ve
graniiloza hiicreleri normaldi (Sekil 4.12.C, 4.13.C, 4.14.C). Multilaminar primer
folikiillerin bir kisminda graniiloza hiicre bazal membraninda kalinlasma ve ondiilasyon
gosteren diizensizlikler gozlenirken (Sekil 4.15.C ve 4.15.D), graniiloza hiicrelerinde
artmigs lipid vakuolleri ve mitokonriyonlarinda dejenerasyon ve vakuoller
bulunmaktaydi (Sekil 4.16.A, 4.16.B). Bazi multilaminar primer ve sekonder
folikiillerde graniiloza hiicrelerinin apoptotik hiicre parcaciklarinin arttifi saptandi
(Sekil 4.19.C). Ayrica ovaryan stromada farkli asamalarda ¢ok sayida folikiiler kistik
yapilara rastlandi.  Kistlerin bir kisminda dejenere olmus oosit parcaciklari
goriilmekteydi (Sekil 4.19.D). Bazi sekonder ve tersiyer folikiillerdeki teka hiicrelerinde
graniilli endoplazma retikulum geniglemeleri ve artmig lipid vakuolleri de
bulunmaktayd: (Sekil 4.16.C). Ayrica graniiloza hiicrelerinde, graniillii endoplazma
retikulum ve golgi sisternalarinda genislemeler goriildii (Sekil 4.16.D). Oositleri
cevreleyen ZP’nin diger gruplardakine gore daha dens bir goriiniimde oldugu saptandi.
ZP’de oosit ve graniiloza hiicrelerini sitoplazmik uzantilarinin belirgin olarak azaldigi
goriildi (Sekil 4.17.C). Ovaryan stromal hiicrelerde ise lipid vakuolleri artmist1 (Sekil
4.18.C).

Sekil 4.12. Primordiyal folikiillerde normal yapida oosit (asteriskler) ve pregraniiloza hiicreleri (oklar)
Grup | (A), Grup 1l (B), Grup Il (C) (Uranil asetat-kursun sitrat x7500).
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Sekil 4.13. Primer folikiillerde normal yapida graniiloza hiicreleri (oklar) Grup | (A), Grup Il (B), Grup
I11(C) (Uranil asetat-kursun sitrat x7500).

Sekil 4.14. Multilaminar primer folikiillerde normal yapida graniiloza hiicreleri (kalin oklar) ve onu
gevreleyen teka hiicreleri (ince oklar), lipid vakuolleri (ok baslart) Grup I (A), Grup II (B), Grup III (C)
(Uranil asetat-kursun sitrat x7500).
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Sekil 4.15. Grup I (A) ve Grup II (B)’de normal yapida graniiloza hiicre bazal membrani (kalin oklar).
Grup III de graniiloza hiicre bazal membraninda kalinlagsma (ince oklar) (C) ve ondiilasyon gosteren
diizensizlikler (ok baglar1) (D) (Uranil asetat-kursun sitrat x15000).
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Sekil 4.16. Grup | (A) ve Grup II (B)’de sekonder folikiillerde normal yapida teka hiicreleri (kalin oklar).
Grup III de sekonder folikiillerde teka hiicrelerinde artmus lipid vakuolleri (ok baslari) (C) ve graniillii
endoplazma retikulum genislemeleri (ince oklar) (D), graniiloza hiicrelerinde graniillii endoplazma
retikulumu ve golgi sisternalarinda genisleme (astrerisk) (D) (Uranil asetat-kursun sitrat A, B, C; x7500,
D; 10000).

Sekil 4.17. Grup I (A) ve Grup II (B)’de normal yapida ZP ve ZP’de ¢ok sayida oosit ve graniiloza hiicre
sitoplazmik uzantis1 (ok baglari). Grup 111 (C)’de dens goriiniimde ZP, ZP’de belirgin olarak azalmis oosit
ve graniiloza hiicre sitoplazmik uzantisi (kalin oklar) (Uranil asetat-kursun sitrat x15000).
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Sekil 4.18. Grup I (A) ve Grup II (B)’de sitoplazmalarinda lipid vakuollar1 igeren normal yapida ovaryan
stromal hiicreler (kalin oklar). Grup III (C) de sitoplazmalarinda artmis miktarda lipid vakuolleri igeren
ovaryan stromal hiicreler (ok baslar1) (Uranil asetat-kursun sitrat x5000).

Sekil 4.19. Grup III’de preantral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde artmug lipid vakuolleri (kalin oklar)
(A) ve mitokonriyonlarinda vakuolizasyon (ince oklar) (B), artmis miktarda apoptotik graniiloza hiicreleri
(ok baglar) (C), tek katli graniiloza hiicreleri ile ¢evrelenmis folikiiler kistik yap1 ve dejenere olmus oosit
pargaciklari (asterisk) (D) (Uranil asetat-kursun sitrat A; x7500, B; 15000, C ve D; 3000).
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5. TARTISMA

PKOS, %6-8 prevalansi ile reprodiiktif ¢agdaki kadinlarda en sik gozlenen
endokrinopatidir (18). Hastaligin patogenezine bagli olarak, ovaryan hiperandrojenizm,
insiilin rezistansi ve hiperinsiilinemi, intraovaryan parakrin sinyallerin degismesiyle
folikiil gelisiminde bozulma gozlenmektedir (2). Folikiiler gelisim duraksamasi ile
menstrual siklus diizensizligi, anovulatuar subfertilite veya infertilite, kiigiik antral
folikiillerin over periferinde birikimine bagli olarak da overin polikistik morfolojisi
belirgin olarak géze ¢carpmaktadir (3).

Yapilan calismalarda farkli biiylime faktorlerinin PKOS’da olas1 etki
mekanizmalart agiklanmaya calisilmis olmakla birlikte PKOS gelisiminde rol alan
patolojik mekanizmalar heniiz tam olarak agiklanamamaistir. Histolojik olarak PKOS’da
overde primordiyal folikiil sayisinin normal overdekinden farkli olmadigi, primer ve
sekonder folikiil sayilarinin ise normal overdekinden anlamli olarak yiiksek oldugu
gosterilmistir  (23).  Ancak  folikiilogenezin  hangi  asamalarinda,  folikiil
mikrogevresindeki otokrin-parakrin etkili hangi faktorlerin degiskenlik gosterdigi
bilinmemektedir. Bu nedenle c¢alismamizda GDF-9 ve BMP-15’in PKOS’da
folikiilogenezin hangi asamalarinda ekspresyonlarinin degistigini gostermeyi planladik.

Hreinsson ve ark. (56) in vitro olarak GDF-9’un graniiloza hiicrelerinin
cogalmasini uyardigi, farklilasmasini ise baskiladigi, bu nedenle folikiil biiylimesinde ve
fonksiyonel folikiil yasaminin devaminda gerekli oldugunu gostermislerdir. In vitro
olarak rekombinant fare GDF-9’u verilen yenidogan siganlarda, overde primordiyal
folikiil Dbiiylimesini etkilemedigi, ancak primer folikiil biiylimesini uyardigi
gosterilmistir (84). Baska bir calismada GDF-9’un in vitro olarak siganlarda, overde
preantral folikiil biiylimesini ve teka hiicre farklilasmasini uyardigi raporlanmistir (85).

Yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak ¢alismamizda kontrol grubunda primordiyal
folikiil asamasindan tersiyer agsamaya kadar, ooositte ve graniiloza hiicrelerinde, artan
miktarlarda GDF-9 immiinoreaktivitesini saptadik. Bu sonug¢, GDF-9’un primordiyal
folikiil miktari1  arttirdigi,  primordiyal  folikiillerin ~ gelisim  asamalarinin

tamamlanmasinda, graniiloza hiicre proliferasyonu ve oosit maturasyonun da etkili
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oldugu goriisiinii desteklemektedir. Zhao ve ark. (16) PKOS'da matiir oositler ve
kumulus hiicrelerinde GDF-9 ekspresyonunun diisiik oldugunu ve PKOS kumulus
graniiloza hiicrelerinde GDF-9 ekspresyonunda azalmanin azalmis graniiloza hiicre
cogalmastyla iliskili olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Calismamizda kontrol grubunda
primer folikiilden tersiyer folikiile dogru GDF-9 immiin isaretlenme yogunlugunun
arttigin1 saptadik. Ancak PKOS grubunda, GDF-9 immiin isaretlenme yogunlugu
kontrol grubundakilere gore azalmisti. Bununla iligkili olarak primer folikiilden itibaren
GDF-9 ekspresyonunun azalmasimin sonraki asamalarda graniiloza hiicre ¢ogalmasini,
oosit maturasyonunu etkileyerek fonksiyonel folikiil gelisimini bozdugu sonucunu
distindiirmektedir.

GDF-9, graniiloza hiicrelerinde FSH reseptor ekspresyonunun uyarilmasini
saglayarak folikiiler biiyiimeyi desteklemektedir (10). FSH’nin kendi reseptdriine
baglanmas1 graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasini, farklilasmasini ve Ostrojen tretimini
uyarmaktadir (14). Calismamizda PKOS grubunda, kontrol grubuna gére overde artmis
miktarda preantral folikiil goriildii. Bu artis GDF-9 ekspresyonunun azalmasiyla iliskili
olabilir. Preantral asamada GDF-9 ekspresyonunun azalmasina bagl olarak graniiloza
hiicrelerinde FSH reseptdr ekspresyonunda azalma, folikiil gelisiminde duraksama ve
dominant folikiil se¢iminin bozulmasina neden olabilir. Nitekim yapilan ¢alismalarda,
GDF-9’un ovulasyon oncesi folikiil bliylimesinde 6nemli rolii oldugu ortaya konulmus
ve LH dalgalanmasi oncesi kumulus hiicrelerinde sterol biyosentezi ve glikoliz gibi
metabolik kaskatlar1 desteklemek i¢in gerekli oldugu one siiriilmustiir (51, 61).

BMP-15 folikiilogenezde etkili biliyiime faktorlerinden biridir. Primer
folikiillerin pre-antral ve antral folikiil evresine gegisinde 6nemli rol oynamaktadir (39).
Ayrica BMP-15’in folikiilogenezin erken asamalarinda, graniiloza hiicrelerinde FSH
uyarilmis steroidojenik fonksiyonlar: etkiledigi gosterilmistir (39). Literatiirde BMP-15
geni baskilanmig farelerde ovulasyon bozuklugu ve folikiilogezin ileri asamalarinda
gelisim bozukluguna bagl olarak subfertilite gézlendigi raporlanmistir (47). Wei ve ark.
(15) ¢alismalarinda, PKOS'lu hastalardan topladiklari immatiir (GV ve MI) ve matiir
oositlerde (MIl) BMP-15 mRNA diizeylerinin normal oositlere gore daha diisiik
diizeyde oldugunu saptamiglardir. Baska bir calismada, PKOS’da BMP-15 gen
mutasyonlarinin goriildiigii ve bununla iliskili olarak folikiilogenezde duraksama,

overde ¢ok sayida kiiciik antral folikiillerin birikimi ve birkag tersiyer folikiil gelisimi
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bildirilmistir (17). Bu ¢alismayla paralel olarak Otsuka ve ark. (14) BMP-15 transgenik
farelerde FSH reseptor mRNA ekspresyonunda azalma saptamislar ve azalmis FSH
reseptor sinyalinin Ozelikle primer folikiilden sonraki asamalarda folikiiler gelisimi
bozdugunu raporlamislardir. Calismamizda PKOS grubunda overde artmis miktarda
preantral folikiil ve ¢ok sayida atretik folikiil oldugunu gozledik. Buna ek olarak PKOS
grubunda preantral asamalardaki folikiillerde kontrol grubuna goére BMP-15
ekspresyonlarinin  azaldigi goriilmekteydi. Bu sonu¢ bize, PKOS’da BMP-15
ekspresyonun azalmasiyla iligkili olarak graniiloza hiicrelerinde FSH reseptor
ekspresyonunun azaldigini ve preantral asamadan antral asamaya gegisteki azalmis FSH
etkinliginin nedeni olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Yapilan calismalarda PKOS’da folikiiler hiicrelerde ultrastriiktiirel degisiklikler
tanimlanmis olmakla birlikte bu degisikliklerin folikiilogenezin hangi asamalarinda
gorildiigh gosterilmemistir. Caligmamizda PKOS grubunda multilaminar folikiiller ve
sekonder folikiillerin ¢ogunda graniiloza hiicre bazal laminalarinda kalinlasma ve
ondiilasyon gdsteren diizensizlige rastladik. Bazal lamina diizensizligi gdsteren
graniiloza hiicrelerinde lipid vakuolleri de artmisti. Irving-Roders ve ark. (86)
calismalarinda saglikli sigirlardan elde ettikleri preantral folikiillerin ve antral
folikiillerin bazilarinda graniiloza hiicre bazal laminalarinda diizensizlikler gozlemisler
ve bu folikiilerde, oositlerde maturasyon yetersizligi oldugunu raporlamiglardir. Ayrica
bazal lamina diizensizligi gosteren folikiillerde graniiloza hiicre ¢ogalmasi ve antrum
genislemesinde yetersizlik, atrezi oraninda artis oldugunu da bildirmislerdir. Bazal
laminadaki diizensizligin, folikiil mikrogevresindeki GDF-9 ve BMP-15 gibi faktorlerle
iliskili olabilecegini ileri siirmiislerdir. Nitekim yapilan in vitro ¢aligmalarda PKOS’da
kumulus graniiloza hiicrelerinde ve oositlerde GDF-9 ve BMP-15’in diizeylerinin
azaldig1 gosterilmistir (15, 86). Bu ¢alismadan farkli olarak ¢calismamizda in vivo olarak
folikiilogenezde ilk olarak primer folikillde GDF-9 ve BMP-15 diizeylerinin kontrol
grubuna gore azaldigin1 saptadik. Bu sonug bize primer folikiilden itibaren GDF-9 ve
BMP-15 ekspresyonlarinin azalmasinin, 6zellikle bu asamada graniiloza fonksiyonunda
ve yapisinda degisiklige neden olarak graniiloza hiicre bazal lamina yapisini
degistirdigini diisiindiirmiistiir. Bazal lamina tiim hiicrelerde oldugu gibi graniiloza
hiicrelerinde de ¢ogalma, farklilasma ve ¢evre hiicrelerle molekiiler etkilesimde énemli

role sahiptir. Graniiloza hiicre bazal laminalarinda gozlenen yapisal degisiklikler,
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graniiloza hiicreleriyle mikrogevre etkilesimini bozarak primer folikiilden sonraki
asamalarda folikiiler gelisimin bozulmasina PKOS’daki folikiiler patolojik siire¢lerin
gelismesine neden olabilir.

GDF-9’un teka hiicrelerinde LH ile uyarilmis androjen sentezini baskilayarak,
BMP-15’in ise graniiloza hiicrelerinde FSH ile uyarilmis androjen sentezini azaltarak
normal folikiiler gelisimde prematiir luteinizasyonun onledigi bildirilmistir (14, 62).
Calismamizda ovaryan stromal hiicrelerde ve pre-antral, antral folikiil ¢evresindeki teka
hiicrelerinde luteinizasyonun arttigimni gordiikk. Bunun PKOS’da azalmis GDF-9 ve
BMP-15 ekspresyonuna bagl olarak artmis LH ve FSH aracili steroidogenez ile iliskili
olabilecegini diisiindiik.

GDF-9 ve BMP-15 anti-apoptotik etkilere sahiptir. Antral asamaya geg¢iste GDF-
9’un graniiloza hiicre apoptozunu ve folikiiler atreziyi baskiladigi bildirilmistir (14).
BMP-15’in ise kumulus hiicre apoptozunu azalttigi goériilmiistiir. Yapilan baska bir
calismada sigir overlerinde COC’den oositin ¢ikarilmasiyla kumulus hiicrelerinde
apoptozun tetiklendigi gosterilmistir. BMP-15’in ovulasyona kadar COC’nin apoptoz
sikliginin azalmasina katkida bulunabilecegi one siiriilmiistiir (63). Bu galismalarin
sonuglariyla uyumlu olarak ¢alismamizda PKOS grubunda erken folikiiler donemlerde
apoptotik graniiloza hiicrelerinin arttigim1 saptadik. PKOS’da 6zellikle erken folikiiler
donemlerde bu faktdrlerin azalmasinin folikiiliin gelisim siireci yerine atretik siireclere
girmesine neden oldugu ve apoptotik siireglerin aktive olabilecegi kanisina varmamiza
neden olmustur. Ancak PKOS’da GDF-9 ve BMP-15 ile apoptoz iliskisini agiklayacak
ayrintili caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda PKOS grubunda antral folikiillerin bazilarinda oositi ¢evreleyen
ZP’nin dens bir goriiniimde oldugu goriildii. Wei ve ark. (15) PKOS'da GDF-9 ve BMP-
15'in yetersiz ekspresyonuna bagl olarak, oositte niiklear ve sitoplazmik maturasyonun
yetersiz oldugu, fertilizasyon ve gebelik oranlarmin da disik oldugunu ileri
stirmislerdir. Bununla iliskili olarak folikiilogenezin erken asamalarinda GDF-9 ve
BMP-15 ekspresyonunun azalmasinin, oosit maturasyonu etkileyerek fonksiyonel ZP
olusumunu bozdugu ve fertilizasyon kusuru ortaya ¢ikarabilecegini diisiindiirmiistiir.

Sonug olarak ¢alismamizda in vivo olarak, PKOS’da folikiilogenezin primer
folikiil agsamasindan itibaren GDF-9 ve BMP-15 ekspresyonlarinin azalmasinin, folikiil

gelisim bozuklugu, yetersiz oosit maturasyonuna neden olarak subfertilite veya
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infertilitenin ortaya ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica folikiil gelisimi ve oosit
mayotik maturasyonu siiresince GDF-9 ve BMP-15’in roli ile ilgili daha fazla
calismayla, PKOS patogenezindeki mekanizmalar1 diizenleyen bu faktorler daha iyi

anlagilacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda deneysel PKOS olusturulmus fare modelinde, overde GDF-9 ve
BMP-15 ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore azalmis oldugu bulunmustur.
PKOS fizyopatolojisi tam olarak agiklanamamis bir endokrinopati olmakla
birlikte, hastaligin ortaya ¢ikmasinda birgok molekiiler yolaklarin etkili oldugu
raporlanmistir. Bu ¢alisma sonucunda PKOS’un ortaya ¢ikmasinda GDF-9 ve
BMP-15 azalmasinin 6zellikle folikiiler mikrogevredeki otokrin-parakrin
etkilesimlerin bozulmasina neden olan Onemli faktorler oldugu sonucuna
varilmstir.

PKOS’da folikiilogenezin primer folikiil asamasindan itibaren GDF-9 ve BMP-15
ekspresyonun azalmasi, folikiiler gelisim duraksamasina, folikiil atrezisinin
artmasina ve ovulasyona girecek antral folikiil yetersizligine neden olmaktadir. Bu
nedenle PKOS’da normal folikiilogenez siirecinin gerceklesebilmesinde lokal
veya sistemik GDF-9 ve BMP-15 uygulamasinin etkili olacagini ve bununla ilgili
klinik calismalarin gerekli oldugunu diisiindiik.

Calismamizda ovaryan stromal hiicrelerde ve pre-antral, antral folikiil
cevresindeki teka hiicrelerinde luteinizasyonun arttigin1 gérdiik. Bunun PKOS’da
azalmis GDF-9 ve BMP-15 ekspresyonuna bagli olarak artmig LH ve FSH aracili
steroidogenez ile iliskili olabilecegini diistindiik

Graniiloza hiicrelerinde apoptotik hiicre pargaciklarinin arttig1 saptandi. Stromada
farkli agamalardaki folikiiler kistik yapilarda dejenere olmus oosit parcaciklar
goriildii. PKOS’da 6zellikle erken folikiiler donemlerde bu faktorlerin azalmasinin
folikiillerin atretik slireglere girmesine ve apoptotik yolaklarin aktivasyonuna
neden oldugu disiiniildii. Ancak PKOS’da GDF-9 ve BMP-15 ile apoptoz
iligkisini agiklayacak hiicreler arasi sinyal mekanizmalari ile ilgili daha kapsamli
calismalar yapilmalidir.

PKOS’da  folikiilogenezin  erken asamalarinda GDF-9 ve BMP-15
ekspresyonunun azalmasinin, 00sit maturasyonunu ve fonksiyonunda yetersizlige
bagl olarak ZP yapisin1 bozdugu sonucuna varildi. Ayrica ZP’de graniiloza

hiicreleri ve oosit sitoplazmik uzantilarinda gozlenen azalmanin, hiicreler arasi
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etikilesimi olumsuz yonde etkiledigi diisiiniildii. Bu sonu¢ PKOS’lu kadinlarda
yapist bozulmus ZP’nin fertilizasyon kusuru olusturarak infertiliteye neden

olabilecegini de diisiindiirmektedir.
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