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OZET

Siileyman Erol, Polikistik Over Sendromunda Ekzositoz iliskili SNARE Molekiillerinin
Graniiloza Hiicrelerinde in-Vitro Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Uzmanhk Tezi, Ankara, 2021. Polikistik over
sendromu Ureme cagindaki kadinlarda kronik anovulasyonun en sik nedeni olmasi ve
Uremeye yardimci tedavi ihtiyaci dogurmasi nedeniyle dnemli bir saglik sorunudur.
Membrana granilozayl olusturan graniloza hicrelerinin sentez yetenegindeki
bozulma veya ekzositoz yetenegindeki bozulma foliklil igi sinyal molekila
miktarindaki disregiilasyondan sorumlu olabilir. Bu amacla UYTE klinigine basvuran
ciftlerin erkek faktorli (n=10) ve PKOS (n=10) kadinlarindan oosit toplama islemi
sonrasl atilan graniloza hiicrelerinde “vezikil fiizyon proteinleri”nden olan Stx6,
SNAP25 ve StxBP1 proteinleri immunofloresan isaretleme yéntemi ile arastirilmis ve
elektron mikroskobik inceleme yapilmistir. Polikistik over sendromunda Stx6, SNAP25
ile StxBP1 dlizeyinin azaldigl ve in-vitro ortamda FSH-hCG uyarisi ile bozulmanin
dizelmedigi goriilmustiir. Granilloza hicrelerinin salgiladigi KITL faktériniin de hiicre
icinde azalmistir. Elektron mikroskobik incelemede PKOS’ta graniiloza hiicrelerinin
vezikillerinde elektron yogunlugunun saglkli bireylerine goére azalmistir. Bu
calismanin sonucunda PKOS'ta, saglikli graniiloza hiicrelerine gore; vezikil miktarinin
azaldigi, FSH-hCG uyarisina verilen vezikiler yanit bozulmus ve Stx6, SNAP25, StxBP1
dizeyleri azalmistir. Sonug olarak PKOS’ta bozulmus olan graniloza hicresi kokenli
faktorlerin sentezindeki aksakhgin yaninda salgilanmasinda da bozulma oldugu

ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Polikistik over sendromu, graniiloza hiicresi, Stx6, SNAP25,

StxBP1, KITL, Elektron mikroskopi, imminfloresan inceleme.

Destekleyen kurulus: Bu uzmanlik tezi Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TSA-2019-18196 kodlu proje kapsaminda

desteklenmistir.



ABSTRACT

Erol, S. In-Vitro Evaluation of Exocytosis Related SNARE Molecules in Granulosa
Cells of Polycystic Ovary Syndrome, Hacettepe University Faculty of Medicine,
Histology and Embryology Specialty Thesis, Ankara, 2021. Polycystic ovary
syndrome is the most common cause of chronic anovulation in women of
reproductive age and may require assisted reproductive treatment. Dysregulation of
intra-follicular growth factors and other signal molecules has been determined in
studies for polycystic ovary syndrome. As a result of the disruption of the intra-
follicular environment, folliculogenesis breaks down and oligo/anovulation occurs.
The impairment of synthesis or exocytosis in the membrane granulosa cells may be
responsible for dysregulation in the amount of intra-follicular signaling molecule. In
this thesis, the expression level of Stx6, SNAP 25, and StxBP1 proteins, which are the
vesicle fusion proteins, of granulosa cells in PCOS were investigated in comparison to
healthy women. For this purpose, granulosa cells of follicle fluid were isolated who
PCOS (n=10) and male factor (n=10) infertility patient, then immunofluorescence
labeling method was used. Also, human granulosa cells were proliferated in-vitro
then examined by electron microscopy for intracellular vesicles. It has been shown
that Stx6, SNAP 25, and StxBP1 levels are decreased in PCOS. It was observed that the
KITL secreted by granulosa cells decreased in the cell in the PCOS. Electron density of
the vesicles decreased in granulosa cells. According to our results, granulosa cells in
PCOS compared to healthy granulosa cells; it was demonstrated that the number of
vesicles decreased, vesicular response to FSH-hCG stimulation was impaired, and
Stx6, SNAP25, StxBP1 levels decreased. As a result, it has been revealed that there is
a disruption in the secretion of granulosa cell-derived factors, which are impaired in

PCOS, as well as in the synthesis.

Keywords: Polycystic ovary syndrome, granulosa cell, Stx6, SNAP 25, StxBP1, KITL,

Electron microscopy, immunofluorescence labeling.
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1.GiRiS

Polikistik over sendromu (PKOS) Ureme c¢agindaki kadinlarin %5-20’sini
etkiler!. Stein ve Leventhal tarafindan ilk olarak 1935 yilinda amenore ve hirsutizm
bulgulari olan kadinlarda tanimlanmistir. Glinimiizde anovulasyonu olan kadinlarin
%55-91’'i PKOS’dur?. Ayrica Uremeye Yardimci Tedavi Kliniklerine (UYTE) basvuran
kadin hastalarin %20’sini PKOS'lu veya polikistik ovaryum morfolojisine sahip hastalar

olusturur3,

PKOS’a hiperinsilinemi tablosunun eslik ettiginin anlasiimasiyla 1990 yilinda
Amerikan Ulusal Saglk Enstitis’tG (National Institutes of Health- NIH) ve Amerikan
Ulusal Cocuk ve Insan Gelisimi Enstitiisii (National Institute of Child and Human
Development- NICHD)'nlin ortak konferansinda PKOS; multifaktoriyel etiyolojiye
sahip endokrinopati olarak tanimlanmaya baslandi. Giniimizde kabul géren PKOS
tanimi ve tani kriterleri Avrupa Ureme Saglhg ve Embriyoloji Dernegi (Europian
Society of Human Reproduction and Embryology- ESHRE) ile Amerikan Ureme Tibbi
Dernegi (American Society of Reproductive Medicine- ASRM) tarafindan yayinlanan
Rotterdam kriterleridir'2. Rotterdam kriterlerine gére polikistik over sendromunda
oligo/anovulasyon, klinik veya biyokimyasal olarak hiperandrojenizm bulgulari,
polikistik over gorliniimu kriterlerinden en az iki tanesi bulunmaldir (Tablo 1). Ayrica
konjenital adrenal hiperplazi, androjen salgillayan timorler, tiroid hastaliklari,

Cushing sendromu gibi PKOS benzeri klinik durumlar dislanmahdir?.

Tablo 1: Polikistik over sendromunun 2003 yilinda uzlasilan Rotterdam

kriterleri.

PKOS Rotterdam Kriterleri (2003)
1- Oligo/Anovulasyon

2- Klinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm
3- Polikistik overler

Ug kriterden en az ikisi olmali. Diger nedenler dislanmall.



PKOS bu ozellikleri ile ireme ¢agindaki kadin infertilitesi ve subfertilitesinin en
onemli sebebidir. Hastaligin patogenezinde fertiliteyi ve metabolizmayi etkileyen
anormal gonadotropin sentezi ve hiperinsilinemi sorumlu tutulmakla birlikte, folik{l
gelisiminde duraklama (antral folikiil gelisiminin basarisiz olmasi ve kistik formasyon)
ve steroid sentezinde bozulma ana degisikliklerdir. Primordiyal folikiilden Graaf
folikiline kadar siren folikiilogenez donemi yaklasik alti ay siirer. Bu siirenin son iki
haftasi Graaf folikiilli gelisimi ile karakterizedir. Folikilogenez slireci son iki haftaya
kadar ovaryum ortamindaki lokal steroidler ve biylme faktorleri ile diizenlenirken,
folikiilogenezin son iki haftasinda gonadotropinlerin etkisi baslar. Preantral folikl
evresine kadar lokal faktorler foliklllerin gelecegini belirler, folikillerin birgogu
ilerleyemez ve ¢ok azi Graaf folikiili evresine gelebilir>. Kan-folikul bariyeri degisen
folikll evrelerine gore lokal blylime faktorlerinin ve steroidlerin etkisini ve plazma
kaynakli faktorlerin gecirgenligini diizenler. Ozellikle folikiil uyarici hormona (FSH)
duyarsiz folikiil evrelerinde folikller nis (folikil i¢i ortam, folikil mikrogevresi)
folikiilogenezin ana yoénlendiricisidir®’. Boylece folikiliin erken evrelerinde folikil
ortamini graniiloza hiicrelerinin ve oositin yénetmesine imkan saglanir®. Ornegin
oositin salgiladigl biylmeyi farklandirici faktor 9 (growth differentiation factor 9,
GDF9) normal folikiilogenez icin gereklidir. Graniloza hiicreleri tarafindan salgilanan
kit ligandi (KITL) oosit Ustlindeki c-kit reseptori aracihgiyla oositin sag kalimini
destekler. Ayrica teka ve graniloza hicrelerinde steroidogenezi uyararak
folikiilogenezi indiikler. Oosit GDF9 salgilayarak c-kit/KITL aksini ydnetir®. GDF9
dizenlenmesinin bozulmasiyla folikiilogenez bozulur ve PKOS'ta da GDF9
disregiilasyonu mevcuttur!l. Graniloza hicrelerinden salgilanan anti muilleriyen
hormon (AMH) gestasyonel donemin 25. haftasinda primordiyal folikillerde
ifadelenmeye baslar ve ifadelenme menapoza kadar devam eder. Preantral ve kiiclik
antral foliktllerde AMH ifadelenmesi en yilksek seviyeye ulasir. Dominant folikilin
secilmesiyle Graaf folikliline dogru ilerledikce graniloza hiicrelerindeki AMH ifadesi
azalir. AMH primordiyal folikiillerin folikiilogeneze erken girmelerini engelleyerek
inhibitor rol oynar. Boylece prematir folikil ve oosit gelisiminin 6niine gegilir. Ayrica

AMH folikiilin FSH’ya olan duyarhligini da azaltir. PKOS'ta intrafolikiler AMH



dizeyleri saglikh bireylere gore oldukga yiksek goézlenmistir. AMH nin yiksek
dizeyleri folikul ici FSH duyarhhgini azaltarak folikiilogenezi duraklatir (follicular
arrest). FSH duyarli folikiil evrelerine ilerleyemeyen folikil, kistler olusturur®.
intrafolikiiler ortamda graniiloza hiicreleri ve oositin yaptigl bu haberlesme siireci
(cross-talk), folikiilogenez boyunca dominant folikilin seciminde ve primordial

folikiilden primer folikile ilerlemenin baslamasinda rol oynar.

Ekzositoz, sitoplazma vezikiillerinin Uzerindeki ve plazma membranindaki
flizyon proteinleri araciligi ile vezikilin hicre zariyla kaynasmasi sonucu vezikil
iceriginin hiicre disina salgilanmasidirl. Folikilogenez ve ovulasyon boyunca
granilloza hicreleri, oosit ile haberlesmek icin ekzositoz yaparak bircok faktor

salgilart?,

Vezikiil fizyonu hipotezi, NSF (NEM sensitive fusion) proteinleri, SNAP’ler
(soluble NSF attachment proteins) ve SNARE (SNAP receptor) proteinlerinin gérev
aldigi surecle isler. Hicre zariyla kaynasacak olan vezikil, Gzerinde flizyon
proteinlerini tasimaktadir. Bu protein vSNARE (vesicle SNARE) olarak adlandirihr.
Plazma membraninda bulunan tSNARE (target SNARE) ile karsilastiginda vezikilin
plazma membrani ile flizyonu gergeklesir ve vezikil icerigi hiicre disina ¢ikariimis olur.
SNARE molekilleri membrana baglh integral proteinleridir. Sirecin dizenleyicileri

olan SNAP ve NSF proteinleri sitoplazmada ¢éziinebilir proteinlerdir® (Sekil 1).
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Sekil 1: Vezikil flizyonunun sadelestirilmis semasi. (BioRender programi

kullanilarak ¢izilmistir)

Farelerin gelismekte olan folikiillerinde graniloza hiicrelerinin SNAP25
ifadesi gonadotropin uyarisi ile artar'>'*. a-SNAP’in homozigot mutasyonu bulunan
disi farelerde; ovulasyon oranlarinda azalma, atretik folikll sayisinda artma, 6strus
surelerinde uzama ve dizensiz sikluslar gozlenmistir. Ayrica bu fareler belirgin sekilde
subfertilite gostermektedir. Peripubertal donemde kontrol grubuna goére a-SNAP
mutasyonu olan grupta primer folikil sayisinda artma goézlenirken, diger tim folikil
evrelerindeki folikillerin sayisinda azalma olusur. Homozigot a-SNAP mutasyonu olan
farelerde antral ve Graaf folikilli sayisi belirgin olarak daha dusulktir. Bunlarin
yaninda mutant farelerde graniiloza hiicrelerinde apopitoz orani da artar®. a-
SNAP’in farelerdeki homozigot mutasyonu ovaryum histolojisi ve bulgulari agisindan
PKOS ile benzerlik gosterir. Munc18 (diger adiyla StxBP1= Syntaxin Binding Protein 1)
proteini SNAP25 etkilesimini saglayan proteindir. SNARE’lerin bulusmasina ve vezikil
fizyonunun saglanmasina yardim eder. StxBP1 mutasyonunda sinapslardaki
ekzositoz tamamen durur'®. Stx6 (Syntaxin 6) proteini hiicre zari, endozom ve Golgi

kompleksinde ifadelenen tSNARE proteinidirl’. Golgi ici vezikil trafiginde, Golgi



kompleksinden vezikil ¢ikisinda, vezikiil taninmasinda ve vezikil flizyonunda gorev
almaktadir®, Stx6 anterograt vezikil tasiniminda ve salgilamada, membran yeniden
kazaniminda (recycling) ve membran komponentlerinin  hiicre zarina
hedeflenmesinde gorev alir. Ayrica endokrin fonksiyon gosteren hiicrelerde immatir
salgl vezikillerinin homotipik fizyonu da Stx6 aracili gerceklesir’®. Ancak insan
granlloza hiicrelerinde Stx6, StxBP1 ve SNAP25’in ifadelenmesi ve gonadotropin
uyarisina verdigi yanitla ilgili bilgi ve Stx6, StxBP1 ve SNAP25’in PKOS’taki yeri

bilinmemektedir.

Bu calismada amacimiz; PKOS tanili ve saglkli kadinlarin graniloza
hlcrelerinin gevresi ile etkilesimindeki degisimi g¢ikarsamak Uzere, vezikll flizyon
proteinlerinden SNAP25, StxBP1 ve Stx6 ifadelerindeki degisiklileri incelemektir.
Calismanin esas arastirma sorusu, Uremeye Yardimci Teknikler (UYTE)
laboratuvarinda in-vitro fertilizasyon onerilmis PKOS hastalari ile erkek infertilitesi
nedeniyle basvurmus saghkli kadinlarin kiltiire edilmis graniloza hiicrelerinde
vezikiler flizyonda ve/veya ekzositozda gorev alan proteinlerin ifadesinde anlaml
degisim olup olmadiginin arastirilmasidir. Esas arastirma sorusunun yani sira PKOS’lu
ve saglikh katilimcilardan elde edilen graniiloza hicrelerinin FSH-hCG uyarisina
verdikleri SNAP25, StxBP1, Stx6, KITL ve FSHr ifadelerindeki yanitta arastirilacaktir.
Saglikh ve PKOS’lu katiimcilarin grantiloza hiicrelerinde in-vitro FSH-hCG uyarisi ile
salgl vezikillerindeki degisimde elektron mikroskopu ile incelenecektir. PKOS tanisi
almis ve saglkli kadinlarin graniloza hicrelerinde Stx6, StxBP1, SNAP25 ile KITL
diizeyleri ve FSH’nin buna diizenleyici etkisinin ve PKOS’ta FSH-hCG uyarisi ile olusan

salgi veziklll cevabinin incelenmesi hedeflenmistir.

Bu hedef dogrultusunda olusturdugumuz hipotezimiz; PKOS’ta folikil igi
hucreler arasi etkilesim, graniloza hicrelerindeki vezikiler flzyon ve/veya

ekzositozun degisimi ile bozulur.

Arastirma kapsaminda vezikil flizyon proteinlerinden SNAP25, StxBP1 ve Stx6
incelenmistir. FSH-hCG uyarisina verilen vezikiil yaniti elektron mikroskobik inceleme

ile degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Polikistik Over Sendromunun Tarihgesi

Polikistik over sendromu (PKOS) ile ilgili ilk tanim 1721 yilinda italyan Hekim
Antonio Vallisneri tarafindan yapilmistir. Vallisneri evli ve gocugu olmayan bir kadinin
ovaryumlarini incelemis ve normalden daha biyik, glivercin yumurtasina benzer,
parlak beyaz renkli ve ylizeyi pltirli olarak tanimlamistir (Giovane rustica maritata,
moderatamente pingue ed infeconda, con due ovaie piu grandi del normale, come
un uovo di colomba, bernoccolute, lucenti e biancastre.)?°. 1844 yilinda Chereau ve
Rokitansky ovaryumlarda dejeneratif degisikliklerin eslik ettigi hidropik folikiller ve
sklerotik lezyonlar tarif etmistir. Bulius ve Kretschmar ilk defa hipertekozis bulgusunu
tanimlamistir. 1879 yilinda Lawson Tait semptomatik kistik dejenerasyonu olan
hastalarda ooferektomi yaptiktan sonra parsiyel ovaryum rezeksiyonu tedavide kabul
goren yontem olmustur. 1915’te John A. McGlinn kistik ovaryumlarin yiizeyinde
delikler agmanin (ovarian drilling) parsiyel ooferektomiden daha etkili oldugunu
bulmustur?l. 1935 vyilinda Stein ve Leventhal 7 kadinda yaptigi incelemede
menstruasyon dizensizliligi, hirsutizm ve hidropik foliklller tasiyan buyuk
ovaryumlarin ortak olarak gézlendigi sendromu tanimlamistir. Ayrica bu hastalarda
ovaryumdan kama rezeksiyonu yaptiklarinda hastalarin tamaminda menstruasyon

siklusunda duzelme gergeklestigi, iki hastanin ise gebe kaldig gorulmugtur?2.

PKOS, kadinlarda gorilen maskilinizasyon olarak tanimlandiktan sonra
arastirmacilar etiyolojisi ve patogenezini aciklamak (izere arastirmalar yapmislardir.
Stein ve Leventhal puberteden itibaren menstriel siklus hormonlarinin uyariminda
olusan dlizenlemenin bozulmasi sonucu maskilinizasyon ve bilateral polikistik
ovaryumlarin olustugunu éne sirmustir?3. 1950’lerde hirsutism bulgusunu 6n plana
cikaran arastirmacilar, adrenokortikal bezin hiperfonksiyonuna bagli artan
ketosteroidlerin androsteron artisi yapmasina baglh maskilinizasyon olustugunu 6ne
sirmuslerdir. Bu hipoteze dayanarak PKOS tedavisinde kortizol ile adrenal bezin

baskilanmasi denenmistir. Sonralari adrenal bezin baskilanmasiyla artan



adrenokortikotropik hormonun (ACTH) androjen sentezini artirdigi tespit edilmistir??.
1957 yilinda Keettel ve arkadaslar folikil uyarici hormon (FSH) ve llteinize edici
hormon (LH)’un PKOS’un etiyolojisindeki rolini arastirmistir?>. 1970’lere
gelindiginde  PKOS patogenezinde hipotalamo-hipofizer  akstaki  pulsatil
gonadotropinlerin disregiilasyonu oldugu gosterilmistir?6. 1980’lerde Swanson ve
arkadaslarinin PKOS tanisinda ultrasonografiyi kullanmasiyla?’ ve PKOS’lu hastalarin
ovulasyon indiksiyonunda klomifen sitratin kullanilmaya baslanmasiyla?® PKOS tani
ve tedavisi invaziv tekniklerden uzaklagmistir. Bunlarin yaninda PKOS’ta obeziteden

bagimsiz olarak insulin direncinin ve akantozis nigrikansin varligi tespit edilmistir?°.

1990’ yillarda Amerikan Ulusal Saglik Enstitlisi (National Institutes of Health-
NIH) sponsorlugunda gerceklesen PKOS konferansina kadar PKOS icgin farkh tani
kriterleri ve isimlendirmeler bulunmaktadir. Bunlardan bazilari: polikistik over
hastaligl, fonksiyonel over androjenizmi, hiperandrojenik kronik anovulasyon,
polikistik over sendromu, sklerotik polikistik over sendromu ve polikistik ovarian
sendromdur?l. Arastirma ve klinik derneklerinin genis c¢apta katihmi ile
gerceklestirilen konferansta PKOS tanimlamalari gbzden gegirilmistir. Uzlasiya gore
PKOS; hiperandrojenizm ve/veya hiperandrojenemi, oligoovulasyon ve iliskili
hastaliklarin dislanmasi énciillerini saglayan klinik durum olarak 6zetlenmistir3°, Bu
kriterler 2003 yilinda Avrupa insan Uremesi ve Embriyoloji Dernegi (European Society
for Human Reproduction and Embryology-ESHRE) ile Amerikan Ureme Tibbi Dernegi
(American Society for Reproductive Medicine-ASRM) tarafindan Rotterdam’da
diizenlenen konferansta glincellenmistir. Rotterdam kriterlerine gére PKQOS; 1) kronik
oligo/anovulasyon, 2) klinik ve/veya biyokimyasal olarak hiperandrojenizm bulgusu

varhgi, 3) polikistik overler kriterlerinden en az ikisinin varligi olarak tanimlanmistir3?,



Tablo 2: Polikistik over sendromunun 2003 yilinda uzlasilan Rotterdam

kriterleri.

PKOS Rotterdam Kriterleri (2003)
1- Oligo/Anovulasyon

2- Klinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm
3- Polikistik overler

Ug kriterden en az ikisi olmali. Diger nedenler diglanmal.

2.2. Ovaryum

Kadin pelvisinde yerlesik olan ve her iki tarafta bulunan ovaryumlar pelvis
duvarina ikiye katlanmis periton (mezovaryum) ile tutunur. Ovaryum Ureme
donemindeki gebe olmayan kadinlarda 4x2x3 c¢cm boyutlarinda oval bigimli bir
organdir. Gebelikte boyutlari ikiye katlanir, menarstan 6nce ise boyutu yaklasik lgcte
biri blyukligindedir. Menapozla tekrar kiigilirler. Ligamentum suspensoryum ovari
ile lateral ylziinden sag tarafta ¢cekum ve apendiksin, sol tarafta ise sigmoid kolonun
peritonuna tutunur. Ligamentum ovarii proprium ile medial ylzinden uterusun
kenarlarina tutunur. Mezovaryum ise tuba uterinalar ile baglantisini saglar. Ayrica Lig.
Suspensoryum ovarii ve Lig. ovarii propriumdan gelen damalarlar mezovaryum icinde

dallanarak ovaryumlarin hilusundan ovaryum icine girer2.

Ovaryumlari distan saran germinatif epitel tek kath al¢cak kibik yapidadir ve gonadal
kabartinin ylzey epitelinden koken alir. Germinal epitelin altinda tunika albuginea adi
verilen damarlardan fakir diizensiz siki bag dokusu bulunur. Ovaryumlar, histolojik
olarak korteks ve medulla olmak {izere iki kisimdan olusur. Korteks ve medulla

stromasini damardan zengin gevsek bag dokusu yapar33.



2.2.1. Ovaryum Korteksi

Korteksin stromasinda fibroblast benzeri hiicreler (interstisiel hiicreler) yer
alir. Ayrica puberteye kadar primordial foliklller, puberteden sonra ise farkh

evrelerdeki folikiller kortekste bulunur33.

2.2.2. Ovaryum Folikiilleri

Ovaryumda folikiller histolojik olarak gelisimlerine gore dort farkl tipte

incelenir.

U Primordiyal folikiller

J Primer folikiller

. Sekonder folikiller (Antral folikiller)

. Graaf folik(lii®® (Graafian folikil- Reinier de Graaf: d.1641-6.1673)3*

Primordial folikiller, folikiiler gelisimin en erken basamagidir. Primordial
folikiiller ovaryumun rezervini olustururlar. intrauterin 3. ayda goriilmeye baslar.
Ureme dénemindeki kadin ovaryumunda tunika albugineanin hemen altinda korteks
stromasi icinde ayirt edilebilirler. Gonadotropin uyarisindan etkilenmezler. Primer
oositi cevreleyen tek katli yassi folikiil hicreleri bulunur®. Tek katli yassi hiicrelere
pregraniloza hiicreleri de denir. Aralarinda oluklu baglantilar mevcuttur. Oosit ve
pregraniiloza hiicreleri yerlestikleri bazal membran araciligi ile stromadan beslenirler.
intrauterin yasamdan puberteye kadar sayilari yaklasik 7 milyondan 300 bine diser.
Menarstan menapoza kadar 450 civarinda primordial folikil olgunlasarak her siklusta

ovulasyonu gerceklesir. Kalan folikiiller ise farkl asamalarda atreziye gider3®.

Aktiflesen primordial folikiildeki pregraniiloza hiicreleri kibik hiicrelere
dondusurler. Primer oosit bliylyerek 100-150 um c¢apina ulasir. Granilli endoplazma

retikulumu (GER) genisler ve ribozomdan zenginlesir. Serbest ribozom miktari artar.



Oositin gekirdegi buylr ve germinal vezikil adini alir. Folikdl artik “unilaminer primer
folikil” olarak adlandirilir. Folikiildeki pregraniiloza hiicreleri ¢cogalirlar ve ¢ok katli
hlcreler olarak organize olurlar. Bu evredeki primer folikil multilaminer primer
folikil olarak adlandirilir. Pregraniloza hicreleri bu asamadan sonra graniloza
hiicreleri olarak adlandirirlar. Zona pellusida multilaminer primer folikil asamasinda
goriinmeye baslar ve oositi cevreleyerek grantiloza hiicrelerinden ayirir. ZP1, ZP2, ZP3
ve ZP4 olmak dort farkli glikoprotein igerir. Graniloza hiicreleri sitoplazma
membranindan uzanan yalanci ayaklarini zona pellusida icersine dogru uzatarak oosit
membrani ile oluklu baglantilar kurar. Zona pellusida etrafinda siralanan bu tek sira
graniloza hiicreleri “korona radiata” hiicrelerini olusturur. Folikiil icinde degisiklikler
surerken stromada da degisiklikler baslar. Folikiil komsulugundaki stromal hiicreler
multilaminar primer folikiliin etrafinda organize olur ve bdlgenin damarlanmasi
artar. Bu yapiya “teka interna” denir. Teka internayi distan saran ve gérece damardan
fakir olan teka eksterna sarar. Teka interna hicrelerinin hiicre membranlarinda LH
reseptorl ifadelenir, LH uyarisi ile steroidogenez baslar ve androstenedion
sentezlenir. Graniiloza hucreleri aromataz enzimi ile androstenedionu 6strodiole
cevirir. Grantloza hiicreleri teka interna tabakasindan kalin bir bazal membran ile

ayrilir33,

Graniiloza hicre tabakasi (membrana graniiloza) kalinlastikga graniiloza
hicrelerinin aralarinda yer yer bosluklar belirir ve sivi birikmeye baslar (liquor
folliculi-folikil sivisi). Bosluga sahip folikiile sekonder veya antral folikil adi verilir.
Folikiil artik gonadotropinlere duyarldir. FSH etkisiyle graniloza tabakasi ve folikiil
hizla bluylimeye devam eder. Folikil sivisi kan plazmasindan kaynaklanir ancak icerigi
grantiloza hicrelerinin Urlnlerinden zengindir. Graniloza hicreleri
glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar, steroid baglayici proteinler Uretir ve folikdl

sivisina verir33,

Bliyliyen folikiil ovulasyondan 6nce 2,5 cm capa kadar ulasir. Sekonder
foliklilde olusan bosluklar birlesir ve antrum boslugu adini alir. Folikil sivisinin artmasi
ve membrana granilozanin incelmesiyle, genis bir antrum icinde kalan oositin etrafini

sadece korona radiatanin graniloza hiicreleri ¢evreler. Oosit, granililoza hiicreleri
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araciliglyla membrana grantlozayla olan baglantisina devam eder. Bu komplekse
kumulus ooforus adi verilir. Korona radiatayl olusturan graniiloza hiicrelerine
kumulus graniloza hiicreleri, membrana granulozaya baglantlyi devam ettiren
hicrelere ise mural graniiloza hiicreleri denir. Bu asamaya gelmis folikil Graaf
foliklili olarak tanimlanir. Ovulasyon zamani yaklastikca germinal epitel ile oosit
arasindaki graniiloza ve teka tabakalari incelir. Mural graniiloza hiicreleri dagilir ve
oosit antral bosluga diser. LH nin hizli yikselmesi ile folikil rliptiire olur, oosit birinci

polar cisimcigini atar ve sekonder oosit evresine gecerek periton bosluguna birakilir33,

Ovulasyona ugrayan folikil korpus hemorajikuma dontsir. Korpus
hemorajikum icindeki pihti makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Lokal blylime
faktorleri, LH ve prolaktin etkisiyle korpus hemorajikum korpus luteuma doéndsur.
Korpus luteum endokrin salgi bezi 6zelligi gésterir. Korpus luteum damarlanmadan
zengin yaplya sahiptir, granuloza lutein ve teka lutein hticrelerini icerir. Graniiloza
lutein hicreleri korpus luteumun merkezinde yerlesirler, biylk ve hematoksilen
eozin ile soluk boyanan sitoplazmaya sahiptirler. Sitoplazmalarinda gelismis diiz yizli
endoplazma retikulumu (DER), Golgi kompleksi, GER ve ¢ok sayida mitokondriyon
bulunur. Ayrica lipid damlaciklari da mevcuttur. Grantiloza lutein hiicreleri
progesteron Uretirler ve 6strojen dénlsimiini yaparlar. Teka lutein hiicreleri korpus
luteumun disinda yerlesir, teka interna hiicrelerinden koken alir. Progesteron,
Ostrojen ve androjenleri sentezler. Eger siklusta gebelik gerceklesmezse LH’In
dismesiyle korpus luteum geriler (mensturasyonun korpus luteumu). Gebelik
gerceklesirse insan koryonik gonadotrpini (hCG) etkisiyle korpus luteum sagkalimi
surdiralir ve plasenta dstrodiol sentezini Ustlenene kadar (gebeligin 3. ayina kadar)
hormon salgilamaya devam eder (gebeligin korpus luteumu). Korpus luteumun
gerilemesi esnasinda fibroblast ve makrofaj invazyonu gerceklesir. Fibroblastlar tip |
kollagen ile fibroz yapi kurar. Yeni yapi korpus albikans olarak adlandirilir. Korpus

albikans fibrotik kalinti olarak ovaryum korteksinde bulunur3,
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2.2.3. Ovaryum Medullasi

Ovaryum medullasi damarlardan zengin fibroelastik bag dokusundan olusur.
Premenstrual dénemde epitel benzeri interstisiyel hiicre kimeleri goérilir. Bu
hlcreler 6strojen salgilar. Hilus hicreleri ise androjen sentezleyen diger ovaryum

medullasi hiicreleridir33.

2.3. Kan Folikiil Bariyeri

Kan Folikil Bariyeri (KFB) hakkinda ilk morfolojik ¢alismalar 1950’lerde
baslamistir. Ovaryum folikillerinin ici damar icermez. Teka interna kapillerden zengin
yapisi ile folikillerin beslenmesini saglar. Folikiil ici ortam ve mikrogevre kan folikul
bariyeri ile kan plazmasindan ayrilir. Kan foliklil bariyerinin en 6nemli bileseni
folikiliin bazal membranidir. Hayvan deneylerinde KFB’nin 500 kilodaltondan kiiglik
molekiller icin gecirgen oldugu tespit edilmistir. Daha bliyik molekiller KFB'yi
gecemez (6r:IgM)*’. Teka internadan folikul icine girecek olan protein, peptit,
karbonhidrat ve iyonlar KFB'yi gecmek zorundadir. Farelerde yapilan ¢alismalarda
KFB’nin blyuklige gore seciciliginin yaninda elektriksel yike gore de secici gegirgen
oldugu bildirilmistir®. KFB'nin elektriksel yik seciciligi inter alfa tripsin inhibitér
(IT1,220 kDa) molekilini gecirmemesiyle anlasilabilir. Ayrica KFB heparan siilfattan
zengin yapisi nedeniyle folikll disindan gelecek biylime faktorlerini tutar. Bu 6zelligi

ile intrafolikuler ortami oosit ve graniloza hucreleri belirler2.

Kan folikul bariyerini teka internadaki damarlardan itibaren endotel, endotel
bazal membrani, teka internanin ekstrasellliler matriksi, foliklil bazal membrani ve
graniloza hiicre tabakasi olusturur. KFB’ne teka interna damarlarinin endoteli ve
endotelin bazal membraninin katkisi bilinmemektedir®. Folikiil bazal membrani
foliklilogenez boyunca dinamik yapi gosterir. Tip IV kollagen ve laminin folikil bazal
membraninin temel molekilleridir. KFB’nin iskeleti entaktin, nidojen 1 ve 2

tarafindan sabitlenir. Ayrica bazal membranin yapisinda heparan siilfat, perlekan,
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kollagen tip 18 ve usherin de bulunur. Tip IV kollagen 3 adet alfa zincirden olusur. Tip
IV kollagenin yapisina katilabilecek alti farkh alfa zincir tanimlanmistir. Benzeri sekilde

laminin molekill de bes farkli alfa, t¢ farkl beta, 3 farkl gama zincirinden olusabilir32.

Folikiilogenez boyunca folikiil bazal memrabraninin ylizey alani genisler ve
icerigi degisir. Hayvanlarda yapilan ¢alismalarda tip IV kollagenin erken folikdl
evrelerinde al-6 protein zincirlerinden olusurken, ilerleyen folikiil evrelerinde a3-6
zincirlerinin ekspresyonun azaldigi gértlmustir. Antral ve atretik foliklllerde ise tip
IV kollagenin yapisinda sadece al ve a2 zincirlerinin baskin oldugu izlenmistir.
Lamininin yapisi da benzer sekilde degismektedir®. Folikiil bazal membraninda
Laminin 121 (alB2yl) eksprese olur. Bu molekiil steroidogenez yapan epitel
hiicrelerin bazal membraninda bulunur. Bunlarin yani sira nidojen 1 ve perlekan
primordial folikiil bazal membraninda bulunmaz®%. Folikil bazal membrani ilerleyen
evrelerde kollajenden fakir, lamininden zengin diizene sahip olur. Ayrica perlekan ve
heparan sulfat icerigi de folikll buyldikge artar ve elektriksel yike bagli gecirgenlik
artar. Sonug¢ olarak farkli folikil evrelerinde farkh folikil igi mikrogevre hakim
olmaktadir. Folikiil sivisi tim evrelerde serumdan farkli yapiya sahiptir ve bu

mikrogevreyi graniloza hiicreleri ve oosit belirler®.

2.4. Folikiilogenez

Primordial germ hicreleri (PGH) embriyo bilaminer disk evresindeyken
epiblast tabakasinin posteriorunda farklanmaya baslar. insanlarda ve farelerde germ
hicresi transkripsiyon faktorleri (BLIMP1, TFAP2C), germ huicresi faktorleri (NANOS3,
DND1, DDX4, DAZL) ve pluripotensi iliskili transkripsiyon faktorleri (OCT4, NANOG)
eksprese ederler. Calismalarda embriyolojik gelisimleri incelenen deneysel memeli
modelleri ile insan gelisiminin benzerlikleri ve germ hicresi transkripsiyon
faktorlerinin ortakhg dustnildiginde insan germ hicrelerinin de epiblastin
posteriorunda farklanmaya basladigi gérisi kabul edilir®®. Ancak maymunlarda

yapilan bir calismada PGH’lerinin amnion zari epitelinden de koken aldigi
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gosterilmistir®®. insan PGH’lerinin gastrulasyon dncesi embriyoda ilk ne zaman ve
nerede farklanmaya basladigi deney ve gozlem ile gosterilememis olsa da bilaminer
embriyon diski evresinde epiblastin posteriorunda ve amniyon kesesi epitelinde

yerlestikleri konusunda konsensiis mevcuttur®.

Gastrulasyon ile PGH’lerinin endoderme dogru gocl baslar. Mezoderm
icindeki gocte interferon ile indiklenen transmembran (IFITM) proteinlerin rol
oldugu duslnilmektedir. Ancak IFTM proteinlerinin kaybi primitif c¢izginin
posteriorundan endoderme olan PGH’lerin go¢lini sekteye ugratmaz. Bu yolculugun

molekiler dizenlenimi aydinlatiimamistir®®.

Dordincii haftada PGH’ler vitellis kesesinin allantois ile komsu olan
duvarinda vyerlesirler. Bu yerlesim embriyonun katlanmasiyla pasif olarak
gerceklesir®?. PGH’nin barsak endodermindeki gocu sirasinda hicrelerin siklusu G2
evresinde duraklar. PGH’lerin psodopodlari ile endoderm bazal membranina
tutunarak epitel icinde goc¢ ederler®!. Barsak endoderminde gé¢ eden PGH’ler dorsal
mezenterden genital kabartilara dogru yolculuguna devam eder. Morfolojik olarak
¢cogu PGH psodopodlara sahiptir ve polarize hiicrelerdir. Genital kabartiya olan gog
stroma kokenli faktér-1 (SDF1; diger adiyla CXCL12) ve kemokin reseptori 4 (CXCR4)
etkilesimi ile saglanir. SDF1 genital kabartidaki stromal hiicrelerden salgilanir. Ayrica
go¢ boyunca c-Kit ve kit ligandi (KITL) PGH sagkalimini ve cogalmasini saglar. E-kaderin
ekspresyonlari artarak ekstraselliler matriks iliskisini saglarlar. Genital kabartiya
ulastiklarinda psddopodlarini ve polaritelerini kaybederler. immobil hiicrelere
donisirler*l. Genital kabartiya ulasan PGH inkomplet mitoz gegirirler ve gruplar
halinde organize olurlar. PGH arasindaki sinsityumlardan organel alisverisi yapilabilir.
llerleyen dénemde gruptaki hiicrelerin cogu kaybedilerek birisi mayoz 1 de duraklar.

PGH gruplarinin etrafini somatik hiicreler sarar®3.

Genital kabartida folikillerin gelisimi iki dalga seklinde olur. Birinci dalgada;
medulladaki PGH gruplarinin etrafini stromal hicreler sararak hizlica folikiliine
dénisur. ikinci dalgada; kortekse yerlesen PGH gruplari genital kabarti epitelinden

koken alan hiicreler tarafindan sarilir. Bu hiicreler pregraniiloza hicreleridir ve ikinci
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dalgaya gelindiginde PGH’leri mayozda duraklar®t. Birinci dalgada bipotent stromal
hicreler FOXL2 ekspresyonu yaparak pregraniiloza hiicrelerine farklanir. Ayrica ikinci
dalgadaki epitel kokenli pregraniiloza hiicreleri de FOXL2 eksprese ederler®. Birinci
dalgada medullada olusan folikiiller perinatal dénemde aktivite kazanirlar ve
puberteden 6nce tamami intertisiyel dokuya dénisir. ikinci dalgada olusan folikiller

puberteye kadar sessiz folikil olarak bekler?®.

insanda primordial folikiil olusumu 15-22 haftalar arasinda baslar ve
dogumdan sonrasina kadar devam eder?’. Puberteye erisen primordial folikiller icin
Ug kader vardir: 1- menapoza kadar sessiz kalir, 2- aktiflesir ve farkli evrelerde atreziye
gider, 3- aktiflesir, blylr ve ovulasyona ugrar®®. Folikil aktivasyonunu baslatan ana
molekdller fosfotidilinozitol 3 kinaz (PI3K), rapamisin kompleksinin memeli hedefi 1
(mTORC1) ve siklin bagiml kinaz inhibitéri p27 (p27Kip1) dir?’. PI3K yolu folikil
aktivasyonunda en fazla arastirilmis yolaktir. PTEN ve FOXO3a PI3K’1 negatif regiile
eden molekillerdir. PI3K'in negatif regilasyonu bozuldugunda folikll aktivasyonu
hizla gerceklesir ve prematur ovarian yetmezlik tablosu ortaya ¢ikar*3. Graniloza
hiicrelerindeki mTORC1 aktivasyonu folikilin aktivasyonuna neden olur. p27Kip1 ise
hiicre donguslini durdurur ve kaybi folikll aktivasyonu ile sonuglanir. PI3K ve
mTORC1 folikil aktivasyonunu saglamak yoniinde, p27Kip1 ise folikiili sessiz halde
tutmak yoniinde etki yapar®’. KITL folikiil aktivasyonunu ana diizenleyici molekiil
olarak goérev alir®®>%. mTORC1 aktivasyonu ile graniloza hiicrelerinden salgilanan
KITL, oosit lizerindeki reseptorini uyardiginda oosit aktivasyonu gerceklesir ve oosit
buyimeye baslar*”#>°1, FSH ise primordial folikiil aktivasyonunda direk etkili
degildir>!. Aktivasyondan sonra biyuyen folikiilde FSH reseptoru ifadelenir. Folikiil
“uyarilmis biilyiime” evresine girer ve biyimesi hizlanir>°. Sekonder folikiil evresine
gelen folikilde KITL uyarisi ile antrum olusur. KITL yoklugunda ise antrum olusumu
sekteye ugrar>2. Biylyen folikilde graniiloza hiicreleri aromataz ve inhibin sentezler.
Aromataz ostrodiole dontsiimi saglar. Artan inhibin ve Ostrodiol FSH’y1 baskilar.
Ayrica folikiler fazin sonlarinda graniiloza hiicreleri LH reseptdrii eksprese eder>°.

Artan LH, foliklllerde FSH duyarliligini azaltir35. Bu sekilde diger folikillerin uyarilmis
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blylimeleri baskilanir. Bliyimeye devam eden folikiil maturasyon dénemine tek

basina ulasir ve LH etkisi ile ovulasyona ugrar>%°3,

Lokal faktorler ile aktiflesen folikil preantral gelisimini ortalama 290 giinde
(~10 menstriel siklus) tamamlar. Antrum olusumundan preovulatuar folikil evresine
kadar ise yaklasik 60 glin gecer (~2 menstriel siklus). Dominant folikllln secimi antral
foliklil evresindeyken olur. Luteal fazin sonunda secilen folikiiliin ovulasyona kadar

maturasyon icin 15-20 gline daha ihtiyaci vardir (Sekil 2)°2.

Folikiler faz  Luteal faz Menstriasyon Ovulasyon

UNURTIET | SSS S — ) S —

FSH duyarsiz/cevapsiz gelisim ~290 gin ~45 gln Dominantfolikil segimi Maturasyon ~15 giin

Primordial folikiil -> Antral folikiil Antral folikiil Graff folikiil

Sekil 2: Ureme cagindaki kadinin menstriiel siklusunun semasi. Menstriiel
siklus tizerinde normal folikil gelisimi kronobiyolojik olarak gosterilmistir. (Bu

sekil tarafimca gizilmistir)

2.5. Folikiil ici Mikrogevre ve Hiicrelerarasi Etkilesim

Ureme cagindaki kadinlarda folikiil gelisimi boyunca oosit mayoz I'in diploten
evresinden mayoz II’'nin metafaz evresine kadar ilerler. Ovulasyona ugrayan oosit
metafaz Il evresine gelmis sekonder oosittir. Ovaryumun fizyolojik olarak en kiictik

yapi birimi olan folikiiliin mikrocevresi bu biiyliimeyi saglar>%.
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Folikul i¢i mikrogevre veya folikiler nis, major olarak graniiloza hiicresi ve
oositin salgiladigl parakrin faktorler ile olusur. Bu kavramlar sikhkla graniloza hiicresi
ve oositin karsilikli etkilesimini de icine alir. Graniiloza hiicreleri oosit ile transzonal
uzantilar (TZPs-transzonal projections) ile baglanti kurar. Bu baglantilarin ucunda
oluklu baglantilar bulunur. Oluklu baglantilar araciligi ile kiiglik molekdller (<1kDa) ve
iyonlarin alisverisi gerceklesir>®. Granuloza hicreleri oosite aminoasit ve piruvat
saglar>®. Ayrica cAMP ve cGMP ile oositi mayotik arrestte tutarak oositin erken folikiil

evrelerinde mayoza devam etmesini dnler>>,

Graniiloza hicrelerinden salgilanan parakrin faktérlerden baslicalari;
dstrojen, aktivin, inhibin ve KIT liganddir (KITL)*®>. Graniloza hiicresi ve oosit
arasindaki etkilesim acisindan en c¢ok calisiimis sinyal molekili KITUdir. KITL
graniloza hiicresi tarafindan salgilanir, oosit Gzerindeki reseptoriine tutunarak sessiz
folikiiliin aktivasyonunu saglar>®. Ozetle KITL, primordial germ hiicrelerinin goci,
proliferasyonu, sagkalimi; primordial folikilllerin aktivasyonu; graniloza hiicrelerinin
proliferasyonu;  mayozdaki  duraklamanin  devamlihgi  ve  ovaryumdaki

steroidogenezin diizenlenmesinde gorev alir®’.

2.6. Polikistik Over Sendromu (PKOS)

Polikistik over sendromu (PKOS) lireme c¢agindaki kadinlarin %5-20'sini
etkilerl. Gunimuzde anovulasyon bulgusu olan kadinlarin %55-91’i PKOS'dur®®,
Uremeye Yardimci Tedavi Kliniklerine (UYTE) basvuran kadin hastalarin %20’sini
PKOS’lu veya polikistik over morfolojisine sahip hastalar olusturmaktadir3. Daha énce
anlatilan, 2003 yilinda olusturulmus Rotterdam kriterleri halen PKOS tanisinda
glncelligini korumaktadir (Tablo 2). Amerikan Ulusal Saghk Enstitlisi (National
Institutes of Health-NIH)'niin 2012 yilinda yaptigl konsensis panelinde alinan karar
ile Rotterdam (2003) kriterleri detaylandirilmistir. Panelde alinan kararlara gore
PKOS; Fenotip A: hiperandrojenizm, oligo-anovulayon ve polikistik over morfolojisi,

Fenotip B: hiperandrojenizm ve oligo-anovulasyon, Fenotip C: Hiperandrojenizm ve
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polikistik over morfolojisi, Fenotip D: Oligo-anovulasyon ve polikistik over morfolojisi

olmak tzere doért fenotipte siniflandirilmistir (Tablo 3)°.

Tablo 3: NIH’in yaptigl panelde varilan uzlasi. HA: klinik veya biyokimyasal
hiperandrojenizm, OA: oligo-anovulasyon, PKOM: polikistik over morfolojisi.
*PKOM: Hacmi 10 cm3’ten (veya 10mL) daha biiylik olan en az bir ovaryum
varligl veya korteksinde artmis antral folikll sayisi veya her iki durumun da
varligi olarak tanimlanir. Antral folikiller 2-9 mm c¢apindadir ve tim

ovaryumda en az 12 adet bulunmahdir>.

NIH Konsensiisi (2012)
Rotterdam (2003) kriterleri kullanilmaya devam edilmeli, ancak sendromun spesifik
fenotipleri de eklenmeli.

e Fenotip A: HA+OA+PKOM"

e Fenotip B: HA+OA

e Fenotip C: HA+PKOM®

e Fenotip D: OA+PKOM”™

2.6.1. PKOS’un Klinik Bulgulari

PKOS’ta puberteden itibaren menstruel disfonksiyon genellikle gorildr.
Oligomenore veya amenore en sik bulgudur. Oligo-anovulasyon eslik edebilir.
Genellikle normal veya hafif uzamis menars oykisi mevcuttur. Menarsi takiben
diizensiz adet siklusu sikayeti vardir. Hastalarin cogunda ortalama LH seviyesinde
artma gorilir. LH pikinin frekansi da uzamistir. FSH miktari normal veya distk olarak
Olculebilir. Erken folikiler fazda LH/FSH oraninda artma tek basina LH veya FSH
dlctimlerinden daha degerlidir. Ancak hem LH hem FSH hem de LH/FSH orani tanida
degerli degildir. Endometrial kanser riski artar. Antral ve Graaf folikillerinin

miktarinda azalma, preantral folikillerin miktarinda artma gorilir. Atretik folikil
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orani da artar. Yasa gore ortalama AMH miktari yiksektir. Gebeliklerinde spontan
abortus, preeklampsi ve preterm eylem riski daha ylksektir. PKOS’lu kadinlarin
dogum sonrasi bebeklerinde yeni dogan yogun bakim ihtiyaci artar.
Hiperandrojenizme bagl hirsutizm gorileblir. Obezite ve insilin direnci PKOS’lu
kadinlarin yarisinda izlenir. Alkole bagli olmayan yagh karaciger hastaligi sikligi artar.
Metabolik sendrom ve tip 2 diyabet hastaligi riski de saglikh kadinlara gore daha
yuksektir. Bunlara bagl olarak PKOS’ta uyku apnesi, dislipidemi, vendz
tromboembolizm ve koroner arter hastaligina yatkinlik mevcuttur. Depresyon,

anksiyete bozuklugu ve yeme bozukluklarina yatkinlik izlenir®®.

2.6.2. PKOS’un Patofizyolojisi

PKOS klinik olarak Ureme ¢agindaki kadinlari etkileyen multifaktoriyel
bozukluklardandir. PKOS tanisi sikligi agisindan monozigotik ikizlerde dizigotik ikizlere
gore iki kati korelasyon goriilmesi genetik yatkinlik varhigini gosterir. Yiksek verimli
gen iliskisi analizi sonuglarina goére ¢inli kadinlarda INSR, FSHR ve C9orf3 genleri PKOS
ile iliskilidir. Avrupali kadinlarda ise GATA4-NEIL2, FSHB-ARL14EP, ERBB4, RAD50 ve
KRR1 genleri PKOS ile iliskilidir?.

PKOS’lu kadinlarda primordial folikiil sayisi sagliklh kadinlara benzerdir. Ancak
saglkli kadinlarin ovaryumlarina gore iki-tg¢ kat fazla sayida antral folikll gdzlenir. Bu
folikiillerin secimi ve Graaf folikiile erisip ovulasyona ugramasi bozulmustur. Yani
PKQOS, folikiilogenez problemleri acisindan iki kisimda incelenebilir. Birincisi erken
folikller gelisimdeki bozulma, ikincisi ise antral folikiilden sonraki evrede (postantral)
foliklil secimi ve maturasyon bozuklugu sonucu Graaf folikiilin olusmamasidir
(foliktiler arrest)*°. Normal kosullarda FSH etkisiyle biiylimesi hizlanan folikiller, LH
etkisiyle maturasyonunu tamamlar ve ovulasyona ugrar. PKOS’ta artan LH/FSH orani,
ovaryumdaki FSH direnci ve teka internadan androjenlerin hipersekresyonu sonucu
foliklil gelisimi durur. Dominant folikll secimi gerceklesemez ve ovulasyon sekteye
ugrar. Ayrica ovaryum icindeki faktorlerdeki bozulmalar folikiil gelisimindeki
bozukluktan sorumludur [TGFB ailesi (AMH, inhibin, Aktivin, BMPs ve GDFs gibi)].

Ovaryum ici molekullerin cogu membrana graniiloza kaynaklidirt. PKOS’lu kadinlarin
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folikil sivisi ve kaninda KITL diizeyi normale gére anlamli duser. KITL'in c-Kit (KITL
reseptori) ile etkilesimi ile uyarilan PI3K/Akt yolu hem folikiil aktivasyonunu saglar
hem de foliklll icinde apoptozisi inhibe eder. KITLIn inhibisyonunda preantral
folikiilogenez, antrum olusumu ve ovulasyon bozulur®l., Ooist BMP-15 salgilayarak
KITLI pozitif yoénde diizenlerken, GDF-9 salgilayarak negatif yénde dizenler®?.
PKOS’ta GDF-9 diizensizligi de bildirilmistirl. GDF-9’un artmasiyla bazal ve LH ile

indiklenmis intraovarian androjen Gretimi artar>°.

Folikul arresti, dominant folikil segilmesinin durmasi ve segilmeye aday folikul
sayisinda artma olarak tanimlanir. PKOS’ta folikiil arresti oligo-anovulasyonun
nedenidir. Farmakolojik uyarma (ovulasyon indliksiyonu) ile gelisimi durmus folikller
tekrar gelisimine devam edebilirler ve ovulasyon gerceklesir. FSH'nin dongisel
yukselmesi PKOS’ta bozulmustur, ancak bu durum folikil duraklamasinin nedeni degil
sonucudur. Dominant folikll buylmesinin en gigli uyaricisi IGF-1'dir. Arastirmacilar
IGF-1'deki duzensizlik folikil duraklamasina neden oldugunu distinmektedir. Ancak
simdiye kadar bu hipotez kanitlanamamistir. Diger bir lokal faktér olan AMH’nin
folikdl ici duzeyi artmistir. Folikiil icinde AMH’nin artisiyla folikil duraklamasi oldugu
duslintlmektedir. LH pikindeki bozulma ve dongu siiresindeki uzamalar da prematir

LH etkinligi sonucu olarak folikil gelisiminde duraklamaya neden olur.

2.7. Vezikiil Fiizyonu Hipotezi ve Vezikiil Dinamigi

Hlcrenin kendi iginde ve cevresi ile haberlesmesi vezikiil tasinmasi ile
gerceklesir®®. Hicre tarafindan sentezlenmis Urlnler hicre membrani disina
ekzositoz ile tasinir. Ayrica hiicre membraninin yapisal bilesenleri de (glikoproteinler,
steroidler, fosfolipidler ve glikolipidler gibi) ekzositoz ile plazma membranina
kazandinhr®. Vezikil membrani ile plazma membraninin kaynasmasi icin
membranlarin biikilmesi gerekir. Kaynasma ile ara sap olusur, bu sapin biyliimesi
sonucu “flizyon gecidi” (fusion pore) genisler. Bunun sonucunda vezikiil membrani

plazma membranina katilir, vezikil icerigi ise hiicre disina ¢cikar. SNARE (soluble N-
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ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) molekiilleri
membranlari birbirine ¢ekerek vezikil membraninin fizyonun gerceklesecegi hedef
membran ile kaynagmasini saglar. Membranlarin kaynasmasi igin her iki membranda
da SNARE proteinleri bulunmalidir. Vezikiil tGzerinde bulunana v-SNARE, flizyonun
gerceklesecegi hedef membranda bulunana t-SNARE adi verilir. Her iki SNARE
molekilinin bulusmasi ile olusan SNARE kompleksine “trans-SNARE” denir. Sinaptik
vezikll fizyonu en ¢ok c¢alisilmis vezikll flizyon mekanizmasi oldugu igin flizyon
mekanigi sinaptik vezikil flizyonundan anlasilabilir. Sinaptik vezikiller v-SNARE olarak
sinaptobrevin tasir, hiicre zarinda ise t-SNARE olarak sintaksin ve SNAP25 bulunur.
SNARE kompleksi, Munch18 bagli iken inaktiftir. Ca*? etkisiyle kompleks aktiflenir ve
flizyon gerceklesir. Flizyondan sonra membranda kalan SNARE kompleksi cis-SNARE
yapisindadir. cis-SNARE kompleksi NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor) etkisiyle

ATP kullanilarak plazma membranindan ayrilarak tekrar kazanilir®.
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Sekil 3: SNARE proteinleri aracili membran flizyonuna norotransmitter

salinimi 6rnektir. A, v-SNARE olarak sinaptobrevin (mavi) tasiyan bir vezikl
plazma membranina yaklasmakta. Plazma membraninda t-SNARE olarak
sintaksin (kirmizi) ve SNAP-25 (yesil) goriilmektedir. B, v-SNARE ve t-SNARE
baglanarak inaktif kompleks olusturur. C, Uyari geldiginde trans-SNARE
kompleksi aktiflesir ve membranlari yaklastirir. D, Membranlar kaynasir ve cis-
SNARE kompleksi membranda kalir. E, SNARE aracili vezikil flizyonuna
yakindan bakis. (Cell Biology, Thomas D. Pollard, 3. Baski 2017, Elsevier’'in
4999460954678 numarali izniyle kullaniimistir.)

Ekzositoz sadece néronlarda gerceklesmez. Endokrin salgi yapan hiicrelerde
de ekzositoz arastiriimistir. Endokrin hiicrelerde diizenlenmis salgi yolaginin hem hizli
ekzositoz yolu hem de yavas ekzositoz yolu hiicre ici kalsiyum sinyali ile diizenlenir®®.
SNAP25, endokrin ve néroendokrin hiicrelerde diizenlenmis salgi yolaginin SNARE
kompleksi basamaginda ana SNARE molekiludir®”.%8, SNAP25 hem ekzositoz
veziklllerindeki flizyon kompleksinde gorevlidir®® hem de kalsiyum kanallarini kontrol

ederek diizenlenmis salgl yolaginda gérev alir®®®8, insan sperminde gerceklesen
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akrozom reaksiyonu da dizenlenmis salgl yolu icin 6rnektir. Akrozom reaksiyonu;
protein kinaz A araciligi ile fosforillenen kalsiyum kanallarinin agilmasi ve cAMP’nin
nukleotit iligkili kanallari uyarmasiyla hiicre igi kalsiyumun artmasi sonucu gergeklesir.
Kalsiyum, memeli hicrelerinde diizenlenmis salgi yolaginin temel duizenleyicisidir”®.
Granuloza hicrelerinde de FSH uyarisi ile hiicre igi kalsiyum miktari artar’>72, Kandaki
glukoz konsantrasyonunda artis insiilin sekresyonu yapan B hiicrelerinde Ca*? artisina
neden olur. Hiicre icindeki Ca*? artisiyla Munc18, SNAP-25 ve sinaptotagmin etkinligi
diizenlenir. Tip 2 diyabette B hiicrelerinde vezikil flizyon proteinlerinde degisimler
gosterilmis ve vezikil flzyonunun bozulmasiyla ekzositozun aksadigl tespit

edilmistir’3.

SNAP25, SNARE kompleksinin plazma membranina yerlesen lyelerindendir.
Fare graniloza hicrelerinde de SNAP25 ekspresyonu mevcuttur. Progesteron
reseptorld susturulmus farelerin graniloza hicrelerinde ise SNAP25 ekspresyonu
azalr?2, Ayrica rekombinant SNAP25 eklenmesiyle graniiloza hicrelerinde
steroidogenez artar. SNAP25’in susturulmasi ise steroidogenezde belirgin dismeye
neden olur. Steroidogenezdeki bu bozulma mitokondriyona kolesterol taginmasinin
aksamasi nedeniyle olusur’3. Bircok hiicre tipinde Stx6 erken endozom ve trans-Golgi
aginda gorev alan temel vezikil flzyon proteinidir. Endokrin ve noéroendokrin
hlcrelerde Stx6 immatir salgi vezikillerinin homotipik fliizyonunda gorev alir. Golgi
aygitindan plazma membranina olan yolculukta immatiir vezikillerin homotipik
flzyon ile olgunlasmasini saglar. Ayrica Stx6, erken endozomdan plazma membranina
yeniden kazanimda gorevlidir. Stx6 pankreas beta hiicrelerinde ve immiin sistem
hiicrelerinde dlizenlenmis salgl yolaginda gorev alir.  Stx6 inhibisyonu ile
adipositlerde GLUT4 reseptoriiniin internalizasyonu ve membrana yeniden kazanimi
bozulur. GLUT4 reseptoriinin internalizasyonu ve plazma membranina yeniden
kazanimi Stx6 aracili gerceklesir’®. Meme, kolon, karaciger, pankreas, prostat,
mesane, deri, testis, dil, serviks, akciger ve mide kanserinde Stx6 ekspresyonunun
arttig) tespit edilmistir. Renal hiicreli karsinom hiicre hattinda yapilan ¢alismalarda
Stx6’nin plazma membraninda lipid raftlarin dinamiginde rol oynadigi gosterilmistir.

VEGFR2, integrin ve kaveolinl proteinlerinin lipid raftlardaki organizasyonu Stx6
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aracili olmaktadir. Ayrica glikofosfatidilinozitol (GPI) ve GM1 gangliyozid (GM1)’ler de
hiicre membranina Stx6 araciligiyla tasinir’®. Noétrofillerde ise salgi grandllerinin
plazma membrani ile kaynasmasi Stx6 aracili olur’>. Ayrica Stx6 hiicre ici kolesterol
trafiginde kolesterol baglayici protein olarak gérev alir’®. Kolesterol ve membran
glikosfingolipidlerinin retrograd tasinmasi Stx6 araciligryla miimkin olur?®. Stx6é Golgi
aygitindan ¢ikan vezikillerin hedeflerine tasinmasinda ana gorevli SNARE proteinidir.
Bu bilgiler 1siginda Stx6 hiicre membranindaki lipid raftlarin organizasyonunda’®,
hiicre ici vezikul trafiginde, immatur salgl vezikillerinin maturasyonunda’”>’’ ve
ekzositozda’>’® rol almaktadir. Stx6, ekzositoz gérevini SNAP23, SNAP25 ve SNAP29
ile etkileserek yapar. Membran flizyonundan sonra geri kazanilir ve iglevine devam
eder’>. SNARE molekdilleri membran flizyonu icin yeterlidir, ancak ekzositozdaki
zamansal ve uzaysal kisithhklari azaltmak igin yardimci faktérler bulunur. Sec/Muncl8
(SM) ailesi vezikil fuzyonunun gerceklesmesine yardimci olan protein ailesidir’®.
StxBP1 (diger adiyla Munc18-1) SM protein ailesindendir® ve ekzositozda vezikiil
fuzyonunun dizenlenmesinde gorevlidir’®. Pankreasin B hicrelerinde insulin
ekzositozu sirasinda vezikiil flizyonunu dizenler. Yag asidinden yiksek ortamda B
hiicrelerinde StxBP1 diizeyi diiser ve insiilin ekzositozunda azalma olusur®!. insan B
hiicrelerinde StxBP1’in susturulmasi ile insulin sekresyonu bozulur®. Ayrica bagirsak
epitelinde yerlesen L hicrelerinin GLP-1 (glukagon benzeri peptit 1) salgilamasi da

StxBP1 araciligi ile diizenlenir®3,

Vezikil flizyon proteinlerindeki bozukluklar epilepsi, mental retardasyon,
otizm spektrum bozuklugu, ailesel hemofagositik lenfohistiyositoz, Tourette
sendromu, CEDNIK (Cerebral dysgenesis-neuropathy-ichthyosis-palmoplantar
keratoderma) sendromu, sizofreni, mikrovillus inkliizyon hastaligi, tip 2 diyabet,

psodohipoparatiroidizm ile iligkili bulunmustur*,

2.8. insan Ovaryumunda Vezikiil Dinamiginin Rolii

FSH reseptori G-proteini iliskili reseptor ailesindendir. Plazma membraninda

integral protein olarak yerlesen FSHr; ekstrasellller kisim, transmembran kisim ve
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intraselller kisim olmak Uzere Ug¢ kisimda incelenir. Ekstraselliiler kismi FSH'nin
baglandig kisimdir. Transmembran kismi hidrofobik ézellik gosterir. intraselliiler ve
ekstraselliiler kisim hidrofilik 6zellik gdsterirler. intraselliler kisim G-proteini ve diger
sinyal molekdilleri ile iliski icindedir ve sinyal iletimini saglar. Ayrica intraselliler kisim
reseptdr internalizasyonunu saglayan kisimdir®>. FSH reseptdriiniin regilasyonunda
en 6nemli gérevi FSH Ustlenir. Graniloza hiicrelerinde FSH uyarisi ile FSHr azalmasi

gerceklesir®. Graniiloza hicrelerinde hCG uyarisi ise FSHr’yi artirir®”.

FSH reseptoriintin uyarilmasi ile reseptoriin intrasellliler kisminda G-proteini
ayrilir ve plazma membranina bagli olan adenilil siklazi aktive eder. Adenilil siklazin
aktive olmasiyla cAMP miktari artar. cAMP, Protein Kinaz A’y aktifler ve hedef
molekillerin fosforilasyonunu saglar. FSHr aktiflendiginde Protein Kinaz A’dan
bagimsiz yollardan da fosforilasyon uyarilir. Bunlarin yaninda cAMP bagimli ve cAMP
bagimsiz yollardan hicre i¢i Ca+2 miktari artar®>. Graniiloza hiicreleri FSH uyarisina
yanit olarak insilin benzeri blylime faktéra Il (IGF-II), inhibin, aktivin, vaskiler
endotelyal faktér (VGEF)>> ve KITL® salgilar. Reseptdr internalizasyonu reseptér
aktiflestikten sonra olusur ve reseptoriin plazma membranindan sitoplazma igine
endozomal kompartmana tasinmasi olayidir. Primer amag reseptorin ligandi ile
uyarilmasi sonucu duyarsizlastirilmasidir. Reseptér internalizasyonu klatrin aracili
endositoz ile gerceklesir®. Endozomal kompartmana yer degistiren reseptér plazma

membranina yeniden kazandirilabilir veya degrade olabilir°.

Kadin Gremesinde folikilogenez ve folikll atrezi arasindaki denge 6nemli rol oynar.
Bu surecler farkh evrelerde farkh ovaryum ici faktorler ve néroendokrin faktorler
tarafindan dizenlenir!®, Kan folikul bariyerinin varligi nedeniyle folikil ici faktérlerin
basrolleri graniiloza hiicreleri ve oosittir®. a-SNAP (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor-NSF attachment protein) SNARE kompleksinin ayrilmasini saglar. Fare
granlloza hicrelerinde peripubertal donemde dizeylerinin arttigi bildirilmistir.
Ayrica postpubertal donemde gonadotropin uyarisiyla ekspresyon dizeyi
artmaktadir. a-SNAP mutant farelerde postpubertal donemde tim folikillerin sayisi
azalir, ilerleyen evredeki folikiillerde dramatik azalma gorilir. Atretik folikil sayisi a-

SNAP mutant farelerde mutant olmayanlara gére 7-10 kat artar. Ayrica ovulasyon

25



oranlarinda azalma, 6strus siiresinde uzama, gebelik oranlarinda azalma gérulur?®.
SNAP25 diizeyleri graniiloza hiicrelerinde gonadotropin etkisiyle artar'. SNAP25’in
susturuldugu graniiloza hicrelerinde progesteron sentezi azalir. Ayrica graniloza
hiicresi steroidogenezinde Stx5 ve Stx17 de rol alir®. SNAP25’in susturulmasi ile
graniloza hiicrelerinden interlokin sekresyonu azalir'2. Fare graniiloza hicrelerinin
fare adrenal bezi hiicrelerine ve fare Leydig hiicrelerine gore daha yilksek diizeyde
Stx6 eksprese ettigi bildirilmistir®l. PKOS’ta ortaya ¢ikan subfertilitenin sebebi folikiil
gelisiminin duraklamasidir. Duraklamanin folikil ici faktorlerin diizenlenmesindeki
bozulma sonucu ortaya ciktigl tespit edilmistir. Hiicrelerin sentez veya salgilama
fonksiyonunda bozulmanin sonucu olarak folikil igi faktorlerin miktarindaki degisiklik
gelisebilir veya her iki fonksiyondaki bozulma da folikiil duraklamasinin nedeni
olabilir. Bu dogrultuda arastirma sorusu “PKOS’ta ovaryum folikilleri icindeki
hicreler arasi etkilesim, graniiloza hicrelerindeki vezikiler flzyon ve/veya
ekzositozun degisimiile bozulmakta midir?” olarak belirlenmistir. Arastirma sorusuna
yanit verebilmek icin hedef olarak; “PKOS’ta graniiloza hiicresinin KITL dizeyleri ve
FSH'nin buna reglilator etkisi azalir mi? SNAP25, StxBP1 ve Stx6’'nin duzeyleri
graniloza hlicresinde FSH’'nin etkisi ile artar m1? PKOS’ta SNAP25, StxBP1, Stx6 ve KITL
dizeyleri graniloza hiicresinde kontrol grubuna goére azalir mi? PKOS’ta SNAP25,
StxBP1, Stx6 ve KITL'in dizeyleri FSH-hCG uyarisi ile degisir mi? PKOSta FSH-hCG

uyarisi ile olusan salgi vezikili cevabi bozulur mu?” belirlenmistir.

Bu calismada amacimiz; PKOS tanii ve saghkli kadinlarin graniloza
hlcrelerinin gevresi ile etkilesimindeki degisimi anlamak Uzere, vezikil flizyon
proteinlerinden SNAP25, StxBP1 ve Stx6 ifadelerindeki degisiklileri incelemektir. UYTE
laboratuvarinda in-vitro fertilizasyon 6nerilmis PKOS hastalari ile erkek infertilitesi
nedeniyle basvurmus saghkli kadinlarin kiltiire edilmis graniloza hicrelerinde
vezikiler flizyonda ve/veya ekzositozda gorev alan proteinlerin ifadesinde anlaml
degisim varligi arastirilmistir. PKOS’lu ve saglkli katilimcilardan elde edilen graniiloza
hiicrelerinin FSH-hCG uyarisina verdikleri SNAP25, StxBP1, Stx6, KITL ve FSHr

ifadelerindeki yanit da arastirnlmistir. Saglikli ve PKOS’lu katiimcilarin grantiloza
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hicrelerinde in-vitro FSH-hCG uyarisi ile salgi vezikillerindeki degisim de elektron

mikroskopu ile incelenmistir.

Arastirma kapsaminda vezikil flizyon proteinlerinden SNAP25, StxBP1
(Munc18) ve Stx6 incelenmistir. FSH-hCG uyarisina verilen vezikil yaniti elektron

mikroskobik inceleme ile degerlendirilmistir.
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3. GEREG VE YONTEM

Arastirmaya Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tiip Bebek
Merkezi’'ne basvuran Rotterdam kriterlerine gére PKOS tanisi konmus ve bu nedenle
yardimcl lreme teknikleri 6nerilmis Greme c¢agindaki kadinlar (n=10) ile erkek
infertilitesi nedeniyle yardimci tGreme teknikleri onerilmis lireme c¢agindaki saglikli
kadinlarin (n=10) dahil edilmistir. Komorbiditesi olan kadinlar ¢alismaya alinmamistir.
Katihmailar vicut kitle indeksi 18,5-24,9 kg/m2 araliginda®?> olan bireylerden
secilmistir. Ayrica HGL5 (Immortalized Human Granulosa Cells (HGL5), cat: T0O650,
abm, Amerika Birlesik Devletleri) hiicre hatti Gglincl grup olarak calismaya dahil

edilmistir.

3.1. Etik Kurul izin Sureci

“Polikistik Over Sendromunda Ekzositoz lliskili SNARE Molekiillerinin
Graniiloza Hiicrelerinde in Vitro Degerlendirilmesi” baslikli proje ¢alismasi, 18 Haziran
2019 tarihinde T.C. Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Calismalar Etik
Kurulu tarafindan gerekce, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Calisma 2019/16-09 numarali karar ile etik agidan uygun

bulunmustur.

3.2. Deney Gruplarinin Belirlenmesi

Calismamizda arastirma sorularini cevaplamaya yonelik kontrol, PKOS ve
HGL5 olmak (zere (i¢c ana grup bulunmaktadir. Her grubun indiklenmis ve
indiklenmemis olmak Uzere iki alt grubu olusturuldu (Tablo 4). Kiltire edilmis
graniloza hucrelerinin induksiyonu 10 IU/ml hCG ve 0,5 IU/ml konsantrasyonda FSH
iceren komplet besiyeri ile 24 saat boyunca 37 °C ‘de, nemli ve %5 CO; iceren kiiltir

inklibatoriinde yapildi.
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Tablo 4: Deney gruplarinin dagilimi

Grup Alt grup Aciklama
Uyarilmis Uyarilmis: FSH-hCG iceren
HGL5
Uyarilmamis komplet besiyeri ile 24 saat 37 °C,
Kontrol (Saglikli, | Uyariimig nemli ve %5 CO> kosullarinda
Erkek Faktori) Uyariimamis inkiibasyon
Uyarilmis Uyarilmamis: Komplet besiyeri ile
PKOS Uyariimamis 24 saat 37 °C, nemli ve %5 CO»

kosullarinda inklibasyon

3.3. Folikul Sivisinin Temini

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uremeye Yardimci Tedaviler

(UYTE) Kliniginde in-vitro fertilizasyon icin uygun bulunan 10 PKOS, 10 saghkli kadin

katihmci arastirmaya dahil edildi. Hastalara yasina, kilosuna, infertilite nedenine,

bazal antral folikul sayisina, AMH/FSH seviyesine, daha dnce ovulasyon indiiksiyonu

yapildiysa buna verilen ovaryum cevabina gore gonadotropin uygulamasi ile

ovulasyon indiiksiyonu yapildi. Oosit toplama (oocyte pick up- OPU) islemiyle alinan

foliklil sivisindan oositler stereo-mikroskop altinda toplandiktan sonra, arastirma

amach calisma icin aydinlatiimis onami alinan hastalarin kalan folikdl sivilari ve

toplanan oositlerin denidasyon islemi yapildiktan sonra kalan kumulus hiicreleri

steril kosullar altinda Hacettepe Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

arastirma laboratuvarina getirildi.
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3.4. Folikiil Sivisindan ve Deniidasyon Artigindan Graniiloza Hiicrelerinin
izolasyonu

Folikul sivisindaki graniiloza hiicrelerinden eritrosit, I6kosit ve makrofajlari
ayirmak icin Golos ve arkadaslarinin yéntemi temel alindi®3. Gradiyent temelli olan bu
izolasyon ydntemi kendi deneyimimize gére modifiye edilerek kullanildi®®. Steril
kaplar icinde hiicre kiltiri laboratuvarina getirilen folikll sivilari laminar akim
kabinine alindi. 1:1 oraninda DPBS (Dulbecco’s PBS (1x) w/o Ca & Mg, Capricorn
Scientific, Almanya) ile diltie edildi. icinde 3 mL Lymphosep (lymphocyte seperation
medium, density 1.077 g/mL, Capricorn Scientific, Almanya) ayristirma sollisyonu
bulunan konik tabanli 15 cc’lik santrifiij tliplerine faz olusturacak sekilde 12 mL folikul
sivisi/DPBS karisimi konuldu. 30 dakika boyunca 2500 rpm (600g) hizinda santrifij
edildikten sonra orta kissimda olusan bulutsu faz (grantiloza hiicreleri) serolojik pipet
ile alinarak yeni santriflij tipline konuldu (Sekil 4). Ayrica oosit denlidasyonundan
sonra elde edilen kumulus grantloza hiicrelerini iceren sivi, parafin yaginin altindan
otomatik pipetor ile alinip graniiloza hiicrelerine eklendi. Yeni santriflij tlipinde
biriktirilen grantloza hiicreleri ve kumulus hiicreleri bazal medium (DMEM/Ham’s F-
12, w/o L-Glutamine, with 15mM HEPES, Capricorn Scientific, Almanya) ile 15 mL’ye
tamamlanip 1200 rpm’de (260g) 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatan

atilip pelet (grantiloza hiicreleri) 2 mL komplet besiyeri ile ¢ozildi.

UYTE klinigi embriyoloji laboratuvarinda stereomikroskop ile alinan oositler
oosit-kumulus kompleksi halinde toplandiktan sonra hiyallironidaz iceren
deniidasyon soliisyonu ile (Hyase-10x, Vitrolife, isvec) deniide edildi. Etrafindaki
granilloza hicrelerinden ayrilan oositler Gremeye yardimci tedavi islemleri igin
alindiktan sonra kalan graniloza hiicreleri steril kosullar altinda Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’'na getirildi. Sivi parafin altinda
bulunan grantiloza hiicrelerini iceren sivi otomatik pipet ile alindi. Steril santrifij
tiplnde 3 mL komplet besiyeri ile karistirilarak 1200 rpm hizinda (260 g) 5 dakika
santriflij edildi. Stpernatan uzaklastirilarak pelet 1:1 oraninda komplet besiyeri ile

¢Ozulda.
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Komplet besi yeri: DMEM/F12 (DMEM/Ham’s F-12, w/o L-Glutamine, with
15mM HEPES, Capricorn Scientific, Almanya), %5 FBS (Fetal Bovine Serum, Collected
in South America, Capricorn Scientific, Almanya), %4 L-Glutamin (L-Glutamine, 200
mM, Capricorn Scientific, Almanya), %1 Penisilin-Streptomisin

(Penicillin/Streptomycin Solution 100x, Capricorn Scientific) hacimlerinde hazirlanmis

besiyeridir.
— 12 ml Folikdl Sivisive DPBS karisimi

o Bulutsu faz

" P

(0 0) (graniiloza hiicreleri)

;'; — 3 ml lymphosep
\,*' - — Eritrositler
Santriflij 6ncesi Santrifiij sonrasi

Sekil 4: Santrifiij tiplinde bulutsu fazin gérilmesi.

3.5. HGL5 ve Primer Graniiloza Hiicrelerinin Ekilmesi ve Cogaltilmasi

Olusan graniiloza hiicresi peletinin miktarina gére grantiloza hiicreleri, T25
veya T75 kaltir kabina 1:1 oraninda olacak sekilde komplet besiyeri ve BIOAMF-1
(BIOAMF-1 Basal Medium+Supplement, Biological Industries, israil) karisimi ile ekildi.
Kaltar kaplari optimum kaltir kosullarindaki (37 °C, %5 CO,, nemli ortam) inkiibatore
(Heraeus HeraCell 150 CO; incubator, Almanya) kaldirildi. Hicreler tutunduktan

sonra besiyerleri iki glinde bir komplet besiyeri ile degistirildi.
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Arastirma laboratuvarimizdaki sivi azot tankinda (Carbide 35HC LN2, Taylor
Wharton Union, Amerika Birlesik Devletleri) -196 °C sicakliginda kriyovialler (6122-
SO, SSI Bio, Amerika Birlesik Devletleri) icinde saklanan HGL5 insan graniiloza
hicreleri laminar akim kabini icinde 37 °C ‘de su banyosu icinde ¢ozildi. Cozilen
HGLS hiicrelerini igeren besiyeri 10 katina kadar komplet besiyeri ile tamamlanarak
1200 rpm (260 g) hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan uzaklatirilarak pelet 1:1
oraninda komplet besiyeri ve BIOAMF-1 besiyeri karisimi ile ¢ozllerek T75 kiltir
kabina ekildi. Optimum kiltir kosullarindaki nemli CO; inklbatériine kadirildi.
Hicreler tutunduktan sonra besiyerleri glin asiri olmak tzere komplet besiyeri ile
degistirildi. Hem primer graniiloza hiicreleri hem de HGL5 insan graniiloza hiicre hatti

hiicreleri 4. pasaja kadar ¢ogaltilarak deneyler icin kullanildi.

3.6. Kiiltiir Hiicrelerinin Kaldirilmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Ekilen hiicreler faz kontrast mikroskobu (TMS Inverted Microscope, Nikon,
Japonya) ile gbzlemlendi. Kiiltir kabinda %80 konfluensiye ulasan hiicrelerin besiyeri
uzaklastirilarak 37 °C’ye isitilmis DPBS (Dulbecco’s PBS (1x) w/o Ca & Mg, Capricorn
Scientific, Almanya) ile yikandi. Tripsin (Tyripsin %2,5, Capricorn Scintific, Almanya)
DPBS icinde 10 katina sulandirilarak %0,25 tripsin hazirlandi. Hiicreler sonrasinda en
fazla 5 dakika olmak tizere 6nceden hazirlanmis ve 37 °C’ye isitilmis %0,25 tripsin ile
muamele edilerek kaldirildi. Tripsin, komplet besiyeri icindeki FBS ile durdurularak
karisim 1200 rpm (260g) hizinda 5 dakika santrifiij edildi. SGpernatan atilarak pelet
komplet besiyerinde ¢oziildi. 1:1 oraninda komplet besiyeri ve Bioamf-1 ile yeni

flasklara ekildi (Sekil 5). Pasaj numarasi bir artirilarak etiket bilgileri not alindi.
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S Komplet besiyeri

i\
a_—— Tripsin %0,25 B
3 dakika Santrifil] /
[ [t ]
Tripsinin durudurulmasi m//
Kulttr hicrelerinin kaldiriimasi Kaltlr hicrelerininyeniden ekilmesi

Sekil 5: Hiicrelerin pasajlanmasi.

Faz kontrast mikroskobu ile gozlem sirasinda %80 cogalma yogunluguna
ulasmis ve pasajlanmayacak hiicreler %0,25'lik tripsin ile kaldirildi. Santrifij edilerek
sipernatan atildi ve hiicre peleti 700 ul DMEM-F12 besiyeri ile ¢ozlldi. Hicre
sispansiyonu kriyovial icine alindi. Uzerine 200 ul FBS (Fetal Bovine Serum, Collected
in South America, Capricorn Scientific, Almanya) eklendi. Buz akisi Gzerine alinan
kriyoviallere 100 ul dimetil stilfoksit (DMSO, D2650, Sigma Aldrich, Amerika Birlesik
Devletleri) eklendi. Daha sonra kriyovialler dondurma kabina (BCS-136 CoolCell,
Biocision, Amerika Birlesik Devletleri) alinarak -80 °C derin dondurucuya (DF290,
Nive, Tlrkiye) konuldu. Ertesi giine kadar derin dondurucuda bekleyen kriyovialler

uzun sureli saklamak amaciyla sivi azot tankina (-196 °C) alind..

3.7. Kiiltiir Hiicrelerinin Sayilmasi

T25 ve T75 kultir kaplarinda ¢ogaltilan hiicreler besiyeri uzaklastirilarak %0,25
tripsin ile kaldirildi. FBS ile tripsin durdurulduktan sonra 1200 rpm hizinda 5 dakika
santriflij edildi. Supernatan atilarak pelet 1 mL komplet besiyeri ile ¢ozildi. Hicre
sispansiyonundan 100 plL alinarak 1 ml'ye tamamlandi. Dillie edilmis hiicre

stiispansiyonundan 100 pL alinarak 100 pL tripan mavisi ile karistirildi. Hemositometre
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lamina 10 pL slispansiyon konularak faz kontrast mikroskobunda 5 farkli alanda canh
hicreler sayildi. Toplam hiicre sayisi formiliinde hesap edilerek toplam hiicre sayisi

belirlendi (Sekil 6).
Toplam hiicre sayisi = 0.2.10.10%

a: Hemasitometre laminda farkli alanlarda sayilan hiicrelerin ortalamasi .

1 ml besiyeri 100 pl stispansiyon

'Y "

1/10

100 Ml stispansiyon 10 pl

| |
) Pelet ’

Tripan mavisi

Toplam hiicre sayist = «.2.10.10*

Sekil 6: Kaldirilmis hiicrelerin hemasitometre laminda sayilmasi.

(a: hemasitometre laminda farkli alanlarda sayilan hiicrelerin ortalamasi)

3.8. Uyarma Besiyerinin Hazirlanmasi ve Hiicrelerin Uyarilmasi

Kiltire edilen graniiloza hiicreleri FSH (follicle stimulating hormone) ve hCG
(human chorionic gonadotropin) kullanilarak uyarildi. FSH (Sigma, F4021-10UG,
lot#MKCK7637, Amerika Birlesik Devletleri) ve hCG (Sigma, C1063-1VL, lot#SLBS9309,
Amerika Birlesik Devletleri) liyofilize halde tedarik edildi. Hormonlar Uretici 6nerileri

dogrultusunda DPBS ile ¢oziilerek steril 1,5 cc’lik konik dipli tliplere paylastirildi.
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Bollinen cozeltiler Uretici firmanin énerileri dogrultusunda -20 °C de dondurularak
saklandi. Kiltlrdeki hiicrelere uygulanmak tzere dondurucudan ¢ikarilip komplet
besiyerinde hCG 10 IU/mL, FSH 0,5 IU/mL konsantrasyonda olacak sekilde taze
¢Ozllerek kullanildi. Kontrol grubu, PKOS grubu ve HGL5 hiicreleri hem
imminfloresan isaretleme igin hem de elektron mikroskobik inceleme igin yeterli
dizeyde c¢ogaldiginda, icerisinde FSH 0,5 IU/mL, hCG 10 IU/mL derisiminde hormon
bulunan komplet besiyeri ile 24 saat %5 CO,, 37 °C’ de nemli kiltur inkiibatériinde

uyarildi. Ayni anda uyarilmamis alt gruplar icin sadece komplet besiyeri kullanildi *°.

3.9. immiinfloresan isaretleme icin Gerekli Malzeme ve Soliisyonlarin
Hazirlanmasi

3.9.1. Fosfat tamponu (PBS):

. Sodyum klorur (NaCl, 58,44 g/mol, Kimetsan, Turkiye)

. Potasyum klortr (KCI, 74,56 g/mol, potassium chloride extra pure, Merck,
Almanya)

. Disodyum hidrojen fosfat heptahidrat (Na2HPO4*7H20, 268,03 g/mol di-

Sodium hydrogen phosphate heptahydrate, Merck, Almanya)

. Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO4*2H20, 156,01 g/mol Sodium di-

hydrogen phosphate dihydrate, Merck, Almanya)

Hassas tarti lizerinde 80 g sodyum klorir, 2 g potasyum klorir, 107,212 g
disodyum hidrojen fosfat heptahidrat, 15,6 g sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
tartildi. Manyetik karistirici Gizerinde 1000 ml distile su iginde ¢ozlldu. Elde edilen 10X
PBS tampon soltisyonu +4 °C de saklandi. Kullanmadan énce distile su ile 1X PBS

tamponu yapilip pH’1 7,4’e ayarlanarak kullanildi.
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3.9.2. PBS-BSA soliisyonu hazirlanmasi:

PBS iginde %2 sigir serum albimini (Bovine Serum Albumi, >96%, Sigma,

Almanya) hazirlandi. PBS-BSA sollisyonu taze hazirlanarak kullanildi.

3.9.3 Serum blokaji soliisyonu:

PBS-BSA icinde %2 keci serumu (Goat serum, Capricorn Scientific, Almanya)

hazirlandi. Serum blokaji soliisyonu taze hazirlanarak kullanildi.

3.9.4. Primer antikorlar:

. FSHr antikoru (FSH receptor Rabbit Polyclonal Antibody, cat: bs-0895R, Bioss

Antibodies, Amerika Birlesik Devletleri)

U Stx6 antikoru (Syntaxin 6 Rabbit Polyclonal Antibody, cat: bs-11261R, Bioss

Antibodies, Amerika Birlesik Devletleri)

. KitL antikoru (SCF Rabbit Polyclonal Antibody, cat: bs-0545R, Bioss Antibodies,

Amerika Birlesik Devletleri)

J SNAP25 antikoru (SNAP25 Rabbit Polyclonal Antibody, cat: bs-1131R, Bioss

Antibodies, Amerika Birlesik Devletleri)

. StxBP1 antikoru (STXBP1/Muncl8 Rabbit Polyclonal Antibody, cat: bs-3954R,

Bioss Antibodies, Amerika Birlesik Devletleri)

Primer antikorlar i¢in 1/100, 1/200 ve 1/300 diliisyonlarda 6n deney yapildi
(Sekil 7). Uygun konsantrasyonun 1/300 oldugu gorildi. Primer antikorlar PBS-BSA

icinde 1/300 dilisyonda hazirlandi. Sollisyon taze hazirlanip kullanildi.
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3.9.5. Floresan isaretli sekonder antikor:

Sekonder antikor (Alexa Fluor® 488 AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), cat:
111-545-144, Jackson Immunoresearch, Amerika Birlesik Devletleri) primer
antikorlara uygun olarak segcildi. 1/500, 1/800 ve 1/1000 diliisyon oranlarinda 6n
deney yapildi (Sekil 7). Uygun konsantrasyonun 1/1000 olduguna karar verildi. Yesil
kanalda goriintilemeye uygun olarak Alexa Fluor® 488 (eksitasyon dalga boyu: 490
nm, emisyon dalga boyu:525 nm) konjuge olan sekonder antikor PBS-BSA iginde
1/1000 diliisyonda kullanildi. Taze hazirlanan soliisyon hemen kullanildi. Cekirdek
boyamasi i¢in DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindol) iceren kapatma ortami (Antifade
Mounting Medium with DAPI, VECTASHIELD®, cat: H-1200-10, Amerika Birlesik

Devletleri) kullanildi.
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Sekil 7: Antikorlar igin farkh antikor diliisyonlarinin belirlenmesi. A, FSHr
isaretlemesi x40 buyltme, 1/100 primer antikor 1/500 sekonder antikor
dilisyonu. B, Stx6 isaretlemesi x40 bliylitme, primer antikor 1/200, sekonder
antikor 1/800 dilisyonda. C, Stx6 isaretlemesi x40 bliylitme, 1/100 primer
antikor, 1/1000 sekonder antikor dillisyonu. D, FSHr isaretlemesi x40
buyltme, 1/100 primer antikor, 1/1000 sekonder antikor dillisyonu. E, sadece
DAPI ile isaretlenmis kontrol, x40 bliyitme. F, primer antikorsuz kontrol, x40
blyiutme. (Olympus 1X73 floresan mikroskop, Olympus U-RFL-T isik kaynagi,
Japonya)
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3.10. immiinfloresan isaretlemenin Uygulanmasi

En fazla 4 pasaja kadar ¢ogaltilan graniloza hiicreleri kaldirildiktan sonra
immunfloresan isaretleme igin 8 kuyucuklu steril lamlara (Cell Culture Slide 8well, SPL
Life Sciences, Giney Kore) her kuyucuga 4000 hiicre/cm? olacak sekilde ekildi.
Hicrelerin tutunmasi icin 24 saat inklibatorde kiltiire edildi. Hiicreler tutunduktan
sonra besiyerleri; FSH ve hCG ile uyarilacak hiicreler igin uyarma besiyeri ile, diger
hiicreler icin ise komplet besiyeri ile degistirildi. 24 saat inkiibasyondan sonra
kuyucuklardaki besiyerleri bosaltilarak DPBS ile yikandi. Metanol (Extra pure
methanol, Merck, Almanya) ile 24 °C’de 5 dakika tespit edildi. PBS ile 3 kez yikandi.
Oda sicakhginda 10 dakika %0,1 Tween20 (Sigma, Almanya) ile permeabilizasyon
yapildi. PBS ile 3 kez yikandi. Oda sicakliginda 1 saat serum blokaji yapildi. Primer
antikorlar ile (1/300 dilisyonda) 1,5 saat oda sicakhiginda inkube edildi (Sekil 8). PBS
ile 3 kez yikandi. Sekonder antikor (1/1000 dillisyonda) ile bir saat oda sicakhginda
bekletildi. DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate, cat: 422801, BiolLegend,
Amerika Birlesik Devletleri) ile gekirdekler boyanarak kapatma medyumu ile kapatildi.
Floresan mikroskopta (Leica DM6B microscope, DFC7000T camera, Almanya) yesil ve
mavi kanalda goriintilendi ve degerlendirildi. Floresan 1sima yogunlugunun
sayisallastirilmasi icin gorintilerin ham verileri Amerikan Ulusal Saglik Enstitlisa
(NIH) tarafindan saglanan ImagelJ goriinti analiz yazilimi ile incelendi. Sayisallastirma
islemi icin yalnizca yesil kanalin ham gorintilerinde 6l¢lim yapildi. Her hiicrenin siniri
dahilindeki alanin ortalama isima yogunlugu olc¢lildi ve zemin 1sima yogunlugu

cikarilarak analiz edildi.
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. FSH (0,5 IU/ml)+hCG
FSHI Stx6 KITL  S®P1 (10 1U/ml)

iceren komplet besiyeri

\/ ‘]\ Komplet besiyeri

Sekil 8: Primer antikolarin 8 kuyucuklu lamdaki yerleri.

3.11. Elektron Mikroskobik incelemenin Uygulanmasi

3.11.1. Elektron Mikroskobi Icin Hiicrelerin Tespiti

Kontrol, PKOS ve HGL5 gruplarindan hiicreler T25 kiltir kabinda cogaltildi.
Cogalan hiicreler uyarma besiyeri ve komplet besiyeri ile 24 saat inklibe edildi. 24
saatlik inkiibasyondan sonra %0,25 tripsin ile kaldirilan hiicreler 1200 rpm hizinda
(260 g) 5 dakika santriflj edildi. Stipernatan atildi. Pelet, fosfatli tampon sollisyonu
icinde hazirlanmis %1 glutaraldehit (Glutaraldehyde, 25% Aqueous Solution, Merck,
Almanya) ile oda sicakhginda 30 dakika tespit edildi. Ardindan hiicreler 1200 rpm
hizinda (260 g) 5 dakika santriflij edildikten sonra slpernatan atilarak %2
gluteraldehit ile oda sicakliginda 30 dakika daha tespit edildi. Glutaraldehit ile
tespitten sonra (i¢ kez fosfat tamponu ile 1200 rpm hizinda (260 g) 5 dakika santrifij
edilerek glutaraldehit uzaklastirildi. Glutaraldehit uzaklastirildiktan sonra distile su
icinde hazirlanmis %1 ozmiyum tetroksit (Osmium Tetroxide, 1g crystal, EM grade,
cat: 18456, Ted Pella, isvec) ile oda sicakhiginda ve karanlikta 1 saat ikincil tespiti
yapildi. Ozmiyum tetroksit ile tespitten sonra li¢ kez fosfatli tampon soliisyonu ile

1200 rpm hizinda 5 dakika santriflij edilerek ozmiyum tetroksit uzaklastirildi.
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3.11.2. Hiicre Peletinin Agara Gémdilmesi

Birincil ve ikincil tespitleri yapilan hiicre peletleri takip ve araldite gdmme igin
Once agara gomildi. Bu amacla distile su icinde kaynatilarak %2 agar hazirlandi.
Rodajsiz diiz lamlar 60 °C kuru etiiv icinde isitildi. Tespiti tamamlanmis hiicreler 1200
rpm hizinda (260 g) 5 dakika santriflij edilerek ¢oktlrilda. Stipernatan atilarak hiicre
peleti kiret yardimiyla santrifij tiplinden alindi. Isitilmis lam Gzerine agar konuldu.
Hiicre peleti hazirlanan agara gémildi. Agar donduktan sonra 1 mm?3 blyukliginde

kesilerek fosfat tamponuna alindu.

3.11.3. Orneklerin Elektron Mikroskopi Igin Takibi

Tespiti yapilmis ve agara gomiilmus hicreler;

. %50 etanol ile 10 dakika
. %60 etanol ile 10 dakika
. %70 etanol ile 10 dakika

J %80 etanol ile 10 dakika
J %96 etanol ile 15 dakika
J %96 etanol ile 15 dakika
J %100 etanol ile 20 dakika
. %100 etanol ile 20 dakika

olacak sekilde oda sicakliginda dehidrate edildi. Dehidratasyonu tamamlanan
hiicreler iki kez 15’er dakika olmak Uzere propilen oksit (Propenoxid %99, Acros

Organics, Thermo Fisher Scientifics, Amerika Birlesik Devletleri) ile araldite alistirild.
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infiltrasyon ve gmme icin araldit (Araldite 6005 embeding kit, cat: #13920, Electron

Microscopy Sciences, Amerika Birlesik Devletleri);

o Araldite 6005.........coeveevererene e 20 ml
. Dodesenil siiksinik anhidrit (DDSA)................. 27 ml
. Benzil dimetilamin (BDMA).......cccoceeevrvereenenns 1,4 ml

Olguleriyle hazirland.

infiltrasyon igin (i 6l¢ii propilen oksit ile bir 8l¢ii plastik karistirilarak hiicreler
1 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra bir 6l¢l propilen oksit ile bir 6l¢l plastik
karisiminda 1 saat, sonra bir Ol¢li propilen oksit ile ¢ Ol¢li plastik karisiminda bir gece

beklendi.

3.11.4. Orneklerin Araldite Gémiilmesi

Ertesi glin araldite gdmme islemi icin hiicreler infiltrasyon sollisyonundan
alindi. Plastik icinde 2 saat oda sicakliginda bekletildi. Hiicreler gomme kalibina (flat
embedding mold, single end, Pelco 105, Ted Pella, isvec) gémiildii. 48 saat 60 °C kuru
etivde (EN 500, Nive, Tirkiye) polimerizasyona birakildi. Polimerizasyon

tamamlandiktan sonra soguyan etlivden hiicre bloklari alindi.

3.11.5. Hiicre Bloklarindan Kesit Alinmasi

Plastik bloklar trimlendi. Mikrotomda (Leica RM2265, Almanya) 1 um
kalinhginda yari ince kesitler alindi. ince kesiti alinacak alanlar 1sik mikroskobu altinda
belirlendi. ince kesit mikrotomunda 60 nm kalinhiginda alinan kesitler bakir gridlere
(EMS grid 200 square mesh, cat: EMS200-Cu, Electron Microscopy Sciences, Amerika

Birlesik Devletleri) yiklenerek kontrastlama islemine gecildi.
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3.11.6. Kesitlere Boyamanin Uygulanmasi

Bakir gridlere ylklenen kesitler kontrastalama cihazi (Leica EM AC20,
Almanya) ile kontrastlandi. Boyama igin kursun sitrat (Ultrostain 2, lead citrate %3,
Leica, Almanya) ve uranil asetat (Ultrostain 1, uranyl acetate %0,5, Leica, Almanya)

kullanildi.

3.11.7. Kesitlerin Transmisyon (Gecirimli) Elektron Mikroskobunda Incelenmesi
ve Gorlntlilenmesi

Kontrastlanan kesitler bakir grid Uzerinde transmisyon elektron
mikroskobunda dijital kamera ile (Jeol JEM 1400, Japonya; Gatan Inc., Amerika

Birlesik Devletleri) goriintilendi.

Tablo 5: Elektron mikroskobik inceleme igin akis semasi.

Hicrelerin gluteraldehit ve osmiyum tetroksit ile fiksasyonu

L4

Peletin agara gémilmesi

.

Orneklerin dehidratasyonu

.

Orneklerin Araldite gdmilmesi

4

Yari ince ve ince kesitlerin alinmasi

3

Kesitlere boyamanin (kontrastlama) uygulanmasi

4

Kesitlerin gegirimli elektron mikroskobunda gériintilenmesi
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3.12. istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirmeler ve verilerin gorsellestirilmesi icin G*Power
3.1.9.7 ve lisansi Hacettepe Universitesi Bilgi islem Daire Baskanligi tarafindan
saglanan SPSS versiyon 23 yazilimi kullanildi. Calisma igin ihtiya¢ duyulan érneklem
genigligi parametrik testlere gore hesaplandi. Gruplardan elde edilen ifade
dizeylerinin degiskenliginin 0,5 birim oldugu ve ifade dizeylerindeki degisimin
istatistiksel olarak anlamh olup olmadiginin parametrik yontemler ile incelenecegi
ongorulerek glic analizi yapildi ve 6rneklem genisligi belirlendi. Bu dngoriiler altinda
%80 glic %5 tip-1 hataile her bir deney grubuna 10 katilimcinin dahil edilmesine karar

verildi.

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu histogram, olasilik grafikleri ve
Shapiro-Wilk testleri kullanilarak incelendi. Tanimlayici istatistikler normal
dagilmayan degiskenler icin ortanca ve ceyrekler arasi genislik kullanilarak verildi. iki
bagimsiz grubun karsilastiriimasi icin Mann-Whitney U testi kullanildi. p degerinin
0,05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. ikiden fazla
bagimsiz grubun karsilastirilmasi icin Kruskal-Wallis testi kullanildi. Kruskal-Wallis
testinden sonra Bonferroni diizeltmesi yapildi. Coklu karsilastirmalar ile gruplar arasi
fark degerlendirildi. istatistiksel anlamhlk icin toplam tip-1 hata diizeyi %5 olarak
alindi. Degiskenler arasinda korelasyonun degerlendiriimesi icin Spearman testi

kullanildi. Tip-1 hata diizeyi %5 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Katihmcilarin Demografik Ozellikleri

Calismamiza lremeye yardimci tedavi icin UYTE klinigine basvuran ve

Rotterdam kriterlerine gore klinik olarak polikistik over sendromu tanisi alan kadinlar

ile; erkek faktérii nedeniyle UYTE tedavisine alinmis saglikh kadinlar dahil edildi.

Cahsmaya dahil edilen 20 katihmcinin 10’u saglikh kadinlardan, 10’u ise polikistik over

sendromu tanisi almig kadinlardan olusturuldu. Bagka patolojileri bulunan bireyler

calismamiza katilimci olarak dahil edilmedi. Katimcilar viicut kitle indeksi 18,5-24,9

kg/m? araliginda®? olan bireylerden secildi. Kontrol grubunun yas ortancasi 27 olarak

saptandi. PKOS grubunun yas ortancasi ise 32 olarak goriildii (Tablo 6). Her iki grubun

yas dagilimlari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,068, Mann-

Whitney Testi) (Tablo 7).

Tablo 6: PKOS ve kontrol grubu katihmcilarin yaslarina iliskin sayisal veriler.

Hasta | Ortalama | Standart | Ortanca | En Kiiglik | En Blyuk | P

Sayisi Sapma Deger Deger degeri
Kontrol | 10 27,4 4,087 27 22 35 0,068
PKOS 10 31,4 4,623 32 25 39
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Tablo 7: PKOS ve kontrol grubu katilimcilarina ait yaslarin kutu gizgi grafigi.
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4.2. Kiiltiire Edilen Hiicrelerin Faz Kontrast Mikroskobunda incelenmesi

Gruplardaki farkli bireylere yapilan ovulasyon indiiksiyonu sonucunda farkh
sayilarda folikil gelisimi g6zlenmistir. Bu nedenle OPU islemi sirasinda elde edilen atik
folikil sivisi miktari da degiskenlik gostermistir. Folikil sivilari laboratuvarimiz
buinyesinde olusturulan ve gelistirdigimiz graniiloza hiicresi izolasyonu metodu®* ile
izole edildi ve kan hiicrelerinden ayristirildi. izolasyonu takiben kiiltiir kabina ekilen

hiicrelerin 48. saatte tamamen tutundugu gorilda (Sekil 9).

46



Sekil 9: insan folikiil sivisindan primer graniiloza hiicresinin izolasyon siireci.
A: izolasyon 6ncesi folikiil sivisinin faz kontrast mikrografi. Beyaz ok graniiloza
hiicresi kiimesini, beyaz yildiz ise eritrositleri ve diger kan hicrelerini
gdstermektedir. B: izolasyon sonrasi graniiloza hiicrelerinin faz kontrast
mikrografi, zeminde kan hiicreleri gériilmemektedir. C: izolasyon sonrasi 37
9C ve %5 CO; kosullarinda inkiibe edilen tutunmus graniloza hiicrelerinin 48.
Saatteki faz kontrast mikrografi. (Mikrograflar x20 objektif bliyltmesinde

cekilmistir.)

Saghkli (erkek faktorti, kontrol) kadinlardan ve PKOS’lu kadinlardan izole
edilen graniiloza hicrelerinin primer kiltiriinde; tutunmus kiime odaklari halinde
hiicre topluluklari ve tutunmus tek tek hiicreler seklinde oldugu izlendi. ilerleyen
glnlerde tutunan grantiloza hiicre kiimelerinden ¢evreye dogru yeni hiicrelerin de
tutunarak dagildigi ve prolifere oldugu goéruldi (Sekil 10). Cogaltma sirasinda 4
subkiiltirden daha fazla pasaj yapilmadi. Hicrelerin faz kontrast mikroskobundaki
morfolojik 6zellikleri ile tutunma ve ¢ogalma karakterleri hem gruplar arasinda hem

de grup icindeki farkh katilimcilar arasinda birbirine benzerdi.
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Sekil 10: Primer graniiloza hiicre kiltirinin faz kontrast mikrograflari. A:
Primer kiltirde 0. saat graniloza hicreleri. Heniz tutunmadiklari
gortlmektedir. B: Primer kiltlirde 8. saat graniloza hiicreleri. C: Primer
kiltirde 72. saat graniiloza hiicreleri. D: Primer kultlirde 2. hafta graniiloza
hiicreleri. E: Primer kiltlirde kiime seklinde tutunan graniiloza hiicrelerinin
24. saat mikrograflari. F: Primer kiltirde kiime seklinde tutunan graniloza
hiicrelerinin 72. saat mikrograflari. Graniiloza hicresi kimesinden gevreye

dogru ¢ogalarak yayilan hiicreler gorilmektedir.
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Saghkl (erkek faktord, kontrol grubu) kadinlardan ve PKOS’lu kadinlardan
alinan graniiloza hcreleri kiltir ortaminda faz kontrast mikroskobunda
incelendiginde epiteloid tipte hicreler gorildi. Hicreler kiltir kabina uzantilar
gelistirerek tutundular. Uzantilari ile birbirlerine temas noktalari olusturma egilimi
gosterdiler. Farkli bireylerden izole edilerek ¢ogaltiimis hiicreler birbirleri arasinda

benzer morfolojik 6zellikler gosterdiler (Sekil 11, Sekil 12).
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Sekil 11: Saglikli kadinlarin graniiloza hiicrelerinde primer kiiltlir mikrograflari.
Gruptaki farkh bireylerden cekilmis faz kontrast mikroskobu gorintileri.
Kaltdr hicrelerinin morfolojileri homojen 6zellik géstermektedir. Hlcreler

uzantilari ile temas kurma egilimi géstermistir.
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Sekil 12: PKOS tanisi alan kadinlarin grantiloza hiicrelerinde primer kiltir
mikrograflari. Gruptaki farkh bireylerden cekilmis faz kontrast mikroskobu
gorintileri. Hicreler morfolojik olarak homojen o6zellik gdstermektedir.
Hlcrelerin sitoplazmik uzantilari ile temas kurma egilimi bulundugu ve

birbirleri ile bircok noktada kontakt kurduklari izlendi.
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HGL5 hiicre hatti ile yapilan kiltlirde hiicrelerin morfolojik yapilar epiteloid
gorinimliydi. Homojen hiicre dagihmi izlendi. Yapilan kiltirde HGLS hiicreleri tam
konfluensiye kisa slirede ulastiklari igin epiteloid hiicrelerin tipik kaldirim tasi

gorinimu de izlendi (Sekil 13).

Sekil 13: HGL5 insan graniloza hiicre hatti hicrelerinin faz kontrast
mikroskobunda cekilmis mikrograflari. A: HGL5 hiicreleri 8. saat mikrografi. B:

HGLS5 hiicreleri 24. saat mikrografi. C: HGL5 hiicreleri 48. saat mikrografi.

4.3. immunfloresan isaretlemenin Degerlendirilmesi

4.3.1. FSHr immiinfloresan isaretlemesinin Dederlendirilmesi

Kontrol (saglikh, erkek faktori) ve PKOS grubunda hem uyariimis hem de
uyarilmamis kosullarda FSHr ifadesi izlendi. Uyarilmis kosullarda FSHr isaretlenme
paterni hicrenin merkezine dogru sitoplazmada yogunlasmisti (reseptor
internalizasyonu). Ayrica FSH-hCG ile uyarilmis hiicrelerde yogun FSHr immin
isaretlenmesi tespit edildi. PKOS grubunda reseptor internalizasyona uyumlu
isaretlenme kontrol grubundakine benzer degildi. PKOS grubunda hem uyarilmis hem
de uyarilmamis kosullarda FSHr isaretlenmesi kontrol grubu kadar yogun gozlenmedi

(Sekil 14).

FSH reseptoriniin graniloza hiicrelerindeki ifadesi imminfloresan 1sima
yogunluklari ile degerlendirildi. Kontrol (saglikli, erkek faktorli) grubunda FSHr
dizeylerinin uyarilmis ve uyarilmamis kosullarda PKOS grubundan daha yiksek

oldugu tespit edildi (Mann-Whitney Testi, p<0,001). FSH 0,5 IU/ml ve hCG 10 IU/ml
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ile granlloza hicrelerine yapilan uyarimin, hem saghkli (Mann-Whitney Testi,

p<0,001) hem de PKOS’lu (Mann-Whitney Testi, p=0,002) kadinlarin hiicrelerinde

FSHr ifadelerini artirdig1 gorildi (Tablo 8, Tablo 9).

KONTROL

PKOS

UYARILMAMIS UYARILMIS

Sekil 14: Graniiloza hiicrelerinde FSHr immiinfloresan isaretlemesi. A: Kontrol
grubu uyarilmamis, x40 objektif blyltmesi. B: Kontrol grubu uyarilmis, x40
objektif bliyitmesi. C: PKOS grubu uyarilmamis, x40 objektif blyttmesi. D:
PKOS grubu uyarilmis, x40 objektif blyttmesi.
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Tablo 8: Saglkh ve PKOS graniloza hiicrelerinde FSHr imminfloresan
yogunlugu dizeyleri. * istatistiksel olarak anlamh fark oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 9: FSHr yogunluklarinin istatiksel verileri. * istatistiksel olarak anlamli

fark oldugunu gostermektedir.

Grup Ortanca | Ceyrekler arasi genislik | p degeri
Saglikli (Kontrol) uyarilmamis 24,8350 15,83 <0,001*
PKOS uyarilmamis 8,9760 8,00
Saglikli (Kontrol) uyarilmamis 24,8350 15,83 <0,001*
Saglikh (Kontrol) uyariimis 31,8495 19,15
PKOS uyarilmamis 8,9760 8,00 0,002*
PKOS uyarilmis 11,9570 10,52
Saglikh (Kontrol) uyariimis 31,8495 19,15 <0,001*
PKOS uyarilmis 11,9570 10,52

4.3.2. Stx6 Immiinfloresan lsaretlemesinin Degerlendirilmesi

Stx6 proteini icin hem kontrol (saglikli) hem de PKOS gruplarinda uyarilmis ve
uyarilmamis kosullarda graniler isaretlenme gozlendi. Stx6 protein isaretlemesi
kontrol grubunda uyarilmamis kosullarda cekirdek etrafindaki sitoplazmada
yogunlasmis olarak gorildi. FSH-hCG uyarisiyla kontrol grubundaki Stx6 yerlesimi
hiicre periferine dogru dagildi. PKOS grubunda boyle bir dagilim gérilmedi (Sekil 15).

Stx6 proteinin granliloza hicrelerindeki immiinfloresan yogunlugu
degerlendirildi. Stx6 dlzeyleri saglikli kadinlardan alinan graniloza hiicrelerinde
PKOS’a gore daha yiksekti (Mann-Whitney Testi, p<0,001). Saglikh hiicrelerde FSH-
hCG uyarisi Stx6 floresan yogunlugu dizeylerini azaltti ancak istatiksel olarak anlamh
fark gorilmedi (Mann-Whitney Testi, p=0,015). PKOS grubunda FSH-hCG uyarisi ile
Stx6 immiinfloresan yogunlugu istatistiksel olarak anlaml yiikseldi (Mann-Whitney

Testi, p=0,003) (Tablo 10, Tablo 11).
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UYARILMAMIS UYARILMIS$

Sekil 15: Graniiloza hiicrelerinde Stx6 immiin floresan isaretlemesi. A: Kontrol
grubu uyarilmamis, x40 objektif blylitmesi. B: Kontrol grubu uyarilmis, x40
objektif bliyitmesi. C: PKOS grubu uyarilmamis, x40 objektif blyttmesi. D:
PKOS grubu uyarilmis, x40 objektif blyttmesi.
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Tablo 10: Saghkh ve PKOS graniloza hicrelerinde Stx6 immunfloresan

yogunlugu dizeyleri. * istatistiksel olarak anlamh fark oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 11: Graniiloza hiicrelerinde 6lglilen Stx6 immunfloresan yogunluklarinin

istatiksel verileri.

* istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu géstermektedir.

Grup Ortanca | Ceyrekler arasi genislik p degeri
Saglikl (Kontrol) uyarilmamis | 21,8075 11,71 <0,001*
PKOS uyarilmamis 8,8610 8,20

Saglikli (Kontrol) uyarilmamis | 21,8075 11,71 0,015
Saglikh (Kontrol) uyariimis 18,0220 13,70

PKOS uyarilmamis 8,8610 8,20 0,003*
PKOS uyarilmis 10,8460 8,20

Saglikh (Kontrol) uyariimis 18,0220 13,70 <0,001*
PKOS uyarilmis 10,8460 8,20

Stx6 dizeylerinin her iki grupta da FSHr ile korelasyon analizi yapildiginda
kontrol ve PKOS gruplarinda pozitif yonde zayif korelasyon goézlendi (Spearman
Korelasyon Testi). Kontrol grubunda korelasyon katsayisi 0,133 (p=0,008), PKOS
grubunda ise korelasyon katsayisi 0,228 (p<0,001) olarak hesaplandi (Tablo 12).
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Tablo 12: FSHr ve Stx6 floresan yogunluklari arasindaki korelasyon grafigi.
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4.3.3. SNAP25 immdinfloresan lsaretlemesinin Dederlendirilmesi

SNAP25 proteinin immiinfloresan isaretlenmesinde hem kontrol (saglikli) hem
de PKOS grubunda uyarilmis ve uyarilmamis kosullarda isaretlenme izlendi. Kontrol
grubunda SNAP25 isaretlenmesi PKOS grubuna gore hem uyarilmis hem de
uyarilmamis kosullarda daha yogundu. SNAP25 ifadesi farkh buyukliklerde ve
graniler izlendi. Kontrol grubunda sitoplazma icerisinde kiimelenmis buyik hacimli
isaretlenmeler daha fazla goriildi. Uyarilmis grupta SNAP25 isaretlenmesi hiicre

periferine dogru dagilmis olarak izlendi (Sekil 16).
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SNAP25’in graniiloza hiicrelerindeki immunfloresan yogunlugu istatiksel
olarak degerlendirildi. SNAP25 dizeyleri saghkh kadinlardan alinan graniloza
hiicrelerinde PKOS’a gore istatiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksekti (Mann-
Whitney Testi, p<0,001). Hem saglikh hem de PKOS grubunda hiicrelerin FSH-hCG ile
uyarilmasi sonucunda SNAP25 diizeyleri degismedi (Tablo 13, Tablo 14).

UYARILMAMIS UYARILMIS

KONTROL

PKOS

Sekil 16: Graniloza hicrelerinde SNAP25 imminfloresan isaretlemesi. A:
Kontrol grubu uyariimamis, x40 objektif bulyltmesi. B: Kontrol grubu
uyarilmis, x40 objektif bliyitmesi. C: PKOS grubu uyarilmamis, x40 objektif
blyltmesi. D: PKOS grubu uyarilmis, x40 objektif blytutmesi.
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SNAP25 Floresan Yogunlugu

Tablo 13: Saglikli ve PKOS grantiloza hiicrelerinde SNAP25 floresan yogunlugu

dizeyleri. * istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu géstermektedir.
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Tablo 14: Granililoza hicrelerinde o6lgilen SNAP25 immiinfloresan
yogunluklarinin istatiksel verileri. * istatistiksel olarak anlamh fark oldugunu

gostermektedir.

Grup Ortanca | Ceyrekler arasi genislik | p degeri

Saglikli (Kontrol) uyarilmamis 22,6165 12,01 <0,001*
PKOS uyarilmamis 8,2945 4,98

Saglikli (Kontrol) uyarilmamis 22,6165 12,01 0,118

Saglikli (Kontrol) uyariimis 23,9490 13,70

PKOS uyarilmamis 8,2945 4,98 0,093

PKOS uyarilmis 8,8000 4,57

Saglikli (Kontrol) uyariimis 23,9490 13,70 <0,001*
PKOS uyarilmis 8,8000 4,57

4.3.4 StxBP1 immiinfloresan isaretlemesinin Dederlendirilmesi

StxBP1 proteinin immiinfloresan isaretlemesinde hem kontrol (saglikh) hem
de PKOS’ta uyarilmis ve uyarilmamis kosullarda isaretlenme izlendi. PKOS’ta uyarilmis
ve uyarilmamis kosullarda da StxBP1 isaretlenmesi yogunlugu kontrolden daha azdi.
Kontrol grubunda FSH-hCG uyarimiyla diffliz graniler boyanmanin hiicre periferine
dogru kiimelenme gosterdigi dikkati cekti. Bu patern PKOS grubunda daha zayif
olarak izlendi (Sekil 17).

StxBP1 immiinfloresan isaretlemesinin yogunluklari incelendiginde saghkli
kadinlardan alinan grantiloza hiicrelerinde StxBP1 immiinfloresan yogunlugu PKOS’lu
kadinlarin graniiloza hiicrelerine goére istatistiksel olarak anlaml diizeyde ylksek
oldugu tespit edildi (Mann-Whitney Testi, p<0,001). Hem saglkli hem de PKOS’ta
uyarilmaya bagh olarak StxBP1 floresan yogunlugunun degismedigi gorildi (Tablo 15,

Tablo 16).
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Sekil 17: Grantlloza hiicrelerinde StxBP1 imminfloresan isaretlemesi. A:
Kontrol grubu uyariimamis, x40 objektif bulyltmesi. B: Kontrol grubu
uyarilmis, x40 objektif bliylitmesi. C: PKOS grubu uyarilmamis, x40 objektif
blyitmesi. D: PKOS grubu uyarilmis, x40 objektif blytutmesi.
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Tablo 15: Saglklh ve PKOS graniiloza hiicrelerinde StxBP1 imminfloresan

yogunlugu

dizeyleri. * istatistiksel olarak anlamh fark oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 16: Granlloza hicrelerinde Olglilen StxBP1 imminfloresan
yogunluklarinin istatiksel verileri. * istatistiksel olarak anlaml fark oldugunu

gostermektedir.

Grup Ortanca | Ceyrekler arasi genislik | p degeri

Saglikli (Kontrol) uyarilmamis 22,5410 12,37 <0,001*
PKOS uyarilmamis 10,1320 9,50

Saglikli (Kontrol) uyarilmamis 22,5410 12,37 0,118

Saglikli (Kontrol) uyariimis 21,2945 13,53

PKOS uyarilmamis 10,1320 9,50 0,029

PKOS uyarilmis 8,6170 7,47

Saglikli (Kontrol) uyariimis 21,2945 13,53 <0,001*
PKOS uyarilmis 8,6170 7,47

4.3.5 KITL Immdinfloresan [saretlemesinin Dederlendirilmesi

Uygulanan KITL imminfloresan isaretlemesinde hem kontrol (saglhkli, erkek
faktori) hem PKOS grubunda uyarilmis ve uyarilmamis kosullarda isaretlenme
gorildi. Kontrol grubunda KITL isaretlenmesi PKOS grubuna gére daha yogundu.
Sitoplazma icinde daginik graniiler isaretlenme gozlendi. Ozellikle kontrol grubunda
yer yer kiimelenmis isaretlenme gosteren blyik yapilar gorildi. FSH-hCG uyarisi ile
kontrol grubunda kiimelenmis immiinfloresan isaretlenme gosteren yapilarin arttig

izlendi (Sekil 18).

KITL nin graniiloza hiicrelerindeki isaretlenmesinin floresan isima yogunluklari
degerlendirildi. Saghkl kadinlarin graniloza hiicrelerinde (kontrol grubu) KITL
dizeyleri PKOS grubuna gore hem uyarilmis hem de uyarilmamis kosullarda istatiksel
olarak anlamli diizeyde daha yiliksek tespit edildi (Mann-Whitney Testi, p<0,001).
Kontrol grubunda 6lgllen KITL dizeyleri FSH-hCG uyarmasi ile artis gosterdi ancak bu
artis istatistiksel olarak anlamli degildi (Mann-Whitney Testi, p=0,051). PKOS
grubunda da KITL dizeyleri FSH-hCG uyarisi ile artis gosterdi ancak istatistiksel olarak
anlamli degildi (Mann-Whitney Testi, p=0,134). PKOS grubunda FSH-hCG uyarisina
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yanit olarak KITL diizeyindeki artis kontrol grubuna gére daha az oldu (Tablo 17, Tablo

18).

KONTROL

PKOS

UYARILMAMIS UYARILMIS

Sekil 18: Graniiloza hicrelerinde KITL imminfloresan isaretlemesi. Oklar
kimelenmis KITL isaretlenmesini gostermektedir. A: Kontrol grubu
uyarilmamis, x40 objektif blyttmesi. B: Kontrol grubu uyariimis, x40 objektif
blyitmesi. C: PKOS grubu uyariimamis, x40 objektif blylUtmesi. D: PKOS

grubu uyarilmis, x40 objektif blylitmesi.
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Tablo 17: Saglikh ve PKOS graniiloza hicrelerinde KITL imminfloresan

yogunlugu duzeyleri.

gostermektedir.
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Tablo 18: Graniiloza hiicrelerinde 6lgulen KITL immunfloresan yogunluklarinin

istatiksel verileri. * istatistiksel olarak anlaml fark oldugunu géstermektedir.

Grup Ortanca | Geyrekler arasi genislik | p degeri

Saglikl (Kontrol) uyarilmamis | 19,5425 12,21 <0,001*
PKOS uyarilmamis 10,5990 8,06

Saglikl (Kontrol) uyarilmamis | 19,5425 12,21 0,051

Saglikh (Kontrol) uyariimis 21,1430 14,87

PKOS uyarilmamis 10,5990 8,06 0,134

PKOS uyarilmis 11,6510 7,01

Saglikh (Kontrol) uyariimis 21,1430 14,87 <0,001*
PKOS uyarilmis 11,6510 7,01

KITL ile Stx6, SNAP25 ve StxBP1 dlzeyleri arasindaki korelasyon

incelendiginde KITL ile Stx6 arasinda pozitif yonli orta kuvvette korelasyon gorldi.

Saglikh graniiloza hicrelerinde KITL ve Stx6 arasindaki korelasyon katsayisi 0,314,

p<0,001 olarak, PKOS hiicrelerinde ise korelasyon katsayisi 0,355, p<0,001 olarak

tespit edildi (Tablo 19).
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Tablo 19: KITL ve Stx6 arasindaki korelasyon grafigi. Kontrol grubu korelasyon
katsayisi 0,314 (p<0,001), PKOS grubu icin korelasyon katsayisi 0,355
(p<0,001) (Spearman Korelasyon Testi)

Grup
100,00~
* Sadhkh (Kortral)
O PCOS
== Saglkh (Kontrol)
- PCOS
80,00~
P
=
- x
60,00 . .
- X
E
b o
40,00
20,00—

4.3.6. HGL5 Hiicre Hattinda FSHr, Stx6, SNAP25, StxBP1 ve KITL

Immiinfloresan ifadesinin Dedgerlendirilmesi

HGL5 hicre hattinda FSHr, Stx6, SNAP25, StxBP1 ve KITL imminfloresan
isaretlemesi uygulandi. HGL5 hiicre hattinda da primer insan graniloza kiltir
hiicrelerine benzer olarak hem uyarilmamis hem de FSH-hCG ile uyarilmis kosullarda

immunfloresan isaretlenme izlendi (Sekil 19).

FSHr immiinfloresan yogunlugu FSH-hCG uyarisi ile istatistiksel olarak anlamli

artmis oldugu gorildi (Mann-Whitney Testi, p<0,001). FSH-hCG uyarisina bagli olarak
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Stx6 floresan yogunlugundaki artis istatistiksel olarak anlamli degildi. SNAP25 ve
StxBP1 isaretlemelerinin yogunluklari da FSH-hCG uyarisina bagli olarak degisiklik
gostermedi. HGL5 hicrelerindeki KITL'in floresan yogunlugu FSH-hCG uyarisi ile
istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigr gorildi (Mann-Whitney Test, p<0,001)
(Tablo 20, Tablo 21).
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Uyarilmamis Uyariimis

FSHr

Stx6

SNAP25

StxBP1

KITL

Sekil 19: HGL5 hiicrelerinde FSHr, Stx6, SNAP25, StxBP1 ve KITL'nin

immiunfloresan isaretlemeleri. X40 objektif bliylitmesi.
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Tablo 20: HGL5 hiicre hatti hiicrelerinde FSHr, Stx6, SNAP25, StxBP1 ve KITL

imminfloresan yogunlugu dizeyleri. * istatistiksel olarak anlamh fark

oldugunu gostermektedir.
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Tablo 21: HGL5 hiicre hattinda FSHr, Stx6, SNAP25, StxBP1 ve KITL
yogunluklarinin istatistiksel verileri. * istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu

gostermektedir.

HGL5 Ortanca | Ceyrekler arasi genislik | p degeri

FSHr Uyarilmamis 6,4800 1,41 <0,001*
Uyariimis 9,3395 2,67

Stx6 Uyarilmamis 7,6550 2,94 0,105
Uyariimis 9,0675 3,08

SNAP25 | Uyarilmamis 5,5405 1,22 0,979
Uyariimis 5,4550 1,60

StxBP1 Uyarilmamis 7,0315 2,17 0,081
Uyariimis 7,8575 1,74

KITL Uyarilmamis 6,8975 2,03 <0,001*
Uyariimis 10,0275 1,95

4.4. Kontrol (Saghkl, Erkek Faktorii) ve PKOS Grubu Graniiloza Hiicrelerinin

Elektron Mikroskobunda incelenmesi

Saglikli (kontrol) kadinlarin ve PKOS’lu kadinlarin graniiloza hiicreleri hem
uyarilmis hem de uyarilmamis kosullarda elektron mikroskobunda incelendi. Kontrol
ve PKOS graniloza hiicreleri cekirdek yapilari, sitoplazma membrani yapilari ve
kromatin dagilimi g6z 6niline alindiginda benzer morfolik 6zellik gdsteren hiicreler
oldugu gorildi. Kontrol grubu hiicrelerinde uyarilmamis kosullarda hiicrelerin
sitoplazmalarinda ¢ok sayida membransiz oOzellikleriyle lipid damlaciklari izlendi.
Uyarilmis kosullarda ise lipid damlaciklarinin fazla sayida olmadigi dikkati cekti.
PKOS’lu kadinlarin graniiloza hiicrelerinde hem uyarilmis hem de uyarilmamis
kosullarda lipid damlaciklarina saghkli gruptaki graniloza hiicreleri kadar sik
rastlanmadi. PKOS grubunda sitoplazma icindeki membran6z organellerin daha az
belirgin oldugu izlendi. Kontrol grubu hiicrelerinin uyarilmamis kosullarda
vezikillerden zengin oldugu gorildi. FSH-hCG uyarisi ile vezikil miktarinin oldukca
azaldigi izlendi. Uyarilmis kosullarda kontrol grubu graniloza hiicrelerinde bos veya

kismen bos vezikiiller izlendi, ayrica vezikillerin elektron dansitesi uyarilmamis kosula
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gore azalmisti. PKOS’lu kadinlarin graniloza hicrelerinde uyarilmamis kosullarda
kontrol grubuna gore vezikil miktari olduk¢a azdi. PKOS’lu kadinlarin graniiloza
hicrelerinde uyarilmis kosullarda elektron dansitesi yiksek vezikillerin kalici oldugu

goraldu (Sekil 20, Sekil 21).
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Sekil 20: Saglkh (kontrol) kadinlardan alinan graniloza hicrelerinin in vitro

kiltlirG sonrasinda elektron mikrograflari. Kalin beyaz oklar elektron dansitesi
yiksek vezikilleri, beyaz yildizlar lipid damlaciklarini, ince beyaz oklar
cekirdegi, siyah oklar bos veya kismen bos vezikiilleri gostermektedir. (A, B ve

D mikrograflari X20.000; C, E ve F mikrograflari X8.000)
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Uyarilmamig Uyariimig

Sekil 21: PKOS'lu kadinlardan alinan grantiloza hiicrelerinin in vitro kiltiirt

sonrasindaki elektron mikrograflari. Uyariimis kosullarda varligi devam eden
elektron dansitesi yiksek vezikiller gorilmekte. Uyarilmamis kosullarda
sitoplazmanin vezikil icerigi kontrol grubuna gore azalmis izlenmekte. Kalin
beyaz oklar elektron dansitesi ylksek vezikilleri, ince beyaz oklar ¢ekirdegi,
siyah oklar bos veya kismen bos vezikilleri géstermektedir. (A, B, C ve D
mikrograflari 12.000 buyitme; E ve F mikrograflari 6.000 biylitmede
cekilmistir.)
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5. TARTISMA

Hicre igi veziklil ve membran trafigi hicrenin fonksiyonlari ve sagkalimi igin
temeldir. Membranlarin yeniden kazanimi, vezikillerin yonlendirilmesi ve
matirasyonu, endositoz ve ekzositoz fonksiyonlari vezikil flizyon proteinleri
araciligiyla gerceklesir. SNAP25, Stx6 ve StxBP1 bu trafigin dnemli molekillerindendir.
Graniloza hiicreleri sentez ve salgilama fonksiyonlarini vezikil ve membran trafigi ile
gerceklestirir. Granilloza hicreleri ovaryum foliklili mikro c¢evresinin ana
belirleyicisidir. Folikiilogenezin gergeklesmesi icin gerekli sinyal molekdilleri folikiil
mikro gevresinde bulunur. Mikro gevrenin bozulmasi ise folikilopatilere neden olur.
PKOS’ta gozlenen folikiilopati ise foliklilogenezin antral folikiil evresinde durmasi ve

kistik folikil olusumudur.

Arastirmamizda erkek faktori nedenli bagvuran ciftlerin saglikli kadinlari ile
PKOS tanisi almis kadinlarin arasinda yas dagilimi istatistiksel anlamh fark
gostermemistir. Ancak PKOS’lu kadinlarin daha ileri yas ortancasina sahip olmalari
puberte sonrasi donemde PKOS tanisinin konulmasiyla ©6nerilen yasam tarzi
degisikligi, klomifen sitrat veya metformin gibi ilaclarin kullaniminin zaman almasi ve
dncelikle gonadotropinle beraber intrauterin inseminasyon uygulamasi®® gibi
nedenlerle aciklanabilir. in-vitro fertilizasyon bu asamalardan sonra infertilite tedavisi
icin glindeme geldiginden PKOS grubundan elde edilen graniiloza hiicreleri daha ileri
yastaki kadinlara aittir. Ancak bu yas farki istatistiksel olarak anlamlilik

gostermediginden vezikil trafigi konusundaki sonuclarimizi etkilemeyecektir.

KaltlrinG yaptigimiz graniiloza hiicrelerinin faz kontrast mikroskobundaki
morfolojilerinin grup icindeki katilimcilar ve gruplar arasinda benzerlik gdstermesi
primer hiicre kiiltliriinln basariyla gerceklestigini ve diger hiicrelerle kontaminasyon
icermedigini gosterir. Faz kontrast mikroskobundaki morfolojik bulgular epiteloid
hiicrelerden olan graniiloza hiicresi morfolojik bulgularina benzer gérilmustiir®” 28,
Ayrica HGL5 hiicre hattinda yapilan FSHr, SNAP25, Stx6, StxBP1 ve KITL immiin

isaretlemelerininde primer kiltiir hicreleri ile benzer bulgular gostermesi bu

sonucumuzu desteklemektedir.
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Saglikh ve PKOS tanisi almis kadinlarin graniiloza hiicreleri, in-vitro ortamda
FSH-hCG ile uyarilmis ve uyarilmamis kosullarda FSH reseptori ifade eder. Saglikh
kadinlarin graniloza hiicrelerinde FSH-hCG uyarisi ile FSHr isaretlenme paterni siklikla
hiicre sitoplazmasi iginde g¢ekirdege yakin yerlesime degistigi gézlenmistir. Reseptor
internalizasyonu bulgusu olarak gozlenen bu yerlesim degisikligi saghkl graniloza
hlcrelerinin  FSH-hCG ile uyariya yanit verdigini ve reseptoriin uyarildigini
gostermektedir®. Saglikli graniiloza hicrelerinde uyarilmis kosullarda uyarilmamis
kosullara gore daha yogun FSHr immuiin isaretlenmenin olmasi hCG’'nin upregilasyon
etkisi olarak yorumlanabilir®’”. Ayrica PKOS’ta reseptdr internalizasyonu bulgusu
kontrol grubu kadar glcli degildir. PKOS'ta hicreler uyarildiginda da saglkh
graniloza hiicrelerine benzer sekilde FSH reseptori artmistir. Klinik uygulamalarda
PKOS’lu kadinlarin ovulasyon indliksiyonu sirasinda ekzojen gonadotropinlere saglikli
kadinlardan daha fazla duyarli oldugu belirtiimektedir®. Ancak bizim in-vitro
bulgularimizda PKOS’lu kadinlarin graniiloza hiicrelerinde FSHr diizeyi sagliklara gore
oldukga dusuik gozlenmistir. Klinik uygulamada ekzojen gonadotropinler in-vivo
kullanilmakta ve etkileri klinik olarak goézlenmektedir. PKOS’lu kadinlarin klinik
bulgularinda hiperandrojenizm de mevcuttur®®. Juan ve arkadaslar saghkl
kadinlardan elde ettikleri granlloza hiicrelerinde yaptiklari in-vitro c¢alismada
hiicrelerin besiyerine testosteron eklenmesiyle FSHr ekspresyonunda artma
gézlemlemislerdir®”. PKOS’lu kadinlarda fazla salgilanan testosteron ve diger
androjenler FSHr’nin in-vivo olarak fazla duyarhligindan sorumlu olabilir. Ayrica in
vivo kosullarda folikil mikro ¢evresinin in-vitro kosullara gére daha karmasik olmasi,
ortamda bulunan diger biylime faktorlerinin de etkisiyle FSHr duyarliligina katkida
bulunabilir. Ancak ¢calisma bulgularimiza gore PKOS’ta olan FSHr diizeyindeki azalmayi

hCG’nin yaptigi FSHr upregiilasyonu dizeltememistir.

Stx6, immatir sekretuar vezikiillerin homotipik flizyonunu gerceklestirerek
maturasyonunu saglar®’>, plazma membraninin erken endozomdan plazma
membranina yeniden kazaniminda rol alir. Ayrica paketlenmis vezikillerin uyarilmis
salgl yolagina katilmasina’>’® ve plazma memraninin diizenlenmesine katkida

bulundugu g6sterilmistir’*. Bu nedenle reseptér internalizasyonu ve vyeniden
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kazanimi, hicre igi kolesterol taginimi ve uyarilmis vezikiler tasinimi gergeklestirmek
gibi 6nemli islevleri yerine getirir'®. Arastirmamizda saglikli kadinlarin graniloza
hiicrelerinde uyarilmamis kosullarda Stx6'nin isaretlenme paterni sitoplazma iginde
siklikla gcekirdek komsulugundadir ve uyarilmis kosullarda hiicre periferine dogru yer
degistirmistir. PKOS’ta ise hem FSH-hCG ile uyarilmis hem de uyarilmamis kosullarda
Stx6, saglkli graniloza hiicrelerine goére daha az gorilmis ve hiicre igindeki
yerlesiminde uyarmayla herhangi bir farkhlik da géstermemistir. Tum katilimcilarin
Stx6 isaretlemelerinin floresan yogunluklari karsilastirildiginda PKOS’ta hem uyarilmis
hem de uyarilmamis kosullarda saglkli graniloza hiicrelerine gore istatistiksel olarak
anlamh dlzeyde azalmis oldugunun saptanmasi da PKOS grubunun FSH-hCG

uyarisina verdigi cevapsizligin bir baska gostergesi oldugunu distindirmustir.

Reseptor internalizasyonunda ve yeniden kazaniminda roll olan Stx6, SNARE
molekillerindendir®. FSHr ile Stx6’nin floresan yogunluklari arasinda pozitif yonli
zayif korelasyonun bulunmasi FSH reseptoriiniin; Golgi aygitindan plazma
membranina tasinmasinda, uyarildiginda internalizasyonu ve yeniden membrana
kazanimi siirecinde Stx6’nin da gorevi oldugunu desteklenmektedir. Saglikli graniiloza
hiicrelerinde FSHr internalizasyonunu gosteren bulgularin  belirgin oldugu
duslintlirse, PKOS graniiloza hiicrelerinin saghkh kadinlardan elde edilen grantiloza
hiicrelerine gore Stx6'nin disik dizeylerde gozlenmesi PKOS grubunda bozulan FSHr

internalizasyonu ve yeniden membrana kazanimi ile iliskili olabilir.

Hem hiicre icindeki kalsiyum ile diizenlenen ekzositoz slirecinde gergeklesen
vezikil fizyon kompleksinin olusumunda® hem de hiicre ic¢i kalsiyum miktarinin
belirlenmesinde rol oynamasi®®® ile SNAP25, diizenlenmis salg yolunun temel
SNARE molekildir. Her iki grupta da hiicreler morfolojik olarak degerlendirildiginde
farkh buylklikte graniler SNAP25 isaretlenmesi izlenmistir. Saghkli kadinlardan elde
edilen graniiloza hiicrelerinde SNAP25’in FSH-hCG uyarisi ile kiimelenmis, blytk
boyutlarda ve yogun olarak saptanmasi vezikil matirasyonu sirecini gostermektedir.
PKOS’ta SNAP25 kimelenmesinin saglkli graniiloza hicrelerindeki kadar buylik
boyutlarda ve yogunlukta saptanmamasi salgi vezikiillerinin birleserek matiirasyon

gostermesi sirecinin PKOS’ta aksadigini distindirmektedir. PKOS'ta SNAP25’in hem
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uyarilmamis hem de FSH-hCG ile uyariimis kosullarda kontrol grubuna gore azalmis
olmasi, elektron mikroskobik incelemede PKOS graniloza hiicrelerindeki FSH-hCG ile
uyarilmis vezikller yanitin olusmamasiyla birlikte birbirini destekleyen bulgulardir.
Elektron mikroskobik incelemede saptanan PKOS’ta vezikiler yanitin bozulmasi

SNAP25 ile iligkili olabilir.

StxBP1, salgi vezikillerinin ekzositozunda veziklil flzyonu igin yardimci
proteindir'®, Néronal ve néronal olmayan hiicrelerde vezikil tasinmasi, plazma
membrani ile vezikiil kaynasmasi ve vezikillerin olusmasinda gorev alir??, Shim ve
arkadaslari genom o6lgekli iliski calismasi (GWAS= Genome-Wide Association Study)
veri tabanini kullanarak yaptiklari incelemeler sonucunda StxBP1’in PKOS ile anlamli
diizeyde iliskili oldugunu bildirmislerdir ve bulgularini  StxBP1’in insilin
salgilanmasindaki goérevine baglamislardir'®2, Kim ve arkadaslari pubertedeki
siganlarda Ostrojenin hipotalamusta StxBP1 ifadelerini artirdigini, boylece glutamat
salgisinin arttigini tespit etmislerdir'®3, Olesen ve arkadaslari ise embriyonik fare
ovaryumlarinda yaptiklari arastirmada mayozun basladigi zaman diliminde StxBP1
ekspresyon diizeyinin arttigini tespit etmistir'l. StxBP1 proteini genital sistemin hem
hormonal kisminda hem de ovaryum kisminda gorev almaktadir. Bulgularimiza gére
insan grantiloza hiicreleri de sitoplazmada graniler goriinimli StxBP1 icermektedir.
StxBP1 saglkh graniloza hicrelerinde FSH-hCG uyarisi ile sitoplazma icinde plazma
membrani yakinlarinda yogun ve artan miktarda kiimelenme egilimi gostermistir.
PKOS graniloza hicrelerinde StxBP1’'in FSH-hCG ile uyarilmis ve uyarilmamis
kosullarda dislik dizeyde olmasi Shim ve arkadaslarinin veritabani temelli
¢alismalarinda elde ettikleri StxBP1 ve PKOS iliskisine benzerdir. Calismamizda Shim
ve arkadaslarinin bulgulari bir diger endokrin salgi yapan graniiloza hticreleri ile de
desteklenmistir. Ancak Shim ve arkadaslarinin ¢ikariminin yani sira StxBP1’in
PKOS’taki iliskisinin graniiloza hiicresi nedenli oldugu bulgularimiz ile ortaya
konulmustur. PKOS’ta StxBP1’in graniiloza hiicrelerindeki degisimi ilk kez calismamiz

ile saptanmuistir.

KITL ovaryum dokusunda embriyonik hayattan itibaren ifadelenen biylime

faktorlerindendir. Primordial germ hiicrelerinin gocl, proliferasyonu, sagkalimi;
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primordial folikillerin aktivasyonu; graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu; mayozdaki
duraklamanin devamhligi ve ovaryumda steroidogenezin diizenlenmesinde gorev
alir"’. Graniloza hiicresi kokenli KITL, folikul icindeki hiicrelerin proliferasyonu ve
sagkaliminda temel biiyiime faktoriidiir*>>%1%4, insan graniiloza hiicrelerinde yapilan
KITL floresan isaretlemesi morfolojik olarak incelendiginde saglkli graniiloza
hiicrelerinde sitoplazma iginde buylik kiimeler halinde izlenmistir. Bu isaretlenme
paterni lokalizasyon acgisindan vezikiil flizyon proteinleri ile benzerlik gostermektedir.
Ancak PKOS’ta isaretlenme paterni degerlendirildiginde kontrol grubundaki gibi
kiimelenmis graniler isaretlenme gorilmemistir. PKOS grubunda FSH-hCG ile
uyarilmis ve uyarilmamis kosullarda KITL'in kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azalmis olmasi Tan ve arkadaslarinin PKOS’lu kadinlarin folikdl sivisi
ve serumunda yaptiklari arastirmadaki “KITL diizeylerinin PKOS’ta azalir” tespitini
desteklemektedir®. FSH-hCG uyarisi dahi PKOS graniloza hiicrelerinde KITL ifadesini

diizeltememistir.

Her iki grup iginde Stx6 ve KITL immdin isaretlemeleri arasinda pozitif yonlu
orta kuvvetli anlamli korelasyon gorilmis olmasi KITL'in vezikiler tasiniminda
Stx6’nin gorevinin de oldugunu desteklemektedir. Graniloza hiicrelerinde Stx6’nin
fonksiyonlari ile ilgili arastirma bulunmamaktadir. Arastirmamiz bu konuda ilk

calismadir.

insan graniiloza hiicrelerinden iiretilmis sertifikall HGL5 hiicre hattinda da FSH-
hCG ile uyarilmis ve uyarilmamis kosullarda FSHr, Stx6, SNAP25, StxBP1 ve KITL
immiunfloresan isaretleme ve yogunluk degerlendirmesi yapilmistir. HGL5 hiicre
hattinda FSH-hCG uyarisi ile FSH resept6ri primer kiltiir hiicrelerindeki bulgulara
benzer sekilde istatistiksel olarak artmistir. Ancak primer graniloza kiltird
hiicrelerinden farkli olarak KITL isaretlemesi yogunluklari da HGL5 hiicre hattinda
FSH-hCG uyarisi ile istatistiksel olarak anlamli dizeyde artmistir. HGLS hiicrelerinin
FSH-hCG uyarisina verdikleri KITL yanitinin primer grantiiloza hiicrelerinden daha fazla
olmasinin nedeni primer graniiloza hiicrelerinin antral foliklilden izole edilmis ve daha

senil hiicreler olmasina ragmen hicre hattinin 6limsuzlestirilmis hiicreler olmasi
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olabilir. Stx6, SNAP25 ve StxBP1’in FSH-hCG uyarisina verdigi yanit HGL5 hiicre

hattinda da primer kiltir hicrelerine benzer olarak saptanmistir.

Sekretuar vezikillerin trafigi degerlendirildiginde ekzositoza ugrayacak vezikil
paketinin plazma membrani ile tamamen kaynastigl distnulir. Ancak elektron
mikroskopi incelemelerinde ekzositozun plazma membraniyla tamamen birleserek
gerceklestigi durumlar nadiren gézlenir'®. Cogunlukla salgilanacak edilecek icerik
vezikil icinden kismen veya tamamen salgilanir, bunun sonucu olarak sitoplazma
icinde elektron dansitesi farkli diizeylerde tamamen veya kismen bos vezikiiller izlenir
ve bunlar kismi degraniilasyon nedeniyle olusur. Bu bulgulara gore gegici flizyon
gecidi olusumu ekzositozun temel mekanizmasi olarak karsimiza ¢ikar®>106,
Calismamizda saglikh katilimcilardan elde edilen graniiloza hiicreleri uyarilmamis
kosullarda incelendiginde sitoplazma icinde elektron dansitesi ylksek, farkh
blyuklikte ve heterojen icerige sahip vezikillerin bulundugu, FSH-hCG ile 24 saat
boyunca uyarimin sonrasinda elektron dansitesi yiksek vezikillerin azaldigl
saptanmistir. Vezikillerin cogu bos veya kismen bos olarak gorilmustir. Ayrica
vezikul sayisi da FHS-hCG uyarisi ile azalmis olarak izlenmistir. Toonen ve arkadaslari
adrenal kromaffin hicrelerinde StxBP1 flizyon proteinini susturarak ve ifadelerini
artirarak sekretuar vezikilleri elektron mikroskobu ile incelemislerdir. StxBP1’in
susturuldugu hicrelerde elektron yogun vezikillerin sitoplazma iginde kaldigini
gozlemlemislerdir. StxBP1 ifadesine miidahale edilmemis ve artirilmis hiicrelerde ise
vezikillerin plazma membranina dogru yer degistirdigini ve membran ile flizyon
gecidi olusturduklarini bildirmislerdir?”’. Calismamizda graniiloza hiicrelerinde
plazma membrani ile kaynagsma asamasinda olan vezikiller elektron mikroskobunda
izlenmemistir, ancak FSH-hCG ile uyarilmis kontrol grubu graniiloza hiicrelerinde bos
veya kismen bos vezikiller gorilmustir. Ayrica vezikil sayisi da uyarilmamis kontrol
grubu graniloza hiicrelerine gore azalmistir. Bu durum 24 saat stiren FSH-hCG
uyarisinin suresi ile iliskili olabilir. Yani FSH-hCG uyarisinin siiresi kisa tutuldugunda
plazma membrani ile kaynasarak flzyon gecidi olusturan vezikiller elektron

mikrokobik incelemede tespit edilecektir.
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Polikistik over sendromu tanisi almis katiimcilardan elde edilen graniloza
hiicrelerinde yapilan elektron mikroskobik incelemede uyarilmamis kosullarda
sitoplazma icinde elektron dansitesi ylksek vezikiillerin saglikli graniiloza hiicrelerinin
sitoplazmasina gore daha az yer tuttugu saptanmistir. FSH-hCG uyarisi ile elektron
dansitesi yuksek vezikillerin PKOS’ta kalici olmasi ve az bir kisminin bos veya kismen
bos vezikillerden olusmasi PKOS hastalarindan elde edilen graniloza hiicrelerinde
FSH-hCG uyarisina vezikiiler cevabin olusmadigini duslindirmektedir. PKOS
hastalarinda yapilan Stx6, SNAP25 ve StxBP1 vezikil flizyon proteinlerinin saglikli
kadinlarin graniloza hiicrelerine goére azalmis olmasi, elektron mikroskopi
bulgulariyla birlikte dastunildiginde PKOS hastalarinin graniloza hicrelerinde

vezikul fizyonu ve ekzositozunun bozuldugu sonucuna ulasilabilir.

Calisma bulgularimizin sonucunda PKOS’ta folikil i¢i mikro ¢evredeki KITL gibi
folikil ici faktorlerin dizeyindeki azalma; graniloza hicrelerinin sentez
kapasitesindeki azalmanin yaninda, ekzositoz yetenegindeki bozulmaya da bagl
oldugu saptanmistir. Calismamizda incelenen vezikil flizyon proteinlerindeki azalma
FSH-hCG etkisiyle dizelmedigi gibi, elektron mikroskobik incelemede de FSH-hCG
etkisiyle elektron dansitesi yiksek vezikillerin ekzositozunun gerceklesmedigi ortaya
konmustur. Ayrica PKOS’lu kadinlardan elde edilen graniiloza hiicrelerinde FSHr
internalizasyonu da bozulmus olarak saptanmistir. PKOS’lu kadinlarin graniiloza
hiicrelerindeki vezikll flzyon proteinleri ile iliskili fonksiyonlardan; FSHr
internalizasyonu ve ekzositozun bozuldugu, bu bozulmanin FSH-hCG uyarisi ile

dizelmedigi in-vitro kosullarda ilk defa calismamiz ile ortaya konmustur.
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6. SONUGC VE ONERILER

PKOS tanili ve erkek kaynakli nedenlerle Greme tedavisi icin Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Tiip Bebek Merkezine yénlendirilen
kadinlar arasinda istatistiksel anlamli yas farki bulunmamistir.

insan graniiloza hiicreleri Stx6, SNAP25 ve StxBP1 ifade etmektedir.
in-vitro kosullarda insan graniiloza hiicrelerinde FSH-hCG uyarisi ile FSHr
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artar.

PKOS’lu kadinlardan elde edilen graniiloza hiicrelerinde in-vitro kosullarda
FSHr, Stx6, SNAP25, StxBP1 ve KITL ifadeleri saglikh kadinlarin graniiloza
hiicrelerine gore istatistiksel anlamli diizeyde azdir.

FSHr ve Stx6 isaretlenmeleri arasinda pozitif yonli zayif korelasyon vardir.
Bu bulguya gore Stx6’nin FSHr internalizasyonunda da rolii olabilecegi
ortaya konmustur.

PKOS’lu kadinlardan elde edilen graniiloza hiicrelerinde in-vitro kosullarda
FSH-hCG uyarisi ile morfolojik olarak FSHr internalizasyonunun bozuldugu
saptanmistir. Stx6 dizeylerindeki azalmanin FSHr internalizasyonundaki
bozulma ile iliskili olabilecegi ortaya konmustur.

Elektron mikroskobik incelemede saglikh graniiloza hiicrelerinde FSH-hCG
uyarisi ile sitoplazma iginde bos veya kismen bos vezikillerin arttig
saptanmistir.

Elektron mikroskobik incelemede PKOS’lu hastalardan elde edilen
granilloza hicrelerinin in-vitro kosullarda FSH-hCG uyarisina verdikleri

uyarilmis salgi vezikili yanitinin bozuldugu saptanmistir.

Galismamiz ile PKOS'lu kadinlardan elde edilen insan grantiloza hiicrelerinde

vezikul flizyon proteinlerinden Stx6, SNAP25 ve StxBP1'in azaldigl, bu proteinlerin

fonksiyonlarindan FSHr internalizasyonu ve uyarilmis salgi yolaginin bozuldugu ortaya

konmustur. Ancak folikil icindeki zengin ve karmasik mikro ¢evre nedeniyle in-vivo

ortamdaki yanitta farkhliklar olabilir. Bu nedenle insan graniiloza hiicrelerinin vezikdil

biyolojisi in-vivo kosullar icin de PKOS patogenezi agisindan arastirilmahdir.
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