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OZET

Erblina Nikshiqi, Enerji Stresinde Graniiloza Hiicrelerinin ACE2 ifadesinin
SIRT1 ile Iligkisinin Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal Tipta Uzmanhk Tezi, Ankara, 2024.
Hiicrede enerji stresi artan enerji ihtiyaci ve azalan enerji kaynagi ile ortaya ¢ikar, bu
nedenle enerji stresi hiicredeki metabolizmayi etkileyen bir durumdur. Hiicresel enerji
homeostazisinin temel diizenleyicisi olan adenozin monofosfat ile aktiflesen protein
kinaz (AMPK), ¢esitli fizyolojik siireclerin diizenlenmesi igin sinirli enerji durumunda
aktive olur. AMPK artisina yanit olarak SIRT1, enerji metabolizmasi ve stres yaniti
gibi hiicresel siirecleri modiile eder. Insan graniiloza hiicresinde eksprese olan ACE2
steroidogenez, folikiiler gelisim, granuloza-lutein hiicre apoptozu, folikiiler atrezi,
oosit maturasyonu ve ovulasyonda etkin rol oynar. ACE2 seviyeleri, hiicrede enerji
stresi ile baglantihidir. Hiicreler, yasamlarin1 devam ettirebilmek i¢in enerji kaynagi
olan ATP iiretimini %88 mitokondriyal oksidasyondan saglar. Graniiloza hiicreleri;
ovaryal siklusta folikiiler gelisimde rol alan kritik dneme sahip hiicrelerdir ve bu
hiicrelerin metabolizmasindaki degisim fertilite i¢in 6nemlidir. Tiim bu bilgilerden
yola ¢ikarak AICAR uygulamasi ile AMPK aktivasyonu lizerinden enerji stresi
olusturarak graniiloza hiicrelerinde ACE2 ifadesinin SIRT1 ile iliskisinin arastirilmasi
icin gozlemsel tanimlayicit bir c¢alisma planlandi. HGLS5 insan graniiloza hiicre
hattinda, hiicre enerji stresinde mitokondriyal membran potansiyelinin azaldigi, SIRT1
inhibisyonu sonrasinda da bu hasarin daha da siddetlendigi bulundu. Enerji stresi
modeli olusturulduktan sonra HGL5 graniiloza hiicrelerinde, primer hiicre kiiltiirii
yapilan saglikli ve PKOS grubu graniiloza hiicrelerinde SIRT1’in immiinfloresan
isaretleme ile istatistiksel olarak arttigi bulundu. AOR grubunda ise stres ile SIRT1’in
kontrol grubuna gore azaldigi saptandi. SIRT1 inhibisyonu sonrasi ACE2
ifadelenmesinin AOR grubu diginda biitiin gruplarda arttig1 saptandi. Calismamizda
ilk defa graniiloza hiicresinde SIRT1 ve ACE2 arasinda AMPK yolag: lizerinden iliski

olabilecegi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Enerji Stresi, SIRT1, ACE2 reseptorii, Graniiloza Hiicresi

Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel ~Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi, Hizli Destek Arastirma Projesi (THD-2023-20668)
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ABSTRACT

Nikshigi Erblina, Evaluation of the Relationship Between ACE2 Expression and
SIRT1 in Granulosa Cells Under Energy Stress, Hacettepe University Faculty of
Medicine, Department of Histology and Embryology Residency Thesis, Ankara
2024. Cellular energy stress arises from an increased demand for energy and a
decreased energy supply, thereby affecting cellular metabolism. Adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK), a key regulator of cellular energy
homeostasis, is activated under limited energy reserves to regulate various
physiological processes. In response to increased AMPK, SIRT1 modulates cellular
processes such as energy metabolism and stress response. ACE2, expressed in human
granulosa cells, plays a significant role in steroidogenesis, folliculogenesis, follicular
atresia, granulosa-lutein cell apoptosis, oocyte maturation, and ovulation. ACE2 levels
are linked to cellular energy stress. Cells produce 88% of their energy source, ATP,
from mitochondrial oxidation in order to survive. Granulosa cells are crucially
important cells that play a role in follicular development in the ovarian cycle. The
metabolic changes these cells undergo is important for fertility. Based on what is
known, an observational descriptive study was planned to investigate the relationship
between ACE2 expression and SIRT1 in granulosa cells through AMPK activation
induced by AICAR treatment. In the HGL5 human granulosa cell line, it was found
that mitochondrial membrane potential decreased after cellular energy stress, and this
damage was further exacerbated after SIRT1 inhibition. After establishing an energy
stress model, our study results showed that SIRT1 statistically increased in the HGL5
granulosa cells, primary cultured healthy and PCOS granulosa cells group via indirect
immunofluorescent staining method. In the Diminished Ovarian Reserve (DOR)
group, our study results showed that after cellular energy stress, SIRT1 decreased
compared to the control group. After SIRT1 inhibition, ACE2 expression increased in
all groups except the DOR group. For the first time, our study demonstrated a potential
relationship between SIRT1 and ACEZ2 in granulosa cells via the AMPK pathway.

Keywords: Energy Stress, SIRT1, ACE2 Receptor, Granulosa Cell Funding:
Supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit,
Research Fund (THD-2023-20668)
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NADPH
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PKOS
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ROS
Rpm
SIRT1
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UYTE
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim 2
5-aminoimidazol-4-karboksamid Riboniikleotid
Anti Miilleriyen Hormon

Adenozin Monofosfat ile Aktiflestirilen Protein Kinaz
Azalmis Oosit Rezervi

Assisted Reproductive Technology

Kemik Morfogenetik Proteini

3',5'-siklik adenozin monofosfat

Tirozin Kinaz Reseptorii

Mitokondriyal Fisyon Faktorii

Ostradiol
6-Chloro-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazole-1-carboxamide
Folikiil uyarict hormon

Biiyiime Farklilagsma Faktorii 9

Silent Information Regulator 1

Steroidojenik Akut Diizenleyici Protein
Mitokondriyal Fisyon Faktori

Mitokondriyal DNA

Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat

Oocyte Pick Up

Progresteron

Polikistik Over Sendromu

Renin Anjiyotensin Sistemi

Reaktif Oksijen Tiirleri

Dakikadaki Devir Sayist

Silent Information Regulator 1

Steroidojenik Akut Diizenleyici

Ureme Yardimci Tedavi Yéntemleri

Zona Pellusida Sperm Baglayici Protein
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SEKILLER DiZINi

Folikiilogenez ve oosit olgunlagmasinin asamalar1 [8].

Teka hiicreleri, graniiloza hiicreleri ve oosit arasindaki parakrin ve
otokrin etkilesimler [10].

Folikiiliin mikro ortam1 iginde ¢ift yonlii iletisim [11].
AMPK yapisi [33].

Folikiilogenez ve embriyo gelisiminin farkli asamalarindaki temel
Sirtuin fonksiyonlari [48].

Deney tasarimi. Bu sekil BioREnder uygulamasi kullanarak ¢izilmistir.

Graniiloza hiicresi izolasyonu. A: Bulutsu Faz B: Graniiloza hiicresi
peleti.

Bu sekil BioREnder uygulamasi kullanarak ¢izilmistir.
Fosforile AMPK ELISA grafigi.

SIRT1 primer antikor diliisyonlari. A: SIRT1 primer antiokor 1/100
diliisyonu B: SIRT1 primer antikor 1/200 diliisyonu C: SIRT1 primer
antikor 1/300 diltisyonu D: SIRT1 primer antikor 1/500 diliisyonu

SIRT1 primer antikor diliisyonlari. A: SIRT1 primer antiokor 1/100
diliisyonu B: SIRT1 primer antikor 1/200 diliisyonu C: SIRT1 primer
antikor 1/300 diliisyonu D: SIRT1 primer antikor 1/500 diliisyonu

Wst-1 hiicre proliferasyon testi semasi. Bu sekil BioREnder uygulamasi
kullanarak ¢izilmistir.

HGLS graniioza hiicre hatt1 A: 8. saat B: 24. saat C: 48. saat

Saglikli kadinlarin graniiloza hiicrelerinin primer kiiltiir mikrograflari.
A: Primer kiiltlirde 0. saat graniiloza hiicreleri. Hiicreler kiime halinde
ekilmistir ve heniiz tutunmadiklar1 gériilmektedir. B: Primer kiiltiirde
24. saat graniiloza hiicreleri. C: Primer kiiltiirde 48. saat graniiloza
hiicreleri. D: Primer Kiiltiirde 1. hafta graniiloza hiicreleri.

PKOS kadinlarin graniiloza hiicrelerinin primer kiiltiir mikrograflari. A:
Primer kiiltiirde 0. saat graniiloza hiicreleri. Hiicreler hentiz
tutunmadiklar1 goriilmektedir. B: Primer kiiltiirde 24. saat graniiloza
hiicreleri. C: Primer kiiltiirde 48. saat graniiloza hiicreleri. D: Primer
kiiltiirde 1. hafta graniiloza hiicreleri.
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4.4,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

AOR kadinlarin graniiloza hiicrelerinin primer kiiltiir mikrograflari. A:
Primer kiiltiirde 0. saat graniiloza hiicreleri. Hiicreler heniiz
tutunmadiklar1 goriilmektedir. B: Primer kiiltiirde 24. saat graniiloza
hiicreleri. C: Primer kiiltiirde 48. saat graniiloza hiicreleri. D: Primer
kiiltiirde 1. hafta graniiloza hiicreleri

A: HGL5 grubu, x10 objektif biiylitmesi. B: HGL5 grubu, x20 objektif
biiyiitmesi. C: AICAR sonras1t HGLS, x10 objektif biiylitmesi. D:
AICAR sonrast HGLS5, x10 objektif biiytitmesi. E: SIRT1 inhibisyonu
ve AICAR sonrasi x10 objektif bitylitmesi F: SIRT1 inhibisyonu ve
AICAR sonrasi x20 objektif biiylitmesi.

A: HGLS hiicreleri SIRT1 immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi B:
HGLS hiicreleri AICAR sonras1 SIRT1 immiinisaretleme, x40 objektif
biiylitmesi C: HGLS hiicreleri AICAR+Ex-527 immiinisaretleme, x40
biiylitmesi

HGLS graniiloza grubunda SIRT1 intesitesinin karsilastirilmasi. Image J
kullanilarak yapilan immiinofloresan yogunlugu analizinde Kontrol ve
Stres grubu arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmamaistir (p=
0.999). Kontrol ve Inhibisyon grubu arasinda istatistiksel olarak onemli
fark bulunmustur **** (p=0.0001). Stres ve inhibisyon grubu arasinda
istatistiksel olarak onemli fark bulunmustur **** (p=0.0001).

A: Saglikli Graniiloza Grubu SIRT1 immiinigaretleme, x40 objektif
biiyiitmesi. B: Saglikli Graniiloza Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x60
objektif bliylitmesi. C: PKOS Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x40
objektif bliylitmesi. D: PKOS Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x60
objektif biiylitmesi. E: AOR Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x40
objektif biiylitmesi F: AOR Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x60
objektif bilylitmesi.

Gruplarda SIRT]1 intesitesinin karsilastirilmasi. Image J kullanilarak
yapilan immiinofloresan yogunlugu analizinde saglikli graniiloza grubu
(erkek infertilites1) ve PKOS grubu arasinda 6nemli fark bulunmamaistir
(p=0.274). Saglikli graniiloza (erkek infertilitesi) grubu ve AOR grubu
arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmustur ****(p=0.0001).
PKOS grubu ve AOR grubu arasinda istatistiksel olarak dnemli fark
bulunmustur **** (p=0.0001).

4.10. A: Saglikli Graniiloza Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x40 objektif

bliylitmesi. B: Saglikli Graniiloza Grubu AICAR sonras1 SIRT1
immiinisaretleme, x40 objektif biiylitmesi. C: Saglikli Graniiloza Grubu
AICAR+EX-527 sonrasit SIRT1 immiinisaretleme, x40 objektif
biiylitmesi.

4.11. Saglikl graniiloza hiicresi (erkek infertilitesi) grubunda SIRT1

intesitesinin karsilagtirilmasi. Image J programi kullanilarak yapilan
immiinofloresan yogunlugu analizinde Stres grubunda Kontrol grubuna
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4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

gore SIRT1 immiinisaretleme ifadesinde istatistiksel olarak fark
bulunmustur * (p= 0.013). Kontrol ve Inhibisyon grubu arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p=0.15). Stres ve inhibisyon
grubu arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmugtur ****

(p=0.0001).

A: PKOS Grubu SIRTI floresan immiinisaretleme, x40 objektif
biiylitmesi. B: PKOS Grubu AICAR sonrasi SIRT1 floresan
immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi. C: PKOS Grubu
AICAR+EX-527 sonrast SIRT1 floresan immiinisaretleme, x40 objektif
bliylitmesi.

Polikistik over sendromu grubunda SIRT1 intesitesinin karsilastirilmast.

Image J programi kullanilarak yapilan immiinfloresan yogunlugu
analizinde Stres grubunda Kontrol grubuna gore SIRT1 ifadesi
istatistiksel olarak dnemli 6l¢iide arttigi bulunmustur *** (p= 0.008).
Kontrol ve Inhibisyon grubu arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamistir (p=0.147). Stres ve inhibisyon grubu arasinda
istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmustur **** (p=0.0001).

A: AOR Grubu SIRT1 floresan immiinisaretleme, x40 objektif
biiylitmesi. B: AOR Grubu AICAR sonrasi SIRT1 floresan
immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi. C: AOR Grubu AICAR+EX-
527 sonras1 SIRT1 floresan immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi

Azalmis oosit rezervi grubunda SIRT1 intesitesinin karsilagtirilmasi.
Image J programi kullanilarak yapilan immiinfloresan yogunlugu
analizinde Kontrol grubu ile Stres grubu arasinda SIRT1 ifadesinde
istatistiksel olarak 6dnemli fark bulunmamistir (p= 0.111). Kontrol
grubunda Inhibisyon grubuna gore SIRT1 ifadesi istatistiksel olarak
onemli 6l¢iide arttig1 bulunmustur **** (p=0.0001). Stres grubundaki
SIRTI ifadesi inhibisyon grubuna gore istatistiksel olarak arttig1
bulunmustur ** ( p=0.002).

A: HGLS graniiloza hiicreleri ACE2 floresan immiinisaretleme, x40
objektif bliylitmesi B: HGLS graniiloza hiicreleri AICAR sonras1t ACE2
immiinisaretleme, x40 objektif biiylitmesi C: HGLS graniiloza hiicreleri
AICAR+EX527 sonras1t ACE2 floresan immiinigaretleme, x40 objektif
biiylitmesi. 64

HGLS5 graniiloza hiicresi grubunda ACE2 intesitesinin karsilagtirilmasi.
Image J kullanilarak yapilan immiinofloresan yogunlugu analizinde
Kontrol ve Stres grubu arasinda istatistiksel olarak énemli fark
bulunmamistir (p= 0.728). Inhibisyon grubunda Kontrol grubuna goére
ACE2 ifadesi istatistiksel olarak arttig1 bulunmustur **(p=0.009). Stres
ve inhibisyon grubu arasindaki ACE2 ifadesinde istatistiksel olarak
Oonemli fark bulunmamistir (p=0.233).
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4.18. A: Saglikl graniiloza hiicreleri ACE2 floresan immiinisaretlemesi, x40
objektif biiylitmesi B: Saglikli graniiloza hiicreleri AICAR sonrasi
ACE?2 floresan immiinisaretlemesi, x40 objektif biiyiitmesi C: Saglikli
graniiloza hiicreleri AICAR+EX527 sonras1t ACE2 floresan
immiinisaretlemesi, x40 objektif biiyiitmesi.

4.19. Saglikl graniiloza hiicresi (erkek infertilitesi) grubunda ACE2
intesitesinin karsilastirilmasi. Image J programi kullanilarak yapilan
immiinofloresan yogunlugu analizinde kontrol ve inhibisyon grubu
arasindaki ACE2 ifadesinde istatistiksel olarak dnemli fark
bulunmamistir (p=0.999). Kontrol grubunda ACE?2 ifadesi stres grubuna
gore istatistiksel olarak artmistir *** (p=0.0004). inhibisyon grubunda
ACE?2 ifadesi stres grubuna gore istatistiksel olarak artmistir **(
p=0.0017)

4.20. A: PKOS grubu graniiloza hiicreleri ACE2 floresan immiinisaretleme,
x40 objektif biiyiitmesi B: PKOS grubu graniiloza hiicreleri AICAR
sonrast ACE2 floresan immiinigaretleme, x40 objektif biiyiitmesi C:
PKOS grubu graniiloza hiicreleri AICAR+EXS527 sonrast ACE2 floresan
immiinisaretleme, x40 objektif bliylitmesi.

4.21. Polikistik over sendromu grubunda ACE2 intesitesinin kargilastirilmasi.
Image J programi kullanilarak yapilan immiinofloresan yogunlugu
analizinde stres ve inhibisyon grubu arasindaki ACE2 ifadesinde
istatistiksel olarak dnemli fark bulunmamistir (p=0.999). Stres grubunda
ACE2 ifadesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artmistir
*(p=0.0396). inhibisyon grubunda ACE?2 ifadesi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak artmistir *( p=0.0164)

4.22. A: AOR grubu graniiloza hiicreleri ACE2 floresan immiinisaretleme, x40
objektif bilylitmesi B: AOR grubu graniiloza hiicreleri AICAR sonras1
ACE?2 floresan immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi C: AOR grubu
graniiloza hiicreleri AICAR+EX sonras1 ACE2 floresan
immiinisaretleme, x40 objektif biiylitmesi.

4.23. Azalmis oosit rezervi grubunda ACE2 intesitesinin karsilagtirilmasi.
Image J programi kullanilarak yapilan immiinofloresan yogunlugu
analizinde stres ve inhibisyon grubu arasindaki ACE2 ifadesinde
istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmamistir (p=0.999). Kontrol
grubunda ACE?2 ifadesi inhibisyon grubuna gore istatistiksel olarak
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GIRIS

Fertilitenin korunmasinda ve infertilitenin etiyopatogenezinde ovaryum
icerdigi hiicre ve metabolik degisikliklerden etkilenen mikrogevreleri ile siklikla
aragtirilan &nemli bir organdir. Infetilite giiniimiizde giderek artan bir saglk
problemidir. Bir¢ok nedenlerle olugsmasinin yani sira ovaryumdaki ¢esitli hiicrelerin,
Ozellikle graniiloza hiicrelerinin metabolik uyumu ve homoestazi da bunda rol
oynamaktadir. Fertilitenin korunmasinda veya infertilite patogenezinde sadece germ
hiicrelerinin yeri yoktur, aynt zamanda folikiilogenez gibi olgunlagma siiregleri de
etkindir. Folikiilogenez sirasinda degisen folikiil evrelerine gore lokal biiylime
faktorleri, steroidogenez gibi hormonal etki mekanizmalari ile folikiil nisi yani folikdil
ici ortam ve folikiil mikrocevresi de folikiilogenezin baslica yonlendiricileridir.
Folikiilogenez i¢in bu mikrogevreyi saglayan oosit ile yakin iligkili temel hiicre
granuloza hiicreleri olup diger teka hiicreleri ve stromal hiicrelerin de 6nemi biiytiktiir.
Granuloza hiicreleri; graafian folikiile dogru farklanmakta olan folikiillerde oositin
canliligt ve metabolik dengesini koruyarak oosit sag kalimin1 ve matiirasyonunu
destekler. Ovaryumda folikiilogenez sirasinda herhangi bir metabolik strese maruz
kaldiginda, bundan ilk etkilenen ve degisim gdsteren graniiloza hiicreleri
olabilmektedir. Bu da intrafolikiiler ortamda oosit ile haberlesme siirecinde dominant
folikiiliin se¢iminde ve/veya primer folikiilden sekonder, tersiyer folikiile

ilerlemesinde 6nemli rol oynar.

Polikistik over sendromu ve Azalmis Oosit Rezervi gibi hastaliklar infertiliteye
neden olmaktadir. Bu hastaliklar ovaryum ve oosit olgunlagmasinda yer alan

hiicrelerin metabolik degisiklikleri ve enerji stresi ile yakindan iligkilidir.

Folikiiler gelisimin ilerleyemedigi, graniiloza hiicre proliferasyonunda
duraklamanin goriildiigii, sonu¢ olarak kistik folikiillerin gozlendigi polikistik over
sendromu (PKOS), gilinlimiiziin yaygin endokrin bozukluklarindandir. PKOS;
hiperandrojenemi, ovulasyon bozuklugu ve ovaryan polikistik transformasyon ile
karakterize endokrin ve metabolik bir hastaliktir. PKOS'lu hastalar klinik olarak kronik
inflamasyon, oksidatif ve metabolik stres ile seyretmektedir.



Graniiloza hiicrelerinde enerji stresi ile iligkilendirilen ve son yillarda fertiliteyi
de etkileyen bir diger klinik durum da Azalmis Oosit Rezervi’dir (AOR). Azalmis
oosit rezervi tanili kadinlar, diizenli menstriiel sikliisleri olmasina ragmen diisiik
fertilite oranina sahiptirler. AOR, 35 yas alt1 kadinlarda infertilitenin bir nedenidir ve

prevalansi iizerine az sayida calisma yapilmistir.

Grantiloza hiicresinde enerji stresi giiniimiiz kosullarinda tireme biyolojisini
yakindan ilgilendiren bazi proteinlerin gorev aldigi siireclerin arastirma ihtiyacini
ortaya ¢ikarmistir. Kiimiiliis oosit komplekslerinin ihtiya¢ duydugu enerji mitokondi-
riyonlar tarafindan saglanir. Cilinkii mitokondriyon tiim hiicresel iglevler i¢in gerekli
enerjiyi Ureten giic merkezidir. Mitokondriyonun iireme yeteneginin diizenlenme
konusunda anahtar rol oynadigi diisiiniilmektedir. Infertil bireylerde oosit ve
embriyolardaki yliksek ATP igeriginin, daha iyi iireme sonuglar1 ile birliktelik
gosterdigi bildirilmistir. Insan graniiloza hiicrelerinde mitokondriyal disfonksiyon,
steroidogenezin, oosit olgunlasma siirecine ve fertilizasyonunun azalmasina neden
olabilmektedir. Hiicre enerji stresine girdiginde, ATP azaligindan mitokondriyon

fonksiyonunda adaptif degisiklikler meydana gelecektir.

Sitoplazmada SIRT1 ve ACE2 c¢o6ziinebilir proteinlerdir. Folikiillogenez
boyunca graniiloza hiicrelerindeki degisimlere adaptasyon ile iliskilendirilmektedirler.
Enerji stresinde 6nemli yolaklardan biri de AMPK/SIRT1 yolagidir. Enerji stresinde
bu yolakta SIRTI ekspresyonunda artiy meydana gelmektedir. Yakin zamanlarda
hepatositlerde yapilan bir ¢alismada; hepatositlerde SIRT1 artist ACE2 reseptor
sayisini arttirarak enerji homeostazini sagladigini gostermistir, ancak graniiloza

hiicrelerinde SIRT1 ve ACE2 reseptor iliskisi aydinlanmamustir.

Ovaryal stromal hiicreler ile graniiloza hiicrelerinde ve oositlerde de, ACE2
reseptOrii  bulunarak steroidogenezis, folikiiler gelisim, granuloza-lutein hiicre
apoptozu/folikiiler atrezi, oosit maturasyonu ve oviilasyonda etkin rol oynar. SIRT1
de graniiloza hiicrelerinin sitoplazmasinda ve/veya ¢ekirdeginde mevcuttur. ACE2’nin
granuloza hiicresindeki Onemi ile iireme biyolojisine etkilerine ait bilgiler heniiz
kisithidir. Metabolik strese maruz kalan hepatositlerde SIRT1 ve ACE2 artistyla enerji
homeostaz1 gosterilmisken graniiloza hiicrelerinde enerji stresinde SIRT1 ile ACE2

arasindaki direkt ya da indirekt iliski bilinmemektedir.



Bu gerekgeden yola ¢ikarak, ¢alismamizda amag; graniiloza hiicrelerinde in-
vitro kosullarda enerji stresi olusturarak AMPK/SIRT1 yolagi ve ACE2 ifadesi

arasindaki iligkiyi degerlendirmektir.

Bu nedenle arastirma sorularimiz:

* Enerji stresi altindaki graniiloza hiicresinde SIRT1 artiyor mu?
* Enerji stresi altindaki graniiloza hiicresinde ACE2 artiyor mu?

* Enerji stresi altindaki graniiloza hiicresinde SIRT1 artis1 ACE2 ekspresyonuna

nasil etki eder ? Azaltir/ Arttirir ?

* PKOS tanili hastalarin graniiloza hiicrelerinin in-vitro sartlarda enerji stresi

devam ediyor mu ?

* PKOS tanili hastalarin graniiloza hiicrelerinin in-vitro sartlarda enerji stresi

varsa, artmasi beklenen SIRT1 ACE2 ifadesini degistirir mi?

* AOR tanili hastalarin graniiloza hiicrelerinin in-vitro sartlarda enerji stresi
devam ediyor mu?
* AOR tanili hastalarin graniiloza hiicrelerinin in-vitro sartlarda enerji stresi
varsa, artmasi beklenen SIRT1 ACE2 ifadesini degistirir mi?
Bu hedef dogrultusunda olusturdugumuz hipotezimiz graniiloza hiicrelerindeki
enerji stresi nedeniyle AMPK yolagi aracili SIRT1 artis1t ACE2 ifadesini azaltarak etki

eder.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ovaryum Histolojisi

Ovaryum, iki adet ve her biri oval, tunica albuginea adi verilen kalin bag
dokusundan kapsiile sahiptir. Germinal epitel olarak bilinen tek katli yassi ya da
kiiboidal mezotelle kaplidir. Ovaryum iki tabakadan olusmaktadir, folikiilleri iceren
distaki korteks tabakasi ve vaskiiler bag dokudan oldukg¢a zengin stroma, igteki

medulla tabakasidir [1].

Korteks, tunika albugineanin derininde folikulleri igerir. Ovaryan folikiiller,
primer oosit ve onu ¢evreleyen destek hiicrelerinden olusur. Bu destek hiicrelerinden
yasst olanlar folikiil hiicreleri olarak isimlendirilir, folikiilogenez sirasinda bu yassi

hiicreler kiibik bigim alir ve graniiloza hiicreleri olarak adlandirilir [2].

Embriyonik gelisim sirasinda, disi germ hiicresi oogonyum mitoz bdliinmeler
gegirir. Embriyonik donemin ilk ayinda, primordial germ hiicre popiilasyonu, vitellus
kesesi duvarindan primordial gonadlarin gelisecegi alana go¢ eder. Ovaryum
farklanmasinin temel belirleyici yolagi Wnt yolagidir ve Wnt4 bu farklanmada en
onemli rolii oynamaktadir [3]. Primitif gonadin korteksi ovaryumlara farklandiktan
sonra besinci haftada primer seks kordonlarini igerir. Bu mitotik aktivite, insanlarda
gebeligin 11-12. haftalarinda sona erer ve oogonia kiimeleri, ilk mayotik boliinmenin
uzun profaz agamasina girer. Bu hiicrelerin bir kism1 apoptotik hiicre 6liimiine ugrar.
Ancak digerleri mayozun diger asamalarina ilerlemeden, uzun slire mayozun ilk
boliinmesinin profaz evresine girer ve bu evrede latent olarak kalir. Mayotik
duraklamadaki bu hiicrelerin her biri folikiil hiicresi ad1 verilen tek katli yassi epitel
hiicreleriyle ¢evrelenir. Primordiyal folikiiller ergenlige kadar degisime ugramazlar.
Genellikle her adet dongiisii sirasinda, sadece bir oosit mayoz boliinmeye devam eder
ve ovulasyon ile atilir. Bir kadinin iireme siireci yaklasik 30-35 yil oldugundan,
ovulasyon ile ovaryumlardan sadece yaklasik 450 oosit atilir. Digerleri atrezi yoluyla

dejenere olur.

Ovaryumda oositler, folikiiller icerisinde gelisen biiylik hiicrelerdir ve

embriyoya niikleer genetik materyalin yarisim1 saglamaktadir. Memelilerde oositler,



parakrin etki yani cevredeki somatik hiicrelerle baglantilar kurarak uzun siireli
kompleks bir gelisim siirecinden geger. Oosit ve somatik hiicreler arasindaki bu
iletisim, oosit metabolizmasini, hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesini, hiicre
dongiisiinlin ilerlemesini ve fertilizasyonu kontrol eden bir¢ok diizenleyici sinyalin

aligverisine olanak tanir [4].

2.2 Folikiilogenez

Folikiilogenez fetal yasam sirasinda baslar. Primordiyal germ hiicrelerinin
embriyonik genital ¢ikintiya gocii aslinda bu siirecteki en erken olay olarak kabul edilir
[5]. Primordiyal germ hiicrelerinin genital ¢ikintiya yerlesiminden sonra, bipotansiyel
gonad olusur ve daha sonra ovaryum/testise doniigiir. Gonaddaki somatik, stromal
hiicrelerin eszamanli gelisimi primordiyal germ hiicrelerinin farklilagmasinda ¢ok

onemli bir rol oynar [6] .

Ovaryumda folikiilogenez sirasinda primer folikiiller, her biri iki veya daha
fazla ¢ogalan graniiloza hiicresi katmaniyla ¢evrelenmis bir oosit igeren multilaminar
primer folikiillere doniisiir. Bu folikiiller daha da biiyiiyerek preantral asamaya ulasir.
Bu asamada, graniiloza hiicrelerinin disinda bazal membran olusur, interna ve eksterna
olarak boliinmiis yeni bir stromal hiicreler iceren teka tabakalari folikiilleri ¢evreler.
Teka hiicreleri tabakasi, graniiloza hiicreleri tarafindan dstrojen iiretimi i¢in substrat
olan androjenlerin kaynagidir. Vaskiilarizasyon teka hiicreleriyle sinirlidir ve damarlar
bazal membranin 6tesine ge¢mez. Bu kosullar altinda i¢ folikiil avaskiilarize kalir.
Folikiillerin primordiyalden preantral asamaya kadar biiylimesi gonadotropin
stimiilasyonundan bagimsizdir, bu siire¢ hem oosit hem de stromal hiicrelerden
kaynaklanan lokal sinyallerin ¢ift yonlii iletisimi ile kontrol edilir. Folikiilogenezde
oosit matiirasyonu hem graniiloza hiicrelerinin hem de teka hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
farklilagsmasiyla diizenlenir. Baz1 molekiiller, yani 1kDaltondan daha kii¢iik olanlar
oosit de dahil olmak {izere cesitli folikiil hiicreleri arasindaki oluklu baglantilar
araciligiyla aktarilirken, proteinler kendi reseptorleri araciligiyla etkilerini ortaya
cikarir. Preantral folikiillerde ortaya ¢ikan ici s1vi dolu bosluklar en sonunda birleserek
antrumu olusturur. Antral folikiiller iki graniiloza hiicresi alt popiilasyonu ile

karakterize edilir; bunlar oositi ¢evreleyen kiimiiliis hiicreleri ve folikiil duvarim



kaplayan mural graniiloza hiicreleridir. Antral folikiillerin ¢ogu atretik
dejenerasyondan gecer ve yalnizca birkagi hipofizden salgilanan folikiil uyarici
hormon (FSH) ve luteinize hormona (LH) yanit verir. Antral folikiilii etkileyen ilk
gonadotropin olan FSH, graniilloza hiicrelerinin hayatta kalmasindan ve
cogalmasindan, Ostradiol {iretiminden ve LH reseptorlerinin ekspresyonundan
sorumludur. Yiiksek konsantrasyonda LH reseptorleri eksprese eden antral folikiiller,
bu gonadotropine yanit olarak ovulasyon Oncesi Graafian folikiillerine doniisiir.
Ovulasyon oncesi LH dalgalanmasi1 Graafian folikiillerini aktive ederek oosit
olgunlagmasi, kiimiiliis hiicre musifikasyonu, folikiil riiptiirii ve ardindan oositin disari

atilmasi gibi bir dizi olayi tiretir. Bu olaylar dizisi ovulasyon olarak adlandirilir [7].

Folikiilogenez ve oogenez, sonug olarak steroid hormonlarinin ve diger sinyal
molekiillerinin {iretimi, metabolik hormon sinyalizasyon siirecine yanit veren, bu
mekanizmalarla diizenlenen ovaryan siireglerdir. Oogenez, embriyonik gelisimin
erken donemlerinde, mitotik olarak boliinerek ¢ogalan, programlanmis hiicre Sliimiine
maruz kalabilen veya primer oosit olarak mayoz bdliinmeye girerek oogonia'y
olusturan primordyial germ hiicreleriyle baslar. Primer oositler mayoz bdliinmeyi
tamamlamaz, bunun yerine profaz asamasinda duraklar ve primordiyal folikiil adi
verilen yapilardaki tek tek graniiloza hiicrelerinden olusan bir kilifla g¢evrelenir.
Kadinlar oosit rezervini olusturan yaklasik bir milyon atretik olmayan primordiyal

folikiil ile dogarlar (Sekil 2.1) [8].
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Sekil 2.1. Folikiilogenez ve oosit olgunlagsmasinin asamalari [8].



Atreziye veya apoptoz aracili dejenerasyona ugrayan primordiyal folikiiller
gittikce biiyliyen folikiil havuzuna siirekli olarak katilir. Primordiyal folikiiller
bagimsiz bir kan kaynagina sahip olmadigindan, folikiilogenezin erken agamalarinda
sinirlt endokrin diizenlenmesi altindadir; primordiyal folikiilden primer folikiile gecis
biiyiik dl¢iide ovaryum i¢i parakrin sinyalizasyon tarafindan kontrol edilir. Primer
folikiiliin graniiloza hiicreleri, FSH reseptorlerini eksprese etmeye baslar ve FSH,
sekonder folikiile ilerlemenin uyarilmasinda rol oynar. Folikiilii saran teka hiicreleri,
sekonder folikiil evresinin sonlarinda LH reseptorleri gelistirir ve antral folikiil
gelistikce teka tabakasi giderek daha fazla vaskiilarize olur. Folikiilogenezin preantral
asamalar1 siirekli olarak, neredeyse tamami atreziye doniigen ve gelismekte olan
folikiillerden olusan bir havuz olusturur. Ancak ergenlikten sonra gonadotropinlerin
uyarilmastyla her ay yaklasik 10 antral folikiilden olusan ¢ok kiigiik bir grup, daha
fazla olgunlagsma i¢in toplanir. FSH ve LH'a yanit olarak graniiloza hiicreleri ve teka
hiicreleri, androjenler, Ostrojenler ve progesteron liretmek i¢in steroidogenezde birlikte
rol alirlar. Dominant folikiil, FSH tiretimini baskilamanin yani sira lokal etki gosteren
Ostradiol ve diger sinyal faktorlerinin iiretimini artirir; boylece dominant olmayan
folikiilleri atreziye iter, ¢iinkli daha az FSH reseptoriine sahiplerdir ve folikiiler atreziyi
inhibe eden bir hayatta kalma faktorii olan FSH icin rekabette geride kalirlar.
Dominant antral folikiil olgunlasmaya devam ettik¢e oosit mayoz boliinmeye devam
eder. Sonunda, siirekli yiiksek Ostradiol seviyeleri hipofizden iiretilen LH ve FSH'da
bir artis1 tetikleyerek folikiil riiptiiriinii ve kiimiiliis hiicreleri ad1 verilen destekleyici
graniiloza hiicreleriyle ¢evrelenen oositin ovulasyonunu tetikler. Bu arada, kalan

folikiil hiicreleri, korpus luteum ad1 verilen gegici bir endokrin beze farklanir [9].

Folikiilogenez sirasinda biiylime ve olgunlasma siirecinde metabolik ihtiyaclari
desteklemek i¢in graniiloza hiicreleriyle oositin fiziksel temas1 gerekir. Metabolik
isbirligi fertilizasyon sonrasi embriyonun biyoenerjik gereksinimlerini dogrudan
etkiler. Oositlerin veya graniiloza hiicrelerinin gen ekspresyon profili, bu iki hiicre

arasindaki farklilig1 net bir sekilde ortaya ¢ikarmistir.

Biiytime farklilagsma faktori 9 (GDF9) ve kemik morfogenetik proteini 15
(BMP15) gibi oosit tarafindan salgilanan faktorler, oositlerde bulunmayan ancak

graniiloza hiicrelerinde islevsel olan enerji metabolizmasi ve kolesterol biyosentezinin



modiilasyonunda dogrudan rol oynar. Diger benzer oosit parakrin faktorleri,
implantasyon ger¢eklesmeden ¢ok dnce biiyiime, olgunlagsma ve hatta embriyogenez
siirecindeki metabolik ihtiyaclar1 karsilamak amaciyla graniiloza hiicrelerini etkiler

(Sekil 2.2) [10].
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Sekil 2.2. Teka hiicreleri, graniiloza hiicreleri ve oosit arasindaki parakrin ve otokrin
etkilesimler [10].

Oosit ile onu gevreleyen hiicreler arasindaki yakin temasin silire¢ boyunca
stirdiigii bilinmektedir. Folikiil biiylime asamasinin baglangicinda, oositi ¢evreleyen
pre-graniiloza hiicrelerinin sayist sinirlidir ancak o6zellikle gamet ile yakin temas
halinde olanlarda artis meydana gelir. Pre-graniiloza hiicrelerinin sitoplazmik
membranlart baglangicta yan yana bulunup, zonula adherens ve desmozom yoluyla
oosit oolemmasina baglanir. Folikiil ve oosit birlikte biiyiir, ¢evredeki somatik
hiicreler gamet yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde boliinerek gogalir. Ilk biiyiime
asamalar1 yavastir ve tamamlanmasi aylar siirer. Zona pellusida, graniiloza hiicrelerini
primer oositten asamali olarak ayiran bir glikoprotein yapisinda tabakadir. Zona

pellusida ZP1, ZP2, ZP3 ve ZP4 glikoproteinlerinden olusmaktadir (Sekil 2.3) [11].
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Sekil 2.3. Folikiiliin mikro ortami i¢inde ¢ift yonlii iletisim [11].

Bu iletisim folikiilogenez i¢in gereklidir ve bilinen temel rollerinden biri
mayotik duraklamay1 siirdiirmek igin siklik niikleotidleri oosit sitoplazmasina
tagimaktir. Transzonal uzantilar agik uglu degildir. Molekiiller, her iki membrani da
kapsayan oluklu baglantilar araciligiyla aktarilir. Teka ve graniiloza hiicreleri
tarafindan algilanan LH dalgalanmasi, parakrin etki yoluyla kiimiiliis hiicrelerine
iletilir, bu da oluklu baglantilar yoluyla molekiiler transferlerin destabilizasyonuna,
kapanmasina veya durmasina yol agar [12]. Boylece kiimiiliis hiicreleri mayoz
boliinmenin kesintiye ugramasi ile ilgili son kontrolii saglar. Kiimiilis graniiloza
hiicrelerinin bir diger 6nemli rolii de oosite enerji substratlarinin saglanmasidir. Oosit,
ATP iretmek i¢in laktat, piruvat ve kreatinin kullanir, bu da transzonal uzantilar
araciligiyla graniiloza hiicreleri tarafindan saglanir. Oosit sitoplazmasinda sayilar
30.000 ila 1.000.000 arasinda oldugu tahmin edilen, ancak glikoliz veya oksidatif
fosforilasyon yoluyla ATP iiretmede verimsiz olan 6zel mitokondri grubuna sahiptir.
Oosit mitokondrisi folikiilogenez sirasinda konformasyonel doniistimler gegirerek
kiicik ve yuvarlaktan, embriyonik genom aktivasyonu tamamlandiktan sonra
fertilizasyon sonrasi bilinen oval bir forma gecger. Ancak mayoz boliinmenin yeniden
baslamasimi takiben meydana gelen transzonal uzantilarin geri ¢ekilmesine kadar,
kiimiiliis hiicreleri oosit igin ATP kullanilabilirligini kontrol eder. Bunun 6nemi, gamet

depolanmis mRNA'nin maternal rezervlerini olusturmak i¢in genomunu yonetmek,
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transkripsiyonunu yapmak ve proteinlerin translasyonu i¢in daha fazla enerjiye ihtiyag
duyar.

2.3. Graniiloza Hiicresi

Graniiloza hiicreleri ovaryumda yer alan ve ovaryumun fonksiyonel
aktivitesinde 6nemli rol oynayan hiicrelerdir. Ovaryumda folikiil i¢indeki gametin
gelisimini  destekleyen, birbiriyle iletisim kuran, birbirine bagimli hiicreler
toplulugudur. Antral folikiiliin gelisimi biiyiik olglide hipotalamus-hipofiz-gonadal
aksi1 araciliiyla kontrol edilirken, folikiiler olgunlagsma ve oogenez daha ¢ok folikiil
ici iletisime baglidir. Folikiilogenez, folikiiliin tamamen islevsel hale gelinceye kadar
bliylidiigli tiim siireci ifade eder. Ovaryan dongii, FSH tarafindan biiyiimenin
uyarilmasini ve graniiloza hiicreleri tarafindan Gstradiol salgilanmasi yoluyla negatif

geri bildirim mekanizmasini igerir [13].

Implantasyon igin gametlerin, embriyolarin ve maternal ortammin kalitesi,
gebelik veya canli dogum elde etmede ¢ok 6nemli parametrelerdir. Folikiiler hiicreler
(graniiloza hiicreleri ve teka hiicreleri) ve oositler arasinda iletisim, karsilikli etkilesim
ile diizenlenir. Oositlerin canlilif1 ve lireme potansiyeli hakkinda bilgi edinmek i¢in
aragtirmalarda kiimiilis ve graniiloza hiicreleri kullanilabilir. Spesifik olarak,
ovulasyondan sonra oositlere eslik eden kiimiiliis hiicreleri ayn1 zamanda oosit
beslenmesinde 6nemli olan bir¢ok sitokin, biiylime faktorii ve steroid salgilama
yetenegine de sahiptir. Hem graniiloza hem de teka hiicreleri steroid iireten hiicrelerdir.
Teka hiicreleri, graniiloza hiicrelerinde dstrojen sentezinin dnciileri olarak gorev yapan
progesteron (P4) ve androjenleri sentezler. Ostradiol (E2) folikiiliin hayatta kalmasimni,
biiylimesini, antrum olusumunu ve oosit sagligini iyilestirirken, P4 folikiiliin hayatta

kalmasi tizerinde ¢ok az yararli etki saglar [14].

Steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) ve 3-beta hidroksisteroid
dehidrojenaz; steroidogenezde yer alan anahtar faktorlerdir, oosit kalitesi ve gebelik
sonuglartyla iligkilidir. Mitokondriyonun steroid hormon biyosentezi igin kritik
organellerdir. Steroid hormonlarinin biyosentezinde baslatilan ve hiz sinirlayict adim,
kolesteroliin mitokondriye transferidir ve bu da StAR tarafindan kolaylastirilir. Bu

nedenle, saglam bir mitokondriyal membran potansiyeline sahip fonksiyonel
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mitokondriyonun graniiloza hiicre steroidogenezini kolaylastirdigi gosterilmistir [15].
Calismalar, ayirici karbonil siyaniir m-klorofenil hidrazonun mitokondriyal membran
potansiyelini bozdugunu ve StAR''n mitokondriyal matrikse tasinmasini 6nledigini
bildirmistir [16]. Ayrica hiicrelere Fo/F1 ATP inhibitorii olan oligomisin eklenmesi,
ATP sentezinde StAR protein ekspresyonunda ve P4 iiretiminde azalmaya neden olur.
Ayrica diger bazi ¢alismalarda, mitokondriyal DNA (mtDNA) 4977 bp silinmesi gibi
graniiloza hiicrelerinde mitokondriyal genom mutasyonlarinin ortaya ¢ikmasinin,
graniiloza hiicre apoptozu ile iliskili oldugunu géstermistir. Mitokondriyonun kadin
tireme siireglerini kontrol eden anahtar organel oldugu gosterilmistir. Dejenere
graniiloza hiicreleri ve kiimiiliis hiicrelerinin mitokondriyal sisme ile iliskili oldugu,
hiicre apoptozuna ve folikiil atrezisine yol agtigr gdsterilmistir. Caligmalarla,
endometriozis ve PKOS hastalarinda graniiloza hiicre sayisinda azalma, hiicre
canliliginda azalma ve insan graniiloza hiicrelerinde mitokondriyal anormalliklerde
artis bulundugunu ortaya ¢ikarmistir [14]. Son arastirmalar, endometriozis veya
PKOS'lu hastalarin graniiloza hiicrelerinde mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve
mutasyon oldugunu gdstermistir. Graniiloza hiicreleri folikiil ve oosit sagliginin kritik
ve onemli sensorleridir. Graniilozadaki mitokondriyonun oosit kalitesi ve fertilizasyon
kapasitesinin korunmasinda kritik neme sahip oldugu bilinmektedir [17]. Graniiloza
hiicrelerinin mitokondriyal disfonksiyonunun, steroidogenez, oosit olgunlasma hizi ve
fertilizasyon oranindaki kiiresel diisiise katkida bulunabilecegi ve sonugta fertiliteyi

tehlikeye atabilecegi gosterilmistir [14].

Folikiil gelisimi sirasinda, oosit igindeki mitokondriyon, mitokondriyal
biyogenez yoluyla O6nemli miktarda sayisal genislemeye maruz kalirken,
mitokondriyal otofajiye yonelik mekanizmalar embriyogenezin 4-8 hiicre agamasina
kadar gizli kalir. Ovulasyon zamaninda mitokondriyal biyogenez durur ve
implantasyon zamani civarindaki blastosist asamasina kadar devam etmez. Bu
nedenle, her hiicre boliinmesi sirasinda mitokondriyal icerik ve mtDNA kopya sayisi
hiicre basina azaltilir ve blastosistin basarili bir sekilde gelistirilmesi ve ardindan

implantasyon i¢in kritik bir esik sayisin1 korur [18].

Her ne kadar hem teka hem de graniiloza hiicreleri endokrin fonksiyonuna

katilsa da, graniiloza hiicreleri, parakrin faktdrlerin yani sira oluklu baglant1 yoluyla
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calisan ¢ift yonlii iletisim ile 6zellikle oosit ile uyum iginde ¢aligir ve bu da sonugta

fertilizasyona uygun oositlerin biiyiimesi ve olgunlagsmasiyla sonuglanir [18].

Steroidogenez i¢in iki hiicreli modelde, progestinler ve androjenler teka
hiicrelerinde sentezlenir, komsu graniiloza hiicrelerinde Ostrojenlere doniistiiriiliir.
Grantiiloza hiicreleri de progestinler iiretir. Steroidogenez siireci, steroid hormon
biyosentezi i¢in gerekli 0zel enzimleri barindiran steroidojenik hiicreye ozgi
mitokondriyona baghdir. Graniiloza ve teka hiicrelerinin yani sira mitokondriyonun
steroid hormon iretimindeki rolii bilinmektedir. Spesifik olarak graniiloza
hiicrelerinde mitokondriyon, steroid hormon iiretimine entegre olan iki siire¢ i¢in de
kritik Oneme sahiptir; kolesteroliin mitokondriyona tasinmast ve kolesteroliin

enzimatik olarak steroid hormonlara doniistiirtilmesidir [19].

2.4. Ovulasyon

Ovulasyon oncesi, LH artis1 teka ve graniiloza hiicreleri tarafindan algilanir;
cAMP akisin1 durdurarak yanit veren epiregulin, amfiregulin, betaseliilin,
neuregulinler ve digerleri gibi epidermal biiylime faktorii sinyal yoluyla kiimiiliis
hiicrelerine iletilir. Bdylece oositte mayozun yeniden baslamasini tetikler. Buradaki
cAMP akist endokrin degildir, daha ¢ok kiimiiliis hiicrelerinden zona pellusida
boyunca uzanan ve oolemma ile dogrudan temas kuran transzonal projeksyonlar

olarak adlandirilan, tiibiiler kanallar yoluyla meydana gelir [13].

Ovaryum disinda dogrudan oosit ilizerinde etkili olan higbir sinyal yolu
bulunmamaktadir. Aslinda oositin FSH veya LH i¢in reseptorleri yoktur ve hatta
komsu hiicrelerde gonadotropin reseptor ekspresyonunun baskilayicilarini salgilar. Bu
nedenle dis sinyallerini ara hiicreler araciligiyla alir. Tirozin kinaz reseptorii (cKit)
oosit ve teka hiicrelerinde eksprese edilirken, KIT ligandi graniiloza hiicreleri

tarafindan salgilanir ve oosit biiyiimesi ile birlikte teka hiicre farklanmasimi etkiler
[20].

Transzonal uzantilar, folikiilogenezin sekonder agsamasinin sonunda meydana
gelen zona pellusida ile ortaya ¢ikar. Bu, gamete yakin hiicrelerin kiimiiliis hiicrelerine

farklandigi, daha uzaktakilerin ise graniiloza hiicreleri olarak kaldigi bir evrenin
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baslangicin1 gdsterir. Insan oosit komplekslerindeki transzonal uzantilarin sayisinin
folikiilogenez sirasinda arttig1 gosterilmistir. Hiicresel uzantilar statik yapilar olmayip
bliyliyen folikiil i¢cinde degisir. Cogu transzonal uzanti aktin filamentlere sahipken,

bazilar1 mikrotiibiiller de igerir [21].

In-vitro fertilizasyon calismalarinda ortaya kondugu gibi oogenezin gec
asamalarinda bile deniide oositlerin mayoz bdliinmeye devam etmedigi gozlenir.
Deniide oositler bazen tamamen kiimiiliis-oosit kompleksleri ile cevrili ko-kiiltiir
yoluyla degerlendirilir. In-vitro kosullarda gruplar halinde olgunlasan oositlerin
bireysel olarak olgunlasanlara gore genellikle daha iyi sonug verdigi rapor edilmistir.
In-vitro oosit maturasyonu sirasinda gogalan kiimiiliis hiicreleri gameti cevreleme
egiliminde oldugundan, matiir oositin izolasyonunu zorlastirir. Kiimiiliis hiicrelerinin
bir oositten ayrilip komsu deniide oosite yeniden baglandig1 gézlemlenmistir. Bu tiir
yeni baglantilarin islevsel oldugu, oositin olgunlagsmasini desteklemeye Onemli
katkilarda bulundugu ve cesitli faktorler salgilayarak yakinindaki oositlerin

olgunlagmasina yardimei oldugu goriilmiistiir [22].

Oositler, graniiloza hiicreleri ve folikiiler sividan olusan bir ¢evrede folikiil
icinde gelisir. Antral folikiilde, graniiloza hiicrelerinin 6zel bir alt grubu olan kiimdiliis
hiicreleri transzonal projeksiyonlarindaki oluklu baglantilar yoluyla oosite baglanir ve
kiimiiliis-oosit kompleksi ad1 verilen bir yap1 olusturur. Oosit ve kiimiiliis hiicrelerinin
metabolik olarak birbirine bagimli oldugu bilinmektedir. Kiimiiliis hiicreleri, oosit ve
cevresi arasinda biyolojik bir bariyer gorevi goriirken, kiiciik diizenleyici faktorlerin
ve metabolitlerin folikiil ile fiziksel transferine izin verir. Kiimiiliis hiicreleri oositin
metabolize edemedigi glikoz gibi iirlinleri metabolize eder. Ayni zamanda oositlerdeki
glutatyon igeriginin arttirllmasint saglar, antioksidan katalaz iiretimi yoluyla oositi
oksidatif stresin neden oldugu hasarlardan korur. Oositlerin metafaz Il agamasi ile
mayotik olgunlasmasi, glikoliz yoluyla piruvat ve laktat lireten kiimiiliis hiicreler
tarafindan desteklenir. Ote yandan, kiimiiliis hiicreleri de oosit yoklugunda metabolik
olarak yetersizdir. Graniiloza hiicrelerinden kiimiiliis oosit kompleksi olusumu GDF9

ve BMP15 oosit tarafindan salgilanan faktorler tarafindan diizenlenir [3].
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2.5. Ovariyan Metabolizma ve Homeostaz

Hiicresel besin sensorleri hipotalamusta, hipofizde ve ovaryumda bulunur;
burada lokal metabolitleri veya enerji tasiyan molekiilleri etkiler, kadin tireme
sisteminin isleyisini yonetmek i¢in farkli hiicresel etkenlerle iletisime girer. Bu besin
sensorleri disi lireme fonksiyonu iizerinde dogrudan veya dolayli etkiler yaratir.
Gamet, kendisini ¢evreleyen hiicrelerle dnemli bir ortaklik i¢indedir. Bu arada oosit,
folikiiler biiyliimenin siirdiiriilmesini saglar. GDF9 ve BMP15 gibi faktorler
araciligiyla, graniiloza ve teka hiicreleri arasi iletisim, folikiiliin biiylimesini,

farklilagmasini ve 6limiinii diizenler.

Ovaryumda artan amino asitlere ve biiylime sinyallerine yanit olarak anabolik
stiregleri destekleyen rapamisinin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR), diger
metabolik agidan 6nemli fonksiyonlarin yani sira primordiyal folikiil aktivasyonu ve
graniiloza hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde rol oynar. Benzer sekilde, hiicresel
enerjideki azalma ile etkinlesen bir besin sensorii olarak AMPK, puberte ile oosit
olgunlagmasina kadar uzanan organizmanin enerji homeostazisinin korunmasinda rol
oynar [9]. Hiicresel besin sensorleri, besin algilama fonksiyonlarinin yani sira,
metabolik hormonlarin iireme fizyolojisindeki bazi etkilerini yonlendirici sinyal
aracilaridir.  Adiponektin, mTOR inhibisyonunu ve AMPK aktivasyonunu
indiikleyebilirken, insiilin kaskadi, mTOR aktivitesini artirma ve AMPK'yi inhibe
etme kapasitesine sahiptir. Ancak bu iligkilerin tireme islevleri sirasinda tanimlanmast,

dokuya 6zgii ve reseptor etkilesimler nedeniyle karmasik hale gelmektedir [23].

Oositin gelisimi somatik hiicrelere gore daha fazla enerji tiiketir ve bunun
avantaji embriyo gelisiminin ilk giinleri i¢in gerekli olan enerji tiretimi icin yeterli
substrat1 saglamasidir. Bu nedenle, oositin iyi dengelenmis enerji metabolizmasi,
embriyo gelisimini ve kalitesini etkiler. Memeli hiicresi i¢in en yaygin enerji
kaynaklar1 glikoz veya yag asitleridir. Hiicrenin sitozoliine girerler ve asetil-CoA'ya
dontisiirler, bu da sonunda enerji liretimi i¢cin ATP'ye oksitlenir. Yag asitleri (-
oksidasyon yoluyla kullanilirken, glikoz esas olarak glikoliz, pentoz fosfat yolu ve
heksozamin yolu igin substrattir. Her iki substratin oksidasyonu mitokondriyonda
gerceklesir. Yag asitleri glikoza gore ¢ok daha yiiksek miktarda enerji elde edilmesini

saglar. Enerji Uiretimi stiregleri hassas bir sekilde kontrol edilir ancak ayni zamanda
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hiicrenin ¢evre kosullarina uyum saglar. Metabolik dalgalanmalarin temel nedenleri
enzimlerin, substratlarin  varligindan ve enzimlerin Kkatalitik aktivitesinden
kaynaklanmaktadir. Sinirli substrat varligi, hiicrenin tercih edilen enerji metabolizmasi

yolunu se¢mesine degil, o anda var olan en uygun yolu kullanmasina yol agar.

Fertilite beslenme gibi fizyolojik bir¢ok siireci birlestiren karmasik bir
diizenlenim igerir. Tim bu parametreler yalnizca genel metabolik siirecleri
etkilemekle kalmaz, aymi zamanda annenin lipid veya glukoz metabolizmasi
bozukluklar1 yoluyla oosit ve embriyo kalitesini de etkileyebilir [24] . Insanlarda asir1
kilolu veya obez kadinlarda gebelik ve canli dogum oranlart azalmis ve oosit kalitesi
onemli Ol¢lide azalmistir. Kiimiiliis-oosit kompleksleri enerji metabolizmalarini
glikoza dayandirir ve olgun kiimiiliis oosit kompleksleri, olgunlasmamis olanlara gore
iki kat daha fazla glikoz ve piruvat tiikketir [25]. Oositin fertilizasyona hazirlanmasi
stirecinde meydana gelen degisiklikler enerji ihtiyacinin yiiksek oldugunu gosterir.
Oositin  kendisi, diisiikk fosfofruktokinaz aktivitesi nedeniyle diisiik glikoz
metabolizmast kapasitesine sahiptir. Ayrica hidrofilik yapis1 nedeniyle, glikoz
membran boyunca yayillamaz ancak c¢Oziinmiis tasiyict ailenin besin tastyicilari
aracilifiyla taginir. Bu nedenle oositler GLUT tastyicilari nedeniyle in vivo veya in
vitro maturasyon ortaminda folikiller sividaki glikozu absorbe eden kiimiiliis
hiicrelerinin metabolizmasindan etkilenir [26]. Kiimiilis hiicre katmanlarinda
glikozun gegisi dis katmanlardaki hiicreler tarafindan alinip; hem kolaylastirilmis
transport hem de difiizyon yoluyla oluklu baglantilar kullanarak korona radiataya ve
oosite ilerlemesiyle gergeklesir. Yiiksek fosfofruktokinaz aktivitesi nedeniyle kiimiiliis
hiicreleri glikozu piruvat, laktat veya NADPH'ye doniistiiriir ve bunlar ayrica oositlere
aktarilir. Piruvat ve laktat daha sonra TCA yoluyla metabolize edilir ve bunu oosit
gelisimi igin gerekli olan enerji oksidatif fosforilasyon yoluyla elde edilir. Oosit de
kiimilis hiicrelerindeki glikolitik genlerin artisini diizenleyerek piruvatin kullanimini
saglar. Piruvat, oosite dogrudan tasinmasi disinda kiimiiliis hiicreleri tarafindan da
salgilanabilir ve oosit tarafindan cevredeki ortamdan toplanabilir. Glikolizin up
regililasyonu, oosit maturasyonuna bagl olarak oosit tarafindan salgilanan parakrin
faktorler tarafindan gergeklestirilir, sadece maturasyonunu tamamlamis oosit bu

kapasiteye sahiptir [27].
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2.5.1. Enerji Metabolizmasi1 ve Mitokondriyal Fonksiyon

Grantiloza hiicrelerinin temel islevlerinden biri oosit olgunlagsmasi i¢in gerekli
olan metabolitleri ve besin maddelerini tasimaktir. Folikiillerdeki graniiloza
hiicrelerinin ¢ogalmas1 ve farklilagsmasi oosit olgunlasmasiyla es zamanh gerceklesir
ve bu iki hiicre metabolik olarak birbirine baghdir. Graniiloza hiicrelerinin
mitokondriyonlar1 tarafindan iretilen piruvat, oositin glikozu metabolize etme
kapasitesinin yetersiz olmasi nedeniyle oosit olgunlasmasi sirasinda temel enerji

kaynagidir.

Graniiloza hiicreleri, folikiiler mikrogevredeki glikozu glikoliz yoluyla

metabolize eder ve iiretilen kendi piruvatlarini oluklu baglant1 yoluyla oosite saglar.

Mitokondriyal genetik bozukluklarin ¢ogu, oosit yoluyla anneden kalitsaldir;
bu nedenle annenin mitokondriyal genomu kritiktir. Fertilizasyon sonrasi olaylar i¢in
fetiisiin biiyilk miktarda enerjiye ihtiyaci vardir. Yine de mtDNA'daki mutasyonlar
oksidatif fosforilasyon yolunu ve hiicresel enerji liretimini bozarak diisiiklere yol agar.
Sperm gibi, oositteki mtDNA kopyalariin sayis1 da hiicre ¢ogalmasiyla dogrudan
iliskilidir; dyle ki, cogalamayan hiicreler, diger hiicrelere gére 6nemli dl¢lide daha az
mMtDNA kopyasina sahiptir. Sonug olarak, yetersiz mitokondriyal biyogenez veya
sitoplazmik olgunlasma nedeniyle diisiik mMtDNA igerigi oosit fertilitesini olumsuz
yonde etkileyebilir. Diisiik mtDNA sayilar1 yash kadinlarda infertilitenin 6nemli bir
nedenidir [28].

Mitokondriyon, oosit olgunlagmasi, fertilizasyon ve erken embriyonik gelisim
sirasinda transkripsiyon ve translasyonu desteklemek i¢in enerji ve yapi taslari saglar.
Oositlerdeki mitokondriyonun kalitesi, oositin ve gelisen embriyonun Kkalitesini
belirler [29]. Mitokondriyon, hiicresel fonksiyon icin gerekli olan ¢ok sayida
metabolik, epigenetik, kalsiyum sinyalizasyonunu ve redoks siirecini koordine eder
dolayisiyla da mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun oosit yaglanmasina onemli

katkida bulundugu tartisilmaktadir [29].

Oositler oksidatif fosforilasyon yoluyla enerji iiretirler. Oositin biyoenerjetik

durumu onun gelisimsel yeterliligini etkiler; Onceki arastirmalar mitokondriyal
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membran potansiyelinin ve oosit ATP iceriginin embriyonik implantasyon yeterliligini
etkiledigini  gostermistir. Oositlerdeki mitokondriyal membran potansiyeli
yaslanmayla birlikte kademeli olarak degismektedir ve mitokondriyal aktivitenin oosit
gelisim yeterliliginin bir gostergesi oldugu bilinmektedir. Yaslh oositlerin maksimum
solunum kapasitesi, ATP'ye bagli solunum seviyelerinin azalmasiyla birlikte 6nemli
Ol¢iide azalir. Azalan ATP iiretimi, metabolik aktivitenin azalmasina yol acar ve ayrica
hiicre dongiisii diizenlemesini, mitotik igciklerin olusumunu, kromozomlarin
ayrilmasini, fertilizasyonu, embriyo gelisimini ve implantasyonu etkiler. Basaril1 oosit
olgunlagmasi i¢in dengeli enerji tiiketimi ¢ok dnemlidir ve uygunsuz mitokondriyal
fonksiyon, son zamanlarda oosit gelisim yeterliliginde strese bagl bir azalma ile de
iligkilendirilmistir. Bu kapsamda optimal mitokondriyal enerji iiretimi, bir oositin
fonksiyonel yeterliligini ve fertilizasyondan sonra gelisen embriyo i¢in Onemli

oldugunu gosterir [29].

2.6. Hiicrede Enerji Stresi ve AMPK - AICAR fliskisi

Hiicrelerin hayatta kalabilmesi i¢in yeterli miktarda besin ve enerjiye
ihtiyaglar1 vardir. Besinlerin ve enerjinin tiikenmesi metabolik strese neden olur.
Metabolik stres, hiicre ici ATPnin tiikenmesi ve bunun sonucu hiicre ici AMP

seviyelerinde ortaya c¢ikan artis ile karakterizedir.

Enerji stresi baglangigta enerji homeostazisini yeniden kurmaya caligan adaptif
tepkileri tetikler. Enerji stresinin neden oldugu onemli bir adaptif tepkiye, hiicresel
enerji durumunun kritik bir sensorii olan AMPK aracilik eder. Enerji stresine yanit
olarak AMPK, AMP baglanmasi, artan kinaz fosforilasyonu ve diger mekanizmalar
yoluyla etkinlestirilir. AMPK, aktive edildikten sonra, ATP iireten katabolik siiregleri
uyarir ve ATP tiiketen anabolik siirecleri engelleyerek enerji dengesini yeniden saglar.
Boylece enerji stresi kosullart altinda hiicre hayatta kalir. Bununla birlikte, agirt ATP
titkenmesi ile birlikte uzun vadeli enerji stresine bu tiir adaptif tepkiler enerji dengesini

saglayamaz ise hiicrenin apoptozu tetiklenir [30].

Enerji homeostazisinin korunmast ve besin maddelerinin diisiik oldugu
donemlerde adaptif tepkilerin yiiriitiilmesi, tiim hiicrelerin kritik islevleridir. Etkili bir

sekilde tiim okaryotik hiicrelerde hiicresel enerji durumunun temel sensériit AMPK’dir.
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Genel olarak AMPK, AMP:ATP ve ADP:ATP oranlarindaki artislar1 algilayarak
enerji stresine yanit olarak etkinlesir ve ATP iireten katabolik siirecleri tesvik ederken
ATP tiiketen anabolik siirecleri inhibe ederek enerji dengesini saglar. AMPK'nin
aktivitesi, ¢coklu artan sinyaller tarafindan kapsamli bir sekilde diizenlenir. AMPK'nin
bir enerji sensorii olarak primer rolii metabolizmay1 koordine etmektir. Bu nedenle,
AMPK'nin metabolizmayr yeniden programlama yeteneg8i, c¢esitli metabolik
hastaliklarin ozellikle diyabetin, ayn1 zamanda obezite, inflamasyon ve kanserin
tedavisinde terapotik bir yol olarak arastirilmasina dikkatlerin yogunlagsmasina yol

acmistir [31].

AMPK, bir katalitik alt birim (a alt birim) ve iki diizenleyici alt birimden (-
ve y-alt birimler) olusan trimerik bir kompleks olarak bulunur. Memelilerde, a-alt
birimi iki izoformla kodlanir ve B- ve y-alt birimleri sirasiyla iki ve ii¢ izoformla
kodlanir [32] . AMPK izoformlarinin ekspresyon seviyeleri dokular arasinda farklilik
gosterir bu da farkli hiicre tiplerinde farkli alt birim kombinasyonlarina yol agar. Her
ne kadar farkli kompleksler islevsel olarak g¢ogunlukla inaktif olsa da, farkli
biyokimyasal 6zellikler sergileyebilir. AMPKal, AMPKB1 ve AMPKyl her yerde
eksprese edilirken diger izoformlar daha kisith bir ekspresyon gosterir. AMPK a2,
baskin o alt birimi iskelet ve kalp kasinda yiiksek seviyelerde eksprese edilirken,
karacigerde ve diger dokularda daha diisiik seviyelerde eksprese edilir. Benzer sekilde
AMPK2, iskelet ve kalp kasinda baskinken diger bir¢ok dokuda daha diisiik
seviyelerde bulunur. AMPKy2 ve AMPKy3'lin ekspresyonunun iskelet ve kalp
dokusuyla sinirli oldugu goriilmektedir [31].
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Sekil 2.4. AMPK yapisi [33].

Hiicre igi enerji seviyeleri AMPK aktivitesinin temel belirleyicisi olmasina
ragmen AMPK, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hiicresel seviyesine karsi oldukca
duyarlidir. Cogu durumda oksidatif stres, hiicre ici ATP tilkenmesine neden olur.
Ancak son calismalar, ROS'un hiicresel ATP'de bir azalma olmadan bile AMPK
aktivitesini uyarabildigini ortaya c¢ikarmistir. AMPK o alt iinitesinin oksidatif
modifikasyonu, AMPK'nin oksidatif stres kosullar altinda aktive edilmesini saglayan
temel mekanizma gibi gérinmektedir. Bu nedenle, hiicre i¢gi ROS olusumunu
indiikleyebilen herhangi bir modiilator, ATP seviyelerinde azalma olmadan AMPK'yi
aktive edebilir [34].

AMPK  aktivatorli, 5-aminoimidazol-4-karboksamid ribozit (AICAR),
adenosin tastyicilari tarafindan hiicrelere alinan ve adenozin kinaz tarafindan fosforile
edilen ve boylece AMP-mimetik AICAR monofosfati (ZMP) iireten bir adenosin
analogudur. Hiicresel AMP'ye benzer sekilde ZMP, AMPKYy alt birimindeki 3. bolgeye
baglanir. ZMP, ADP:ATP oranini degistirmez veya mitokondriyal fonksiyonun
inhibisyonu yoluyla birgok AMPK aktivatdriinde meydana gelen oksijen alimim
degistirmez. ZMP, AMP'den ¢ok daha zayif bir AMPK aktivatorii olmasina ragmen,
AICAR ¢ogu hiicrede AMPK'yi dogrudan aktive eder c¢ilinkii ZMP, hiicrelerde

milimolar konsantrasyonlara kadar birikebilir. ZMP, piirin niikleotid sentetik
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yolundaki dogal bir ara maddedir ve piirin niikleotid inosinatin sentezini katalize eden
AICAR transformilazi tarafindan metabolize edilir [34]. AMPK aktivasyonu, yag
asidi sentezini inhibe ederek ve yag asidi oksidasyonunu tesvik ederek yag asidi
metabolizmasini diizenler [35]. Metformin ve AICAR''n, AMPK farmakolojik
aktivatorii olarak bilindigi rapor edilmistir. AMPK, hiicre i¢i ve tiim organ
seviyelerinde enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde dogrudan rol oynadigina
bilinen, heterotrimerik komplekse sahip, enerjiyi algilayan bir enzimdir. Hem enerji
iireten yollarin hem de enerji tiikketen metabolik siireclerin azalmas1t AMPK tarafindan

kontrol edildigi bilinmektedir.

AICAR, AMPK'nin farmakolojik aktivatorii olarak kullanilmaktadir.
AICAR'in adenosin kinaz tarafindan 5-aminoimidazol-4 karboksamid ribotide (ZMP)

dontstiirilir. ZMP, AMP ile yapisal benzerligine gore AMPK sinyal yolunu aktive
eder[36].

2.6.1 AMPK ile Mitokondriyal Dinamiklerin Regiilasyonu

Mitokondriyon, dinamik ve birbirine bagli bir ag olusturmak i¢in siirekli olarak
flizyon ve bolinme olaylarina maruz kalan oldukg¢a hareketli organellerdir.
OXPHOS'u, mitofajiyi ve apoptozu modiille etmek igin farkli mitokondriyal
morfolojiler gozlenmektedir. Ozellikle, uzun mitokondriyon stres sirasinda ATP
tretimini slirdlirdiigii, mitokondriyi mitofajiden korudugu ve besin aglig1 sirasinda

lipidler dahil biyomateryalleri dagittig ileri siiriilmektedir [37] .

Buna karsilik, mitokondriyal solunum zinciri inhibitorleri de dahil olmak tizere
diger hiicresel hareketlere yanit olarak mitokondriyon, uygun membran potansiyeline
sahip olmayan mitokondriyal pargalarinin mitofajisini kolaylastirir ve zamaninda

apoptoza izin vererek pargalanmaya maruz birakir.

Mitokondriyal depolarizasyon ve mitokondriyal ATP sentezi inhibisyonu dahil
olmak tizere c¢evresel kosullari, mitokondriyal fisyon oranlarimi artirarak ve/veya
mitokondriyal flizyon oranlarini azaltarak mitokondriyal parcalanmay: tetikledigi

uzun zamandir bilinmektedir. Bununla birlikte, mitokondriyal inhibitdrlerin
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mitokondriyal agin seklini etkileme mekanizmasi, 6zellikle mitokondriyal membran

potansiyelini etkilemeyen mitokondriyal inhibitorler i¢in agikca belirlenmemistir .

Hiicrede solunum zinciri inhibitorleri gibi mitokondriyal fragmantasyona
neden olan uyaranlar da AMPK'nin gii¢lii aktivatorleridir. Mitokondriyal solunum
zincirinin sirasiyla kompleks I ve kompleks II'iin inhibitorleri olan rotenon ve
antimisin A tarafindan indiiklenen mitokondrinin parcalanmasi icin AMPK'nin gerekli
oldugu gosterilmistir [38]. Mitokondriyal hasarin yoklugunda ise dogrudan AMPK
aktivasyonu, mitokondriyal fisyonu tetiklemek i¢in yeterlidir. Bundan dolay
AMPK’nin mitokondriyal dinamikler i¢in 6nemli ve dogrudan diizenleyicisi oldugu
ortaya konmustur. AMPK'nin yeni substratlarini tanimlamak i¢in yapilan proteomik
ve biyoinformatik c¢alismalar, mitokondriyal fisyonun c¢ekirdek bileseni olan
mitokondriyal fisyon faktorii (MFF) tizerinde iki fosforilasyon bolgesini (Serl55 ve
Ser173) tanimlamistir. Mitokondriyal fisyon faktorii (MFF), mitokondriyal dis
membran iizerindeki, fisyon sirasinda mitokondrinin daralmasina aracilik eden
Dinamin Benzeri Protein’in (DRP1) primer reseptoriidiir. MFF'nin Ser155 ve Ser172
tizerinde AMPK tarafindan fosforilasyonu, ETC inhibisyonundan sonra mitokondriyal
pargalanma icin AMPK'nin gerekliligini ortaya koyar. Bu da mitokondriyal
parcalanma icin tek basmma AMPK aktivatorlerinin yeterli oldugunu agiklayan
potansiyel bir mekanizmadir. AMPK'nin aktivasyonu, DRP1'in mitokondride artisina
bagl olarak MFF'deki AMPK fosforilasyon bolgelerinin varligina etki eder. Boylece
AMPK, MFF'yi fosforile ederek ve DRP1'in lokalizasyonunu kontrol eder ve enerji

stresi sirasinda mitokondriyal agin seklini akut bir sekilde diizenler [38].

2.7. Polikistik Over Sendromu

Polikistik  over sendromu (PKOS), yiiksek androjen seviyeleri
(hiperandrojenizm), kistik veya genislemis ovaryum, ovulasyonun olmamasi gibi
ovulasyon islev bozuklugu, adet diizensizlikleri veya amenore ile karakterize olduk¢a
yaygin bir endokrin-metabolik bozukluktur. Ayrica PKOS siklikla infertilite, obezite,
bozulmus glukoz metabolizmas: ve insiilin direnci, bozulmus lipid profili, yiiksek
tansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkilidir.  Bazi ¢aligmalar  renin

anjiyotensin sistemi (RAS) PKOS'lu kadinlarda upregule oldugunu goéstermistir.
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Histolojik PKOS tanis1 alan kadinlar, biyiik kistik folikiillerin hem teka hem de
graniiloza hiicrelerinde renin ve anjiyotensin i¢in yogun isaretlenme sergilerken,
normal oosit folikiillerinde immiin boyama, teka hiicre tabakasiyla sinirlidir. PKOS
hastalarinda endometriyumda RAS bilesenlerinin ekspresyonunu degerlendirmis ve
ACE2 , AT1, AT2 ve MAS reseptorlerinin mRNA ekspresyon diizeyi PKOS tanili

kadinlarin endometriumunda yiiksek bulunmustur [39].

PKOS kadinlarda en sik goriilen endokrin ve metabolik bozukluk hastaligidir.
Bu durum hipotalamo-hipofiz-ovaryan aksi bozuklugu, folikiiler hiicreleri veya
graniiloza hiicreleri disfonksiyonu ve metabolik anormalliklerin bir sonucu olabilir.
PKOS, diisiik oosit kalitesi ve iireme yardimci teknikleri ile klinik gebelik oranlar
dahil olmak {izere belirli iireme sagligi komplikasyonlariyla iligkilidir. Yaglanma
karsit1 bir ajan olan metformin, PKOS tedavisi i¢in onaylanmistir [40]. Klinik ve
gozlemsel caligmalar, metforminin SIRT1 ile iliskili yolaklar araciligryla PKOS'u
Onleyebilecegini veya hafifletebilecegini bulmustur. Artmis testosteron seviyesi
PKOS hastalarinin patolojik 6zelligidir ve PKOS hastalar1 Res ile tedavi edildiginde
serum testosteron seviyesi diismekte, sekonder folikiil sayisi artmakta, Graafian
folikiiller ise azalmaktadir. Ayrica, metformin ve Res kombinasyonunun SIRT1 ve
AMPK'yi aktive ederek PKOS'un antioksidan ve anti-inflamatuar sistemlerini
indiikledigi ve boylece PKOS'un kilo alimini, hormon seviyelerini ve folikiiler hiicre
yapisini iyilestirdigi bulunmustur. Tao ve arkadaslari, dehidroepiandrosteron ile
indiiklenen PKOS sican olusumunda, PKOS grubundaki SIRT1 ekspresyonunun
kontrol grubuna gore onemli Olgiide daha diisiik oldugunu ve Ostrus dongiisiiniin
kaybini, folikiiliin dilatasyonunu, luteal saymin azaldigini ve folikiiler hiicre
tabakasinin  kalinlastigin1  gostermistir. Insan ovaryum graniiloza hiicrelerinde
SIRT1'in devre dis1 birakilmasi Ostrojen sentez aktivitesini ve aromatazi inhibe eder.
Daha onceki caligmalarla SIRT1'in histon dis1 aktiviteyi diizenledigine ve aromataz
transkripsiyon diizenlemesini etkiledigi gosterilmistir. SIRT1, PKOS'un olusumunda
ve gelisiminde 6nemli bir rol oynar ve bu da PKOS'un metabolizmasini ve iireme
islevini iyilestirmek i¢in potansiyel terap6tik yontemlerin gelistirilmesi i¢in bir temel

saglar [40].
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Graniiloza hiicrelerinin  disfonksiyonunun, anovulasyona ve anormal
folikiilogeneze neden oldugu bilinmektedir. PKOS'ta graniiloza hiicrelerinin
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ayn1 zamanda oosit olgunlagsmasini ve gelisimini
de etkiler. Ayrica, diisik mtDNA kopya sayisina sahip oositlerin gelisme potansiyeli
onemli Olgiide azalir, boylece blastosist olusumu azalir; bu da PKOS'lu hastalarin
anovulasyon ve fertilite gibi yaygin semptomlariyla tutarlidir. Graniiloza hiicrelerinin,
folikiiler gelisim ve olgunlagsmanin sonraki asamalarinda folikiiliin i¢ ortaminin
stabilitesinin  siirdiiriilmesinde rol oynayan iki enerji metabolizma yoluna
(mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ve glikoliz) sahiptir. Stabil mitokondriyal
fonksiyon, folikiiler gelisim siirecinde graniiloza hiicrelerinin enerji modunun glikoliz
moduna doniigiimiinii destekler. Ovaryum graniiloza hiicrelerinin enerji metabolizmasi
fonksiyonundaki hasar, PKOS'lu hastalarda oosit gelistirme yeterliliginin
azalmasindan sorumlu mekanizmalardan biri olabilir. Calismalar, graniiloza
hiicrelerinin mitokondriyal fonksiyonunun ve glikolitik aktivitesinin, yiiksek kaliteli
oosit iiretimi ve basarili embriyonik gelisim i¢in ¢ok Onemli oldugunu ortaya
cikarmistir. Graniiloza hiicrelerinde anormal enerji metabolizmasi disfonksiyonunun
varli§i, insan iremesindeki ovulatuar bozukluklarda goézlenen bozulmus
folikiilogeneze de katkida bulunabilir. Bununla birlikte, HIF-1 aktivitesinin insan
primer graniiloza hiicrelerinde enerji metabolizmas1 degisimini etkiledigi
mekanizmalar ve ayrica PKOS hastalarda oosit gelistirme yeterliligindeki azalmanin
altinda yatan mitokondriyal fonksiyon aragtirilmamistir. Bu konuyla ilgili daha ileri

arastirmalara ihtiyac vardir [41].

Oosit kalitesinin diisiik olmasi nedeniyle PKOS'lu hastalarda in vitro
fertilizasyonun (IVF) basar1 oran1 diisiiktiir. PKOS'ta oosit kalitesinin diisiik olmasinin
temel nedeni heniiz tam olarak anlagilamamis olsa da, muhtemelen oositleri ¢cevreleyen
graniiloza hiicreleri bir enerji kaynagi saglayarak oositlerin farklilagmasinda ve
olgunlagmasinda 6nemli rol oynamaktadir; dolayisiyla graniiloza hiicrelerinin islev
bozuklugu olgun folikiil sayisinda azalmaya yol agabilir . Yiiksek reaktif oksijen tiirleri
(ROS) diizeyinin PKOS da dahil olmak tiizere bir dizi kadin iireme hastaligiyla
korelasyonu rapor edilmistir ve artan ROS'un glikolitik enzim tizerindeki inhibitor
etkisi yakin zamanda gozlemlenmistir. Oosit ATP seviyesi, ¢evredeki graniiloza

hiicrelerinin sayis1 ve graniiloza hiicrelerinin glikoz alim hiz1 ile dogrudan iligkilidir.
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Bu nedenle PKOS'ta daha fazla sayida olgunlasmamis folikiil varliginin, graniiloza
hiicrelerinde glikoliz yolu diizenleyici enzimlerin ekspresyonundaki azalmaya bagli
olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Ayrica, yiiksek diizeyde ROS ve diisiik ATP igeriginin,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile birlikte PKOS'ta olgunlasmamus folikiillerin

varligiyla es zamanli olabilecegine inanilmaktadir [42].

2.8. Azalmis Over Rezervi

Over rezervi, dogumdan itibaren ovaryumda bulunan oosit sayisini ifade eder
ve menars yasindan once yaklasik 400.000 oosit varligini siirdiiriir. Oositler, folikiiler
atrezi ve oviilasyon nedeniyle yasla birlikte azalir ve menopoz doneminde 1000'den az
oosit bulunur. Over rezervini tespit etmek icin dogrudan bir yontem olmamasina
ragmen, anti-miillerian hormon (AMH), FSH ve inhibin B gibi bazi biyobelirtegler

klinik uygulamada tireme potansiyelinin belirleyicileri olarak hizmet edebilir [43].

Over rezervi, kadin ovaryumda farkli gelisim asamalarindaki folikiillerin
toplamin1 ve bu folikiillerin biiylime, gelisme ve fertilizasyon yetenegini yansitir. Yas
ilerledikge folikiillerin sayis1 ve islevi giderek azalir. AOR oositlerin sayisinda ve
kalitesinde azalmay1 ifade eder. Giiniimiizde esas olarak bazal folikiil sayisinda ve
AMH azalmanin yani sira yiiksek serum bazal FSH seviyeleri ile tan1 konulmaktadir .
AOR en yaygin klinik belirtileri adet diizensizligi, endokrin bozuklugu, ovaryan
uyarimina zayif yanit ve infertilitedir. Erken tan1 ve tedavi yapilmazsa, birkag yil
icinde erken ovaryan yetmezligine ilerler. AOR'un etiyolojisi karmagiktir ve temel

olarak yas, genetik, bagisiklik, psikoloji, ¢cevre gibi faktorleri igerir.

AOR sik karsilasilan ve 6nemli etkileri olan bir klinik durumdur. In vitro
fertilizasyon tedavisi sirasinda kotii prognoz genellikle AOR'a atfedilir. AOR, benzer
yastaki kadinlarla karsilastirildiginda ovaryum stimiilasyonuna yanitta veya
fertilizasyonda azalmay1 gostermeyi amaglasa da, su anda AOR'un tek tip olarak kabul

edilmis bir tanim1 yoktur [44].

AOR iireme potansiyelinin zayif oldugunu gosteren oositlerin miktarinda
ve/veya kalitesinde azalma olarak tanimlanir. Yiiksek bazal FSH seviyeleri (>10
mlIU/mL), diisik AMH seviyeleri (0,5-1,1 ng/mL) ve diisiik antral folikiil sayilar
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(AFS<5-7 folikiil) olan hastalar tanimlanmistir. AOR prevalansi, IVF alan kadinlar
arasinda %32'dir ve gonadotropin stimiilasyonuna zayif yanit vermesi nedeniyle
yardimer Ureme teknikleri (ART) ile basarili bir sekilde tedavi edilebilen en zorlu
hastaliktir. ART'deki kadinlarin %50'sinden fazlasina 40 yasina geldiklerinde tam
konulmaktadir ve bu durum c¢esitli etiyolojiler arasinda AOR ile giiglii bir sekilde
iligkilidir. Yas faktorlerinin yani sira otoimmiin hastaliklar, genetik hastaliklar,
cevresel kimyasallar ve iyatrojenik hasarlarin tiimii AOR'un baslangici ile iligkilidir.
Azalmis oosit verimi, artmis andploidi oranlar1 ve tireme endokrin anormallikleri
birlikte AOR hastalarinda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek infertilite ve diisiik oranlarina

katkida bulunur [43].

Oosit sayist ve kalitesi arasindaki iligski hakkinda iki temel diisiince ekolii ile
biiyiik tartismalar vardir. Bir goriise gore, belirli bir yasta anormal derecede diisiik over
rezervi miktari, hizlandirilmis folikiiler tiikenmenin patofizyolojik bir siirecini ve
dolayisiyla bir dereceye kadar erken ovaryan yaslanmasini yansitir ve buna mutlaka
oosit kalitesinde eszamanli bir azalma eslik eder. Oosit sayist hakkinda bilgi sahibi
olmak oosit kalitesi hakkinda da fikir verir. Diisiik kalitenin miktarla iliskisini
destekleyen caligmalar, over rezervini embriyo kalitesi, fertilite, andploid gebelik ve
diistik riski ile iliskilendiren veriler sunmaktadir. Buna karsilik, alternatif ikinci bir
diisiince, oosit sayist ve kalitesindeki diislisii nispeten bagimsiz siirecler olarak

gormektedir.

Son ¢alismalar, IVF bir tedavi araci olarak segilse bile, ovulasyonu indiikleyen
ilaglara diisiik yanit vermeleri nedeniyle AOR hastalarinin gebelik oraninin hala diistik
oldugunu ve canli dogum oranlarinin normal ovaryum rezervine sahip kadinlara gore
onemli oOlglide diisiik oldugunu gostermistir. Ayrica, AOR hastalarinda gebelik
sirasinda hipertansiyon goriilme siklig1 ve IVF sonrasi tekrarlayan abortus ve andploid
blastokist riski artmaktadir. AOR'un belirsiz etiyolojisi ve smirl terapdtik etkisi
nedeniyle, infertilitenin klinik tedavisindeki en biiyiik zorluklardan biri olmaya devam

etmektedir [45].
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2.9. Sirtuin Ailesi

Metabolizma, organizmanin ihtiyaglarini karsilamak ve fizyolojik homeostazi
siirdiirmek i¢in gerekli molekiillerin dogru zamanda ve dogru yerde bulunmasini
saglar. Anabolizma ve katabolizma olmak iizere iki genel silireg, bu siiregleri
dengelemek icin uyum iginde ¢alisir. Anabolizma, makromolekiiller iretmek i¢cin ATP
veya NADPH enerji kullanan bir biyosentez siirecidir. Buna karsilik katabolizma,
bliyiik molekiillerin dogrudan anabolizmay1 beslemek ic¢in kullanilabilecek daha
kiiciik bilesiklere pargalanmasidir. Bu iki silire¢ arasindaki hassas denge,
fosfatidilinositol 3-kinaz/protein kinaz B (PI3K/AKT), mTOR, AMPK ve sirtuinler
araciligiyla olusur. Bunlar arasinda sirtuinler, metabolik kontrol ve epigenetik
modifikasyon gibi cesitli hiicresel diizenleyici siire¢lerde yer alan bir protein ailesi
olarak bilinmektedir. Ozellikle, sirtuinler ayn1 zamanda yasam siiresinin uzatilmasinda
kritik roller oynar, boylece metabolizma ve yaglanma arasinda gii¢lii bir baglanti
gdrevi goriir. Sirtuin ailesi (Silent information Regulator) SIRT1’den SIRT7 arasinda
degisen yedi tiye icerir. Bunlardan SIRT3, SIRT4 ve SIRT5 agirlikli olarak hiicre

icinde enerji metabolizmasi i¢in temel organel olan mitokondride lokalize olur [46].

Metabolik stres ile karsilasildiginda, hiicreler tercihen katabolizmay1
yonlendiren sinyal yollarini baglatir. AMPK hiicre i¢ci ATP seviyelerini algilar ve ATP
seviyeleri diisiik oldugunda, aktive olan AMPK metabolik homeostazi yeniden
saglamak i¢in anabolik reaksiyonlari kismen mTOR fosforilasyonu yoluyla hizla
bastirir. Buna ek olarak AMPK, glikoz alimin1 artirmak ve glikoliz enzimlerini aktive
etmek de dahil olmak iizere glikolizi artirarak katabolizmay: tesvik eder. Ayrica
AMPK, mitokondriyal oksidasyon i¢in yag asitlerini serbest birakmak iizere lipazi
uyararak lipid kullanimini tesvik eder. AMPK, metabolik yollar1 dogrudan etkilemenin

yant sira, metabolizma faktorlerinin transkripsiyonel mekanizmasini da diizenler [46].

Kalori kisitlamasiyla aktive olan SIRT1'den SIRT7'ye kadar yedi iiye iceren
memeli sirtuin protein ailesidir. Her biri farkli hiicre lokalizasyonuna sahiptir ve
metabolizma diizenlemesi, epigenetik modifikasyon da dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli
hiicresel siire¢ler lizerinde etkilidir. Cogunlukla ¢ekirdekte bulunan SIRT1, SIRT6 ve
SIRT?7, histonlar1 modifiye eden deasetilazlardir.
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SIRT1, SIRT3 ve SIRTS'in mural graniiloza hiicrelerinde ve Graafian
folikiiliiniin kiimiiliis hiicrelerinde ekspresyonu kanitlanmigtir. SIRT1'in graniiloza
hiicrelerinin proliferasyonunun diizenlenmesindeki temel rolii, SIRT1 cDNA ile
transfekte edilen domuz graniiloza hiicrelerinin, in vitro FSH stimiilasyonuna yanit
olarak bir SIRT1 substrati olan NF-kB'nin 6nemli 0l¢iide azalmasiyla birlikte
proliferasyon belirteclerinin artan ekspresyonu gézlemlenmistir [47]. Ote yandan,
SIRTI'in 50uM'den daha vyiiksek resveratrol konsantrasyonlari ile uyarilmasi
graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunu azaltmakta ve anahtar steroidojenik
enzimlerin (STAR, LH-R ve P450Aromataz) ekspresyonunu ve progesteron
salgilanmasii tesvik etmektedir. Buna bagli olarak , baska calismalarla da
desteklenmekle birlikte, SIRT1 graniiloza hiicrelerinin terminal farklilagmasi ve
luteinizasyonunda rol aldigi diistiniilmektedir. Antiproliferatif alkilleyici ajan
siklofosfamide yanit olarak, insan graniiloza hiicresi hattt COV434'in SIRT1 ve
mRNA baglayici proteini olan HuR'nin transkripsiyonunu aktive ettigi bildirilmistir.
SIRT1 ve HuR ayni1 kinetige sahip olarak artmasi, SIRT1'in graniiloza hiicrelerinin

siklofosfamid kaynakli hasarina erken hiicresel yanitta yer aldigini géstermistir [48].

SIRT1'in graniiloza hiicrelerinde bir enerji sensorii olarak rolii, SIRT1
sinyalinin insan graniiloza hiicrelerinin insiilin duyarlilastirict metformine verdigi
yanitta rol oynadiginin bulunmasiyla ortaya ¢ikmistir. MetF'nin NAD+/NADH oranini
ve SIRT1 aktivitesini doza bagli bir sekilde artirdigi bulunmustur [49].

Mitokondriyal sirtuinlere bakildiginda, graniiloza hiicrelerinde steroidojenik
genlerin diizenlenmesinde, progesteron salgilanmasinda ve ROS detoksifikasyonunda,
SIRT3 SIRT1 ile isbirligi yaptigi disiiniilmektedir. Dahasi, SIRT3'lin glutamat
dehidrojenaz gibi mitokondriyal enzimleri hedefleyerek insan graniiloza hiicrelerinde
metabolik durumun 6nemli bir sensorii oldugu ortaya ¢ikmistir [48]. Mitokondriyal
sirtuinlerde meydana gelen degisiklikler mitokondriyal proteinlerin translasyon
sonrast modifikasyonlarini etkileyerek yash folikiilde metabolik degisikliklere neden

olabilecegi diistiniilmektedir.

Sirtuinlerin fertilizasyon sonrasi olaylardaki rolli, pan-Sirtuin inhibitori
NAM'n in vitro fare embriyo gelisimini inhibe ettigi 1994 yilindan beri bilinmektedir.

Bu goriise gore, Sirtuin inhibitorlerinin murin ve domuz IVF embriyolarinda
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gelisiminin durmasma neden oldugunu gostermistir. Tim Sirtuin'ler MII oositte
eksprese edilir ve ilk boliinmeyi takiben ekspresyonlari kademeli olarak azalir, bu da
Sirtuin mRNA'larinin oogenez sirasinda depolandigini gésterir. Sirtuin inhibisyonu
blastosist olusumunu, blastosistteki toplam hiicre sayisini azaltir, SIRT2 ve SIRT3

dahil olmak iizere genlerin aktivitesinin azalmasina neden olur [50].

SIRT3 genin silindigi deneylerde, SIRT3'%{in mitokondriyal islevselligi
koruyarak IVF ve embriyo kiiltiirii sirasinda embriyolar1 stres kosullarina karsi
korudugu agikga gosterilmistir. SIRT3 silindigi oositler sperm genotipinden bagimsiz
olarak IVF yapildiginda fertilizasyon ve blastosist olusum oranlar1 énemli 6lgiide
azalmis, bu da SIRT3"Ylin oogenez sirasinda depolanmasinin fertilizasyon ve
preimplantasyon gelisimi i¢in gerekli oldugu sonucunu desteklemistir. SIRT3'lin
yoklugunda, in vitro embriyolar, mitokondriyal ROS-p53 aracili yoluyla oksidatif

strese maruz kaldiklarinda, gelisimsel duraklamaya ugradiklar1 gosterilmistir [48].

Sirtuin 1, DNA hasar1 ve oksidatif stresin neden oldugu apoptozu azaltir.
Shirane ve arkadaslar1 SIRT1'in aktivasyonu ve artmis ekspresyonunun uterus
reseptivitesinde Onemli rol oynadigini ortaya koymustur. Ayrica, SIRT1 makrofajlar
araciligiyla inflamatuar yolaklari inhibe eder ve metabolik sendromda da etkilidir.
Bagka calismalarda, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve inflamasyon

durumlart eklemde SIRT1 seviyelerinde azalma ile iligkili bulunmustur [51].

Sirtuinler, insan hiicrelerinde ¢ekirdekte (SIRT1, SIRT6 ve SIRT7), sitozolde
(SIRT2) ve mitokondriyonda (SIRT3, SIRT4 ve SIRTS5) bulunan yedi (NAD) bagimli
deasetilaz grubudur [52]. SIRT'ler metabolizma, inflamasyon, stres cevaplari,
yaslanma, proliferasyon ve kanser gibi ¢ok sayida hiicresel siiregte yer alir. SIRT1'In
yant sira SIRT3 ve SIRTS, folikiiler gelisimin ¢esitli asamalarinda farklt memelilerde
(6rnegin insanlar, si@irlar, domuzlar ve siganlar) oositin destek/yardimct hiicreleri olan
folikiiler graniiloza hiicreleri tarafindan ifade edilir. SIRT1'in graniiloza hiicre
proliferasyonu, apoptoz ve salgi aktivitesinin kontroliinde rol oynadigina dair kanitlar
vardir. Son zamanlarda, lutein graniiloza hiicrelerinde SIRT1'in cAMP odakl
ekspresyonu gosterilmistir. Ayrica bu hiicrelerdeki SIRT ekspresyon profilleri saglikli
ve infertil kadinlar arasinda farklilik gostermekte ve fertilite/infertilite ile ilgili

islevlere dahil oldugunu diisiindiirmektedir [52].
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SIRT1 ve SIRT6'nin sitozolde de bulunur ve gen ekspresyonunda énemli roli
vardir. Deasetilasyona ek olarak, SIRT6 ve SIRT7 ADP-ribozil transferaz islevine
sahiptir. SIRT2 esas olarak sitoplazmada bulunur, ancak ayni1 zamanda g¢ekirdekte de
goriliir ve hiicre dongiisiinii diizenler. SIRT3, SIRT4 ve SIRTS agirlikli olarak
mitokondriyonda bulunur ve bu nedenle genellikle mitokondriyal sirtuinler olarak
adlandirilir.  Ozellikle, SIRT3 aym1 zamanda c¢ekirdekte de gdzlemlenmistir,
heterokromatini stabilize etme ve insan mezenkimal kok hiicrelerinde hiicresel
yaslanmay1 durdurmustur. SIRT5'in bir kismu sitozol ve ¢ekirdekte bulunur. Farelerde
kalori kisitlamasi yapildiginda SIRT1, SIRT3 ve SIRTS aktive olur. Bunlar arasinda
SIRT1 hiicresel NAD seviyelerini algilar ve AMPK'y1, dnemli bir AMPK kinaz1 olan
karaciger kinaz B1'in (LKB1) deasetilasyonu yoluyla aktive eder. Kalori kisitalmasi
sirasinda, mitokondriyonda artan SIRT3 seviyelerinin oksidatif stresi inhibe ettigi ve

farelerde yaslanmaya bagli bozukluklari 6nledigi bildirilmistir [46].

Metabolik diizenleme, g¢evresel veya hiicre i¢i dalgalanmalarla birlikte ele
alindiginda yanit olarak PI3K/AKT yolu, mTOR, AMPK ve sirtuinler dahil olmak
tizere bir¢ok sinyal agi koordinasyonu gereklidir [53]. Hiicreler ayrica homeostazi
korumak amaciyla hiicresel metabolitlerin seviyelerini izlemek ve kontrol etmek i¢in
cok sayida bagka enerji sensoOrii kullanir. Buna karsilik, metabolit varligindaki
degisiklikler, transkripsiyonel veya epigenetik modiilasyonlar yoluyla gen ifadesini
etkiler. Sonu¢ olarak, metabolizma ve gen diizenlemesi arasindaki etkilesimler,
hiicresel islevlere onemli katkilarda bulunur. Metabolik reaksiyonlar, hiicresel
homeostaz, gelisim, yaslanma ve apoptozun siirdiiriilmesi i¢in enerji ve temel
kimyasal molekiillerin saglanmasi i¢in gereklidir. Metabolik aglardaki degisiklikler
gen ifadesinin tamamen yeniden programlanmasina, epigenetik modiilasyona ve
protein modifikasyonlarina yol agabilir. SIRT3, SIRT4 ve SIRTS'in agirlikli olarak
bulundugu mitokondriyon matriksi, metabolik reaksiyonlarin bir baglanti noktasidir.
Mitokondriyal sirtuinler besin ve oksidatif seviyeleri algilar ve elektron tagima zinciri
reaksiyonlari, TCA dongiileri, yag asitleri oksidasyonu, amino asit katabolizmasi ve
oksidatif strese verilen yanitlar dahil olmak {izere mitokondriyon i¢indeki ¢cok sayida
metabolik yolaklarda gorev alir. Mitokondriyal sirtuin aktivitesindeki herhangi bir
hasar, metabolik degisikliklere neden olabilir ve bu da hiicre yaslanmasina yol

acar[54].
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Sekil 2.5. Folikiilogenez ve embriyo gelisiminin farkli asamalarindaki temel Sirtuin
fonksiyonlar1 [48].

2.9.1. SIRT1 ve Graniiloza Hiicresi

Hiicrede bir¢cok 6nemli biyolojik siirecin regiilasyonunda yer alan SIRT1
multipotent bir molekiildiir. Bu biyolojik siiregler hiicre metabolizmasi, hiicre
yaslanmasi ve inflamasyonu kapsar. SIRT1 aktivitesinin artmasi, patolojik ve
fizyolojik kosullarda meydana gelen enerji stresini hafifletici etkisi bilinmektedir [5].
SIRTI, karacigerde lipit metabolizmas1 ve glukoneogenez, yani sira sirkadiyen
metabolizmasinin diizenlenmesi, pankreasta insiilin salgilanmasi gibi bir¢ok cesitli

metabolik siireclerde yer almaktadir.

Ovaryumda granuloza hiicrelerinde de eksprese oldugu bilinen SIRT1, PKOS
oksidatif stres, otofaji, ovulasyon bozuklugu ve insiilin direnci gibi patofizyolojik
stireglere katilidigini bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir [6]. Normal fizyolojik kosullar
altinda, SIRT1'in aktivitesi ve ifadesi, birden fazla mekanizma tarafindan diizenlenir
ve cevresel strese uyum saglamak i¢in normal seviyede tutulur. Bununla birlikte,
bozulmus SIRT1 ekspresyonu ve aktivitesi, yaslanma, norodejeneratif ve metabolik
hastaliklarda da rol oynar [7]. SIRT1'in aktivitesi, hiicrede NAD+ ile etkin bir sekilde
diizenlenir [3]. NAD+ hiicrelerde ¢esitli enerji metabolizmasi siireglerine katilan
esansiyel bir enzim kofaktoriidiir. NAD+ seviyelerindeki azalma, mitokondriyal
disfonksiyonlarla birlikte hiicre proliferasyonu degisikliklerine yol acar. Bu durumla

iligkili olarak PKOS hastalarinin inflamatuar siirecinde graniiloza hiicrelerinde
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mitokondriyal disfonksiyon da bildirilmistir [8]. SIRT1, hiicrenin enerji durumu ve
adaptif transkripsiyonel yanitlar1 arasinda molekiiler baglanti saglar. SIRT1'in
kontrolii dinamiktir ve enerji tiikketimi dahil olmak tizere NAD + / NADH oranini

degistiren ¢evresel stres tarafindan diizenlenir.

AMPK etkilerinin bir¢ogunu SIRT1 aktivasyonu ile gosterir. AMPK ve
SIRTI'in aktivitelerinin baglantili oldugu, bircok arastirma ile gosterilmistir.

AMPK’nin asir1 ekspresyonu SIRT1°1 aktive eder ve bunun tersi de gegerlidir.

Somatik hiicrelerde SIRTI1, heterokromatinin diizenlenmesi ve gen
susturulmasi, telomer bakimi ve DNA hasarinin onarimi dahil olmak {izere ¢esitli
hiicresel siireglere katilir. SIRT1, iireme fonksiyonunun cesitli diizeylerde temel
diizenleyicisidir ve bugiine kadarki en kapsamli sekilde degerlendirilen Sirtuin'dir.
Farelerde Sirtl'in homozigot delesyonu, gelisimsel kusurlara ve kismi embriyonik
6lime neden olur. Yetiskinlige kadar hayatta kalan hem erkek hem de disi fareler
infertildir. Sirtl -/- disileri normal folikiil gelisimine sahiptir ancak dstrus dongiileri
kusurludur ve ovulasyonda basarisiz olurlar. Gonadotropinlerin Sirtl -/- disilere
uygulanmasi ovulasyonu yeniden sagladigindan, hipotalamik-hipofiz-gonadal aksinda
kusurlar muhtemelen primer fertilitenin fenotipinin temel nedenidir. SIRT1, hormon
eksenini diizenlemenin yani sira oosit liretimini ve kalitesini de diizenler. Profaz I’deki
oositler, yliksek dozda SIRT1 secici inhibitér Ex527 ile muamele edildiginde, yaklagik
%50'si mayoz bollinmeyi siirdiirmekte basarisiz olur ve MII metafazina ilerleyenlerde
anormal igcik yiizdesi ve kromozom diziliminde hata meydana gelir. Benzer olarak,
IVF sonrasinda Sirtl -/- ovulasyondan elde edilen embriyolarda, gelisim kapasitesi
azalmistir ve 2 hiicreli asamaya ulasim daha azdir ve canli yavru sayisinin azalmasina

neden olur. [55]

SIRT1, yaslanma, hiicresel yaslanma ve enerji homeostazisi i¢in gereklidir.
AMPK enerji stresi altinda aktive olan bir serin/treonin kinazdir. SIRT1'in asir1
ekspresyonu AMPK fosforilasyonunu ve aktivasyonunu uyarir. AMPK karsilikli
olarak SIRT1' etkinlestirir. ACE2 mRNA seviyeleri ve SIRT1 protein seviyeleri,
insan Huh7 hepatoma hiicrelerinde AMP analogu AICAR tarafindan upregiile edilir.
AICAR, SIRT1'in ACE2 promoterindeki - 15,794 ila - 15,656 bp, - 15,621 ila- 15,521
bp ve - 15,607 ila - 15,505 bp bolgelerine baglanmasini indiikleyerek Huh7 hepatoma
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hiicrelerinde ACE2  transkripsiyonunu  artirmigtir  ve  bu  veriler ACE2
transkripsiyonunun ~ SIRT1/AMPK  ekseni  yoluyla  diizenlenebilecegini
diistindiirmektedir [56].

2.10. Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim (ACE2)

Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) endokrin ve parakrin/otokrin sistemi igeren
karmagik onctiller, peptitler, enzimler ve reseptorler agi icerir. RAS"'in temel bilesenleri
olan renin, ACE, anjiyotensin II ve reseptorleri (AT1 ve AT2), Ang-(1-7) ve reseptorii
MAS’in, farkli tiirlerin ovaryumlarinda steroidogenezi, folikiilogenezi, gamet
olgunlagsmasini ve ovulasyonu uyardiklari gosterilmistir[57]. Ang-(1-7), hedef hiicreye
bagli olarak etkileri Ang II'nin etkilerine farkli, benzer veya zit olabilen, ACE'den
bagimsiz yolaklardan olusan bir heptapeptittir. Ang-(1-7)'yi dogrudan Ang II'den veya
dolayli olarak Ang I'den iiretebilen ACEmin bir enzim analogu olan ACE2nin
tanimlanmasindan ve Ang-(1-7) i¢in endojen bir reseptdr olarak reseptdr Mas'in
taninmasindan bu yana, RAS, biri ACE/Ang II/AT1'den ve digeri ACE2/Ang-(1-

7)/Mas'tan olusan iki eksene boliinmiistiir. [57]

RAS'm ovaryum fizyolojisindeki rolil ve fonksiyonel aktivitesi, hayvan tiirline
ve deney modeline gore degisir. Kadinlarda IVF i¢in ovulasyon indiiksiyonu sirasinda
folikiiler sivida renin ve Ang II artmis bulunmus ve bu durum ovaryan folikiillerinin
sayistyla dogrudan iliskili oldugu gdsterilmistir. Mono-ovulator bir tiir olan sigirlarda,
folikiiler sivida Ang-(1-7) oviilasyon oOncesi LH dalgalanmasindan sonra artis
gostermesi, ovulasyon siirecinde ACE2/Ang-(1-7)/Mas’in rol oynadigini ortaya
koymustur. Bu bilgiler 1s1ginda ovaryum RAS''min gonadotropin kontrolii altinda
oldugunu gostermektedir [57].

Folikiilogenez sirasinda, primordiyal folikiiller histolojik ve hormonal
degisiklige ugrar. Bu degisikliklerde hiicre proliferasyonu ve lokal kan desteginin
farklilasmasiyla gergeklesir. Bu siire¢ler FSH ve LH, steroidler ve peptid hormonlari
tarafindan diizenlenir. Lokal peptit diizenleyiciler, otokrin ve parakrin yolaklar
tizerinde etki gosterir ve gonadotropinlerin agir basan etkisine maruz kalmalarina
ragmen yiiksek derecede oOzerkligi korurlar. Lokal RAS ovaryumdaki rolii

belgelenmistir, ancak disi tlreme siirecindeki fizyolojik rolii belirsizligini
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korumaktadir.[58] RAS'm daha iyi bilinen aktif peptitlerinden biri, anjiyotensin-(1-7)
dir. Ang-(1-7)'nin biyolojik etkileri RAS'taki tek aktif peptit olarak kabul edilen bir
oktapeptit olan Ang II'nin antagonisti olmasidir. Lokal ACE2/Ang-(1-7)/MAS1
yolagin aktivitesindeki degisiklikler ovaryan hastaliklarinin tetiklenmesi yoluyla
fertilite sorunlarina yol agabilir. Lokal ACE2/Ang-(1-7)/MASL insanlar da dahil

olmak {izere memelilerin ovaryumda islev goriir [58].

Insanlarda ovaryum, plazma proreninin en 6nemli kaynagidir. Prorenin,
anjiyotensinojenin Ang I'e doniisiimiinii katalize eden proteolitik bir enzim olan
reninin Onciisiidiir. Ang I, Angl-7'ye hidrolize edilebilir. Bununla birlikte, Ang II'nin
tersine, folikiiler sividaki Angl-7 konsantrasyonu, bu heptapeptidin plazmadaki
seviyesi ile karsilastirildiginda 6nemli 6lglide daha diisiik bulunmustur. Ang-(1-7)'nin
plazmada yarilanma omrii kisadir ve hizla pargalanir. Ang I ayni zamanda insan
ovayrumda ifade edilen ACE2 tarafindan Ang-(1-7)'ye hidrolize edilebilir. Bu bulgu
aynt zamanda Ang-(1-7)'nin insan ovaryumunda lokal olarak {iretildigini de
gostermektedir. Folikiiliin stromal hiicrelerinin Ang-(1-7), ACE2 ve MAS reseptorii
icin pozitif oldugu bulunmustur; ancak menopoz sonrasi kadinlarin ovaryan Ang-(1-
7) ve MAS ifadelenmesi daha azdir. Menopozal ovaryum esas olarak stromal
hiicrelerden olusur. Bunlar, periferik doku tarafindan 6strona aromatize edilen ytiksek
gonadotropin salgilanmasi kosullarinda androstenedion iiretmek i¢in steroidojenik
kapasiteye sahiptir. Ovaryumdaki ACE aktivitesi menopoz sonrasi kadmlarda

menopoz Oncesi kadinlara gore anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur [58].

Luteinize graniiloza hiicrelerinde; ACE, ACE2 ve MAS mRNA's
bulunmustur. Ayrica izole graniiloza hiicrelerindeki MAS mRNA seviyeleri olgun
oosit sayisiyla korele oldugu tespit edilmistir. Ang-(1-7) ve MAS reseptorii ile ilgili
olarak, primer folikiillerdeki  graniiloza hiicreleri orta derecede ifadelenme
gosterirken, sekonder folikiiller yogun ifadelenme gosterir. Preovulatuvar folikiiller de
ise olduke¢a zayif immiinreaktivite gostermistir. Sekonder folikiillerin teka hiicreleri
Ang-(1-7) ve MAS igin yogun bir sekilde boyanirken, preovulatuvar folikiillerin
hiicrelerinde ise her ikisi i¢in immiinreaktivite goriilmemistir. Ovaryum renin-
anjiyotensin sistemindeki bu tiir farkliliklar, onun farkli fizyolojik rollerini

diistindiirmektedir. Ovaryal sikliis boyunca RAS diizeyinde ve lokalizasyonunda
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goriilen degisiklikler, FSH ve LH'nin bu lokal peptit hormon sisteminin kontroliinde

rolii oldugunu diisiindiirmektedir [58].

OVRAS'm folikiil gelisimi/atrezisi, ovulasyon ve steroid hormon salgilanmasi
tizerinde Onemli etkileri vardir. Anjiyotensin ve Anjiyotensin reseptorleri ovaryum
folikiiliinde, ovulasyon oncesi teka ve graniiloza hiicrelerinde ve ovulasyon sonrasi
mural graniiloza-lutein hiicrelerinde yaygin olarak dagilir ve steroidogenezi diizenler.
OVRAS"n inhibisyonu oosit olgunlagsmasini ve ovulasyonu engeller. Patolojik olarak
anormal OVRAS fonksiyonu infertilite, PKOS ile iliskilendirilmistir [39].
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirmaya Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uremeye
Yardimci Tedaviler Klinigi’ne bagvuran erkek infertilitesi nedeniyle yardimci iireme
teknikleri Onerilmis iireme cagindaki saglikli kadinlar (n=10), Polikistik Over
Sendromu tanis1 konmug ve bu nedenle yardimci lireme teknikleri onerilmis tireme
cagindaki kadinlar (n=4) ile Azalmis Over Rezervi tanis1 konmus ve bu nedenle
yardimei iireme teknikleri 6nerilmis tireme ¢agindaki kadinlar (n=7) dahil edilmistir.
Olgular viicut kitle indeksi 18,5-24,9 kg/ m? araliginda olan bireylerden secilmistir.
Komorbiditesi olan olgular arastirmaya dahil edilmemistir. Ayrica HGLS5
(Immortalized Human Granulosa Cells (HGLS5), cat: T0650, abm, Amerika Birlesik

Devletleri) hiicre hatt1 ¢alisma grubu olarak arastirmaya dahil edilmistir.

3.1. Etik Kurul izin Siireci

“Enerji Stresinde Graniiloza Hiicrelerinin ACE2 ifadelenmesinin SIRTI Ile
[liskisinin Degerlendirilmesi” bashkli proje ¢alismas1 25 Ekim 2022 tarihinde T.C
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klink Calismalar Etik Kurulu tarafindan
gerekgce, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak degerlendirilmistir. Calisma

2022/17-27 numarali karar ile etik agidan uygun bulunmustur.

3.2. Deney Gruplarimin Belirlenmesi

Caligmamizda aragtirma sorularini cevaplamaya yonelik in-vitro olarak HGL5
hiicre hatt1, in-vivo kontrol grubu olarak erkek infertilitesi nedeniyle bagvuran saglikli
kadin graniiloza hiicreleri, polikistik over sendromu ve azalmis aosit rezervi olmak
tizere dort temel grup olusturuldu. Her bir grup i¢in dncellikle herhangi bir uygulama
yapilmadan SIRT1 ve ACE2 ifadelenmeleri degerlendirildi. Ardindan HGL5
graniiloza hiicrelerinde ELISA yontemi ile fosforile AMPK dozu belirlendi. Alt1 saat
boyunca 0,1 milimolar dozunda AICAR ile 37 ° C’de , nemli ve %5 CO; ortamda
inkiibe edilerek hiicre stres modeli olusturuldu. SIRT1 inhibe edip, ACE2
ifadelenmesinde degisiklik olup olmayacagini degerlendirmek icin 24 saat boyunca
37°C’de, nemli ve %5 CO, 20 mikromolar SIRT1 inhibitérii olan EX-527 uygulandi.
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Tez galismast HGL5 graniiloza hiicre kiiltiirii, Uremeye Yardime1 Tedaviler (UYTE)
Kliniginde bagvuran bireyelerden elde edilen primer graniiloza hiicre kiiltiirii, ELISA,
AICAR ile metabolik hiicre stresi modeli, JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli
6l¢timii, hiicre canlilik testi ve immiinofloresan analiz is paketlerinden olusmaktadir.
Her is paketi 3 tekrarli olarak olusturulmustur. Calismanin tamami Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda

gergeklestirilmistir. Caligmaya ait is akis1 Sekil 3.1°de sematize edilmistir.

Hiicre Kiitord

Primer Hicre Kiitird
HGLS Hiicre Hatt e

RTV/ACED “AF AICAR+ EX-527
SIRT1/ACE?2 AICAR CA EX-S2
! ! | |
. .
AICAR A
WSTI ST CE2 SIRTV/ACER
A4
T T
b

T
s

Sekil 3.1. Deney tasarimi. Bu sekil BioREnder uygulamasi kullanarak ¢izilmistir.
3.3. Folikiil Sivisinin Temini

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uremeye Yardimci Tedaviler
(UYTE) Kliniginde in-vitro fertilizasyon igin uygun bulunan on saglikli kadin, dort
Polikistik Over Sendromu ve yedi Azalmis Over Rezervi tanili kadin katilimct
arastirmaya dahil edildi. Hastalara yasina, Kilosuna, infertilite nedenine, bazal antral
folikiil sayisina, AMH/FSH seviyesine, daha 6dnce ovulasyon indiiksiyonu yapildiysa
buna verilen ovaryum cevabina gore gonadotropin uygulamasi ile ovulasyon

indiiksiyonu yapildi. Oosit toplama (oocyte pick up- OPU) islemiyle alinan folikiil
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stvisindan oositler stereomikroskop altinda toplandiktan sonra, aragtirma amacl
calisma icin aydinlatilmig onami alinan hastalarin kalan folikiil sivilar1 ve toplanan
oositlerin deniidasyon islemi yapildiktan sonra kalan kumulus hiicreleri steril kosullar
altinda Hacettepe Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali arastirma

laboratuvarina getirildi.

3.4. Folikiill Sivisindan ve Deniidasyon Artigindan Graniiloza Hiicrelerinin

izolasyonu

Folikiil sivisindaki graniiloza hiicrelerinden eritrosit, 16kosit ve makrofajlar
ayirmak i¢in Zirh ve arkadaglarinin yontemi temel alindi [59]. Gradiyent temelli olan
bu izolasyon yontemi kendi deneyimimize gore modifiye edilerek kullanildi. Steril
santrifiij tlipii iginde hiicre kiiltiirii laboratuvarina getirilen folikiil sivilari laminar akim
kabinine alindi. 1:1 oraninda DPBS (Dulbecco’s PBS (1x) w/o Ca & Mg, Capricorn
Scientific, Almanya) ile diliie edildi. Santrifiij tlipli i¢inde 3 mL Lymphosep
(lymphocyte seperation medium, density 1.077 g/mL, Capricorn Scientific, Almanya)
ayristirma soliisyonu bulunan konik tabanli 15 cc’lik faz olusturacak sekilde 12 mL
folikiil s1vist/DPBS karisimi konuldu. 30 dakika boyunca 2500 rpm (600g) hizinda
santrifiij edildikten sonra orta kisimda olusan bulutsu faz (graniiloza hiicreleri)
serolojik pipet ile alinarak yeni santrifiij tiipiine konuldu. Yeni santrifiij tiipiinde
biriktirilen graniiloza 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 olan graniiloza hiicreleri 2 mL komplet besiyeri ile pipetaj yapilarak ¢ozildii.
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.
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Sekil 3.2. Graniiloza hiicresi izolasyonu. A: Bulutsu Faz B: Graniiloza hiicresi peleti.

3.5. HGLS ve Primer Graniiloza Hiicrelerinin Ekilmesi ve Cogaltilmasi

Olusan graniiloza hiicresi peletinin miktarma gore graniiloza hiicreleri, 6
kuyucuklu kiiltiir kab1 veya T25 kiiltiir kabina komplet besiyeri ile ekildi. Kiiltiir
kaplar1 optimum kiiltiir kosullarindaki (37 0C, %5 CO2, nemli ortam) inkiibatore
(Heraeus HeraCell 150 CO2 incubator, Almanya) kaldirildi. Hiicreler tutunduktan
sonra besiyerleri iki giinde bir komplet besiyeri ile degistirildi. Arastirma
laboratuvarimizdaki sivi azot tankinda (Carbide 35HC LN2, Taylor Wharton Union,
Amerika Birlesik Devletleri) -196 e sicakliginda kriyovialler (6122- SO, SSI Bio,
Amerika Birlesik Devletleri) i¢cinde saklanan HGLS insan graniiloza hiicreleri laminar
akim kabini i¢inde 37 °C “de su banyosu i¢inde ¢oziildii. Coziilen HGLS hiicrelerini
iceren besiyeri 10 katina kadar komplet besiyeri ile tamamlanarak 1200 rpm (260 Q)
hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirilarak pelet komplet besiyeri ile
cozilip T75 Kkiiltir kabina ekildi. Optimum kiltiir kosullarindaki nemli CO2
inkiibatoriine kadirildi. Hiicreler tutunduktan sonra besiyerleri giin asir1 olmak iizere
komplet besiyeri ile degistirildi. Primer graniiloza hiicreleri 1. pasaja, HGL5 insan

graniiloza hatti hiicreleri ise 4. pasaja kadar ¢cogaltilarak deneyler i¢in kullanildu.

3.6. Kiiltiir Hiicrelerinin Kaldirilmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Ekilen hiicreler faz kontrast mikroskobu (TMS Inverted Microscope, Nikon,
Japonya) ile gozlendi. Kiiltiir kabinda %80 konfluensiye ulasan hiicrelerin besiyeri

uzaklastirilarak 37 °C’ye 1sitilmis DPBS (Dulbecco’s PBS (1x) w/o Ca & Mg,
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Capricorn Scientific, Almanya) ile yikandi. Tripsin (Tyripsin %2,5, Capricorn
Scientific, Almanya)

DPBS i¢inde 10 katina sulandirilarak %0,25 tripsin hazirlandi. Hiicreler
sonrasinda en fazla 5 dakika olmak iizere onceden hazirlanmis ve 37 °C’ye 1sitilmus
%0,25 tripsin ile muamele edilerek kaldirildi. Tripsin, komplet besiyeri igindeki FBS
ile durdurularak karisim 1200 rpm (260g) hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan
atilarak pelet komplet besiyerinde ¢6ziildii. Komplet besiyeri ve Bioamf-1 ile yeni

kiltlir kaplarina ekildi. Pasaj numarasi bir artirilarak etiket bilgileri not alindi.

Faz kontrast mikroskobu ile gozlem sirasinda %80 ¢ogalma yogunluguna
ulagmis ve pasajlanmayacak hiicreler %0,25°lik tripsin ile kaldirildi. Santrifiij edilerek
stipernatan atildi ve hiicre peleti 700 ul DMEM-F12 besiyeri ile ¢6ziildi. Hiicre
siispansiyonu kriyovial i¢ine alindi. Uzerine 200 pl FBS (Fetal Bovine Serum,
Collected in South America, Capricorn Scientific, Almanya) eklendi. Buz akiisii
tizerine alinan kriyoviallere 100 ul dimetil siilfoksit (DMSO, D2650, Sigma Aldrich,
Amerika Birlesik Devletleri) eklendi. Daha sonra kriyovialler dondurma kabina (BCS-
136 CoolCell, Biocision, Amerika Birlesik Devletleri) almarak -80°C derin
dondurucuya (DF290, Niive, Tiirkiye) konuldu. Ertesi giine kadar derin dondurucuda

bekleyen kriyovialler uzun siireli saklamak amaciyla s1v1 azot tankina (-196 ° C) alind.

3.7. Kiiltiir Hiicrelerinin Sayilmasi

Kiiltiir kaplarinda ¢ogaltilan hiicreler besiyeri uzaklastirilarak %0,25 tripsin ile
kaldirildi. FBS igeren besiyeri tripsin durdurulduktan sonra 1200 rpm hizinda 5 dakika
santrifiij edildi. Supernatan atilarak pelet 1mL komplet besiyeri ile ¢oziildii. Hiicre
siispansiyonundan 100puL almarak ImL’ye tamamlandi. Diliie edilmis hiicre
stispansiyonundan 100pL aliarak 100 pL tripan mavisi ile karistirildi. Hemositometre
lamina 10uL siispansiyon konularak faz kontrast mikroskobunda 5 farkli alanda canli
hiicreler sayilarak ortalamasi alindi.  “Toplam hiicre sayisi=Nx2x10x10* (N:
Hemositometre laminda 5 farkli alanda sayilan hiicrelerin ortalamasi” formiilii

kullanilarak toplam hiicre sayis1 belirlendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Bu sekil BioREnder uygulamasi kullanarak ¢izilmistir.

Hemositometre

3.8. AICAR ile Hiicre Enerji Stresi Modeli Olusturulmasi

Hiicre enerji stresi modeli deneyi i¢in tripsin ile kaldirildiktan sonra her kuyuda
0.3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyulu kiiltiir kabina ekildi. Ekilen hiicreler DMEM
F-12 phenol red igermeyen ve %2 Fetal Bovine Serum, %4 L-Glutamine ve %1
Penisilin/Streptomisin ilave edilmis besiyeri ile beslendi. 24 saat sonra hiicreler
AICAR ile muamele edildi. Uygun dozu belirlemek igin 6 saatlik inkiibasyon igin
0,ImM 1mM ve SmM olmak iizere 3 farkli doz uygulandi. Alti1 saatlik inkubasyondan
sonra hiicrede total protein 6l¢limii ve ELISA deneyleri icin hiicre lizati hazirlandi.
Hiicre lizat1 hazirlamanin ilk asamasinda besiyeri ¢ekildikten sonra, kuyularin iginde
olan hiicreler soguk fosfat tamponu ile iki kere yikandi. Sonra her kuyuya 5 pl proteaz
ve fosfataz inhibitorleri ilave edilmis Iml RIPA tamponu kullanildi. Tamponun
homojen bir sekide dagilmasi icin 6 kuyulu kiiltiir kab1 hafifce sallandi. Bes dakika

sonra hiicreler kazildi ve pipetle miktrosantrifiij tiipune alindiktan sonra 13000 rpm 30
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dakika santrifiij edildi. Supernatan cekildikten sonra total protein 6l¢iimii ve ELISA
deneyi i¢in mikrotiiplere aktarilip -20°C sakland.

Total protein 6l¢iimli yapmak i¢in 96 kuyulu kiiltiir kab1 20 pl standartlar
sirastyla yiiklendi. Bundan sonra hiicre lizatindan her gruptan 3 kuyuya 20 pl yiiklendi.
Son olarak kontrol dahil biitiin kuyulara 50:1 Solution A ve Solution B karisimindan
her kuyuya 200er pul eklendi. Yarim saat inkiibasyondan sonra mikroplate okuyucuda
562 nm’ye ve 37°C 1sisinda okundu. Total protein olgiimiinden sonra grafik
olusturuldu. Grafige uygun olan denklem ve R? degeri hesaplandi. Bu sonuglarin

dogrultusunda 1s1ma degerleri protein konsantransyonlaria doniistiiriildii.

ELISA ile fosforilasyonla aktive olan protein miktar1 Olgiildi. Biitiin
malzemeler oda 1s1sinda getirildikten sonra kullanilacak kadar kuyu ¢ikarildi ve kit
icinde yer alan, p-ampk antikorla kapli 6zel plak ikiser kontrol olacak sekilde her
kuyuya 50pl standartlar yiiklendi. Ornek kuyulara 40pl hiicre lizat1 eklendi ve ardindan
10ul anti-P-AMPK-al antikoru eklendi, ardindan lizat kuyulara ve standart kuyulara
50ul streptavidin-HRP eklendi ve iyice karistirildi. Plak kapaticiyla ortiildii ve 37°C'de
60 dakika inkiibe edildi. Kapatici ¢ikarildi ve plak 5 kez yikama tamponuyla yikandi.
Her yikama i¢in kuyular 300ul yikama tamponuyla 30 saniye ila 1 dakika siireyle
bekletildi. Plak kagit havlularin {izerinde kurulandi. Her kuyuya 50ul substrat
soliisyonu A eklendi ve ardindan 50pul substrat soliisyonu B eklendi. Plak yeni bir
kapaticiyla kaplanmis olarak karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Her
kuyuya 50ul Stop Soliisyonu eklendi, mavi renk hemen sartya donmeye basladi. Stop
cozeltisini ekledikten sonra 10 dakika icinde 450 nm'ye ayarlanmis mikroplate
okuyucu kullanarak her bir kuyucugun optik yogunlugunu (OD degeri) belirlendi.
Grafik olusturulduktan sonra, grafige uygun olan denklem ve R? degeri hesaplandi. Bu

sonuglarin dogrultusunda 1s1ma degerleri protein konsantransyonlarina doniistiiriildi

Sekil (3.4).
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Sekil 3.4. Fosforile AMPK ELISA grafigi.

3.9 Immiinfloresan Isaretleme Icin Gerekli Malzeme ve Soliisyonlarn

Hazirlanmasi

3.9.1 Fosfat Tamponu (PBS)

. Sodyum kloriir (NaCl, 58,44 g/mol, Kimetsan, Tiirkiye)

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

*  Disodyum hidrojen fosfat heptahidrat (Na2HPO4*7H20, 268,03 g/mol
diSodium hydrogen phosphate heptahydrate, Merck, Almanya)

*  Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO4*2H20, 156,01 g/mol
Sodium dihydrogen phosphate dihydrate, Merck, Almanya)

Hassas tart1 iizerinde 80g sodyum kloriir, 2g potasyum kloriir, 107,212g

disodyum hidrojen fosfat heptahidrat, 15,6g sodyum dihidrojen fosfat dihidrat

tartildi. Manyetik karistiric1 iizerinde 1000 ml distile su i¢inde ¢oziildii. Elde edilen

10X PBS tampon soliisyonu +4 °C de saklandi. Kullanmadan 6nce 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 icinde %2 sigir serum albiimini (Bovine Serum Albumi, >96%, Sigma,

Almanya) hazirlandi. PBS-BSA soliisyonu taze hazirlanarak kullanildi.
3.9.3. Serum Blokaji Soliisyonu

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

hazirlandi. Serum blokaj1 soliisyonu taze hazirlanarak kullanildi.

3.9.4. Primer Antikorlar

SIRT1 antikoru ( Sirtuinl Rabbit anti-human Polyclonal Antibody, cat:
PAE912Hu01, CLOUD-CLONE CORP, Amertika Birlesik Devletleri). SIRT1 primer
antikoru i¢in 1/100, 1/200, 1/300 ve 1/500 diliisyonlarda 6n deney yapildi. Uygun
konsantrasyonun 1/300 oldugu goriildii. Primer antikorlar PBS-BSA iginde 1/300

diliisyonda hazirlandi. Soliisyon taze hazirlanip kullanildi.

Sekil 3.5. SIRT1 primer antikor diliisyonlari. A: SIRT1 primer antiokor 1/100
dilisyonu B: SIRT1 primer antikor 1/200 diliisyonu C: SIRT1 primer
antikor 1/300 diliisyonu D: SIRT1 primer antikor 1/500 diliisyonu
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ACE?2 antikoru ( ACE2 Rabbit Polyclonal Antibody, cat: bs-1004R, Bioss
Antibodies, Amerika Birlesik Devletleri ) ACE2 primer antikoru igin 1/100, 1/200, ve
1/300 diliisyonlarda 6n deney yapildi. Uygun konsantrasyonun 1/200 oldugu goriildii.
Primer antikorlar PBS-BSA iginde 1/200 diliisyonda hazirlandi. Soliisyon taze
hazirlanip kullanild1 (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. SIRT1 primer antikor diliisyonlari. A: SIRT1 primer antiokor 1/100
dilisyonu B: SIRTI1 primer antikor 1/200 diliisyonu C: SIRTI primer
antikor 1/300 diliisyonu D: SIRT1 primer antikor 1/500 diliisyonu
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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 se¢ildi. 1/500, 1/800 ve 1/1000 diliisyon oranlarinda 6n
deney yapildi. Uygun konsantrasyonun 1/1000 olduguna karar verildi. Yesil
kanalda goriintiilemeye uygun olarak Alexa Fluor® 488 (eksitasyon dalga boyu: 490
nm, emisyon dalga boyu:525 nm) konjuge olan sekonder antikor PBS-BSA icinde
1/1000 diliisyonda kullanildi. Taze hazirlanan soliisyon hemen kullanildi. Cekirdek
boyamasi i¢cin DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindol) iceren kapatma ortami (Antifade
Mounting Medium with DAPI, VECTASHIELD®, cat: H-1200-10, Amerika Birlesik
Devletleri) kullanildi.

3.10. immiinfloresan Isaretlemenin Uygulamasi

Kiiltiire edilmis graniiloza hiicreleri, her kuyuda 2x10* hiicre olacak sekilde
ekildi. Ertesi giin besiyeri atild1 ve 3 kere fosfat tampon soliisyonu ile yikandiktan
sonra ve %4 paraformaldehid ile 10 dakika fikse edildi. Fikse edilmis hiicreler tekrar
fosfat tampon soliisyonu ile yikandi ve membranlarin agilmasi ig¢in % 0,1 Tween 20
(Sigma, Almanya) kullanildi. Bu basamakta tekrar 3 kere fosfat tampon soliisyonu
yapild1 ve kegi serumu ile 15 dakika oda sicakliginda inkube edildi. Serum blokajindan
sonra ytkama yapilmadan anti-SIRT1 1:300 ve anti-ACE2 1:200 ile gece boyu +4 °C
bekletildi. Floresan isaretli sekonder antikor ile 1/1000 diliisyonda bir saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. DAPI damlatilip kapatilarak Leica-DM6B mikroskop
DFC7000T kamerada goriintiilendi. Floresan 1s1ma yogunlugunun sayisallagtirilmasi
i¢cin goriintiilerin ham verileri Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) tarafindan
saglanan ImageJ goriintii analiz yazilimi ile incelendi. Sayisallagtirma islemi igin
yalnizca yesil kanalin ham goriintiilerinde olglim yapildi. Her hiicrenin sinir1
dahilindeki alanin ortalama isima yogunlugu 6l¢iildii ve zemin 1s1ma yogunlugu

¢ikarilarak analiz edildi.

3.11. JC-1 Boyama Prosediirii

Ucg hiicre-bazli tampon tabletleri 300 ml distile su icinde ¢dziildii. Ardindan
JC-1 Reaktifi oda sicakligina getirildi. Reaktif i¢in hiicrelerimiz i¢in kullandigimiz
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komplet besiyeri 1:10 oraninda seyrelterek boyama ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti
homojen hale gelene kadar iyice karistirildi. Her kuyucukta 2x10% olacak sekilde
ekilmis olan hiicreler 100u JC-1 Reaktifi ile 20 dk boyunca 37 °C’de , nemli ve %5
CO2 ortamda inkiibe edildi. Cogunlukla JC-1 agregatlarina sahip saglikli hiicreler,
genellikle rodamin tespit etmek {izere tasarlanmis filtre setleri ile tespit edildi
(eksitasyon/emisyon = 540/570 nm). JC-1 monomerlerine sahip apoptotik hiicreler ise,
FITC'yi tespit etmek icin tasarlanmus filtre setleri ile tespit edildi (eksitasyon/emisyon
=485 /535 nm)

3.12. Wst-1 Proliferasyon Testi

96 kuyucuklu kiiltiir kabina, her kuyucukta 10* hiicre ekildi. Hiicreler 100 pl
komplet besiyeri ile 37°C, %5 CO. nemli inkiibatorde inkiibe edildi. Ertesi giin ilgili
gruplara hiicre stresi modeli, ve SIRTI inhibisyonu uygulandiktan sonra WST-1
uygulamasi icin ilk 6nce WST-1 reaktifi ile Elektron Aracili Cozelti 1:1 oraninda
karistirildi. Her kuyucukta 10 ul WST karisimindan damlatildi ve 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan hemen sonra 450 nm'ye ayarlanmis mikroplak okuyucu kullanarak her
bir kuyucugun optik yogunlugunu (OD degeri) belirlendi ve ylizde olarak hiicre
canlilig1 gosterildi (Sekil 3.7).

() Her kuyucukta 10* hocre ekomi (@ 10 p WST1 kangimi (3 2 saatinkubasyon
{
(i‘) Hicre canhhgin belirlemek icin kolarimetrik reaksiyon (5) 450 nm absorbans Slgumi
—
AItOKOvNSrial
ehidrogenaziar
Croated in BioRender.com bio

Sekil 3.7. Wst-1 hiicre proliferasyon testi semasi. Bu sekil BioREnder uygulamasi
kullanarak ¢izilmistir.
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3.13. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler i¢in SPSSver.25 ve Graphpad yazilimlarindan
faydalanildi. Arastirma hipotezi non-parametrik test varsayimlarinin saglandigindan
non-parametrik testler kullanilarak degerlendirildi. Calisma i¢in ihtiya¢ duyulan
orneklem genigligi nonparametrik testlere gore hesaplandi. Gruplar igin her deneyde
diizeltilmis p degerleri hesaplandi ve p<0,05 anlamli kabul edildi. Verilerin
degerlendirilmesinde non-parametrik test olan Kruskall-Wallis, gruplar arasinda ikili
karsilagtirma testi yapildi. Sonuglarin grafiklendirilmesi i¢in GraphPad Prism 8

programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kiiltiire Edilen Hiicrelerin Faz Kontrast Mikroskobunda incelenmesi

HGL5 graniiloza hiicreleri, epiteloid morfolojiye uygun olarak belirgin
hiicresel smirlart ve diizgiin poligonal sekilleri ile gozlendi. Kiiltiiriin ilerleyen
saatlerinde hiicreler homojen dagilim sergiledi ve tipik epiteloid hiicre morfolojisini
koruduklar1 izlendi. Hiicrelerin birbirine yakin yerlesim ve proliferasyon gostererek 48

saatte tam konfluensiye ulastiklar1 izlendi (Sekil 4.1).

Gruplardaki farkli bireylere yapilan ovulasyon indiiksiyonu sonucunda farkli
sayilarda folikiil gelisimi gozlendi. Bu nedenle OPU islemi sirasinda elde edilen atik
folikiil sivisi miktar1 da degiskenlik gosterdi. Folikiil sivilari laboratuvarimiz
bilinyesinde olusturulan Zirh ve arkadaslar tarafindan gelistirilen graniiloza hiicresi
izolasyonu metodu ile izole edildi bu sirada kan hiicrelerinden ayrigtirildi. Saglikli
kadinlarin folikiiler sivisinda izole edilen graniiloza hiicre peleti, PKOS ve AOR
grubuna gore daha yogundu. Ancak bu gruptan ekilen graniiloza hiicreleri PKOS ve
AOR tanili gruba kiyasla sayica daha fazla olmalarmma ragmen, tutunmalar1 ve
proliferasyonu daha yavas ilerledigi gozlendi (Sekil 4.2). Ayrica PKOS grubunun
graniiloza hiicreleri de AOR grubuna kiyasla daha yavas proliferasyon hizi gosterdi.
[zolasyonu takiben hiicreler 24. saatte faz kontrast mikroskobu altinda incelendiginde
hiicrelerin gogunda kisa sitoplazmik uzantilari gézlendi. izolasyon sonrasi ilk besleme
48. saatte yapilan hiicrelerin ortaminda metabolik atiklardan ve tutunamayip apoptoza
ugrayan hiicrelerden kaynaklandigi diisiindiiren sar1 ve koyu renk besiyeri gézlenlendi
(Sekil 4.3). Biitin gruplarin graniiloza hiicreleri epiteloid morfolojisi 6zellikleri
tasimakla birlikte AOR grubunun graniiloza hiicrelerinin sitoplazmik uzantilar
saglikli ve PKOS grubunun hiicreleri ile kiyasla daha spikiiler morfojiye sahip
olduklari izlendi (Sekil 4.4) .



Sekil 4.1. HGLS5 graniioza hiicre hatt1 A: 8. saat B: 24. saat C: 48. saat

49
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Sekil 4.2. Saglikli kadinlarin graniiloza hiicrelerinin primer kiltiir mikrograflari. A:
Primer Kkiiltiirde 0. saat graniiloza hiicreleri. Hiicreler kiime halinde
ekilmistir ve heniiz tutunmadiklar1 goriilmektedir. B: Primer kiiltiirde 24.

saat graniiloza hiicreleri. C: Primer kiiltiirde 48. saat graniiloza hiicreleri.
D: Primer kiiltiirde 1. hafta graniiloza hiicreleri.
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Sekil 0.1. PKOS kadmlarin graniiloza hiicrelerinin primer kiiltiir mikrograflari. A:
Primer kiiltiirde 0. saat graniiloza hiicreleri. Hiicreler heniiz tutunmadiklari
goriilmektedir. B: Primer kiiltiirde 24. saat graniiloza hiicreleri. C: Primer
kiiltiirde 48. saat graniiloza hiicreleri. D: Primer kiiltiirde 1. hafta graniiloza
hiicreleri.
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Sekil 4.4. AOR kadinlarin graniiloza hiicrelerinin primer kiiltiir mikrograflar. A:
Primer kiiltiirde 0. saat graniiloza hiicreleri. Hiicreler heniiz tutunmadiklari
goriilmektedir. B: Primer kiiltiirde 24. saat graniiloza hiicreleri. C: Primer
kiiltiirde 48. saat graniiloza hiicreleri. D: Primer kiiltiirde 1. hafta graniiloza
hiicreleri

4.2. HGL5 Hiicrelerinin Stres Sonrasi Faz Kontrast Mikroskobunda incelenmesi

Kontrol HGL5 graniiloza hiicrelerinin mikroskobik yapilar1 epiteloid
goriiniimlii olup tipik kaldirim tast goriinimii izlendi . Hiicreler homojen dagilim
gosterdi. Kontrol grubuna kiyasla, AICAR ile muamele edilen hiicrelerde cesitli
yapisal degisiklikler gozlendi. Hiicreler arasi baglantilarda azalma goézlendi ve
hiicrelerin daha izole bir hale gelip kiimelesmeleri dikkat ¢ekti. Apoptotik siireglerin
basladigini diisiindiiren daha koyu ve yogun hiicre ¢gekirdekleri goriildii. SIRT1 inhibe
edilen grupta ise sitoplazmanin bazi kisimlarinda parlakligin kayboldugu ve yogun
sitoplazmik graniillerin belirgin artis1 goriilda (Sekil 4.5).
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Sekil 0.2. A: HGL5 grubu, x10 objektif biiylitmesi. B: HGL5 grubu, x20 objektif
biiyiitmesi. C: AICAR sonras1t HGL5, x10 objektif biiyiitmesi. D: AICAR

sonrast HGLS5, x10 objektif biiyiitmesi. E: SIRT1 inhibisyonu ve AICAR

sonrast x10 objektif biiyiitmesi F: SIRT1 inhibisyonu ve AICAR sonrasi

x20 objektif biiylitmesi.

]

4.2. iImmiinfloresan Isaretlenmenin Degerlendirimesi

4.2.1 SIRT1 immiinfloresan Isaretlenmenin Degerlendirilmesi

HGLS5 hiicre hattinda SIRT1 immiinisaretlenmesi uygulandi. SIRTI1
ifadelenmesi hiicrenin sitoplazmasinda yogun izlendi. AICAR ile metabolik stres

modellemesi sonrast SIRT1 ifadelenmesi sitoplazmikti ve yer yer noktasal patern
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gosterdi (Sekil 4.6). Stres sonrasi SIRT1 ifadelenmesi artsa da, istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p= 0.999) (Sekil 4.7) .

Sekil 0.3. A: HGLS hiicreleri SIRT1 immiinigaretleme, x40 objektif biiyiitmesi B:
HGLS hiicreleri AICAR sonrast SIRT1 immiinisaretleme, x40 objektif
biiylitmesi C: HGL5 hiicreleri AICAR+Ex-527 immiinigaretleme, x40
biiyiitmesi
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Sekil 0.4. HGLS5 graniiloza grubunda SIRT1 intesitesinin karsilagtiritlmasi. Image J
kullanilarak yapilan immiinofloresan yogunlugu analizinde Kontrol ve
Stres grubu arasinda istatistiksel olarak onemli fark bulunmamaistir (p=
0.999). Kontrol ve Inhibisyon grubu arasinda istatistiksel olarak onemli
fark bulunmusgtur **** (p=0.0001). Stres ve inhibisyon grubu arasinda
istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmustur **** (p=0.0001).

Saglikli graniiloza (erkek infertilitesi), PKOS ve AOR gruplarinda SIRT1
ifadesi izlendi. Her ii¢ grupta isaretlenme paterni 6zellikle hiicrenin sitoplazmasinda
yogunlasmisti. PKOS grubunda daha fazla olmakla birlikte, {i¢ grupta da hiicre
cekirdeginde de SIRT1 ifadesi mevcuttu (Sekil 4.8). Gruplar arasinda AOR grubunun
SIRT1 ifadesi diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazlayd:
(p=0.0001). Saglikli graniiloza (erkek infertilitesi) grubu ve PKOS gruplar1 arasinda
ise istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0.274) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. A: Saglikli Graniiloza Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x40 objektif
biiyiitmesi. B: Saglikli Graniiloza Grubu SIRT1 immiinigaretleme, x60
objektif biiyiitmesi. C: PKOS Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x40 objektif
biiylitmesi. D: PKOS Grubu SIRTI1 immiinisaretleme, x60 objektif
biyiitmesi. E: AOR Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x40 objektif
biiylitmesi F: AOR Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x60 objektif
bliylitmesi.
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Sekil 4.9. Gruplarda SIRT1 intesitesinin karsilastirilmasi. Image J kullanilarak
yapilan immiinofloresan yogunlugu analizinde saglikli graniiloza grubu
(erkek infertilitesi) ve  PKOS grubu arasinda 6nemli fark bulunmamistir
(p= 0.274). Saglikli graniiloza (erkek infertilitesi) grubu ve AOR grubu
arasinda istatistiksel olarak onemli fark bulunmustur ****(p=0.0001).
PKOS grubu ve AOR grubu arasinda istatistiksel olarak onemli fark
bulunmustur **** (p=0.0001).

Saglikli graniiloza grubu (erkek infertilitesi) hiicrelerinde SIRT1
immiinisaretlemesi ile SIRT1 ifadesi goézlendi. Ayni grubun incelenen biitiin
hiicrelerinde, farkli metabolik aktivitelerine bagli olabilecegini diisiindiiren, ayni
ifadelenme yogunlugunun olmadig:i dikkat cekti. AICAR ile metabolik stres
modellemesi sonrast SIRT1 immiinreaktivitesinin belirgin bir sekilde arttig1 gorildi.
SIRT1 ifadelenmesi agrilikli olarak sitoplazmik olmasiyla birlikte, AICAR sonrasi
grubunda, uygulama yapilmamis (kontrol alt grubu) graniiloza hiicrelerine gore
cekirdekteki yogunlugu dikkat ¢ekti (Sekil 4.10). Stres sonras1 SIRT1 inhibe edilen
grupta, az da olsa, sadece sitoplazmada sinirli olarak SIRT1 ifadelenmesi izlendi,
ancak uygulama yapilmamis (kontrol alt grubu) graniiloza hiicrelerine gore istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,0134) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. A: Saglikli Graniiloza Grubu SIRT1 immiinisaretleme, x40 objektif
blyilitmesi.  B: Saglikli Graniiloza Grubu AICAR sonrasi SIRT1
immiinigaretleme, x40 objektif biiylitmesi. C: Saglikli Graniiloza Grubu
AICAR+EX-527 sonrast SIRT1 immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi.
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Sekil 4.11. Saglhkli graniiloza hiicresi (erkek infertilitesi) grubunda SIRT1
intesitesinin karsilagtiritlmasi. Image J programi kullanilarak yapilan
immiinofloresan yogunlugu analizinde Stres grubunda Kontrol grubuna
gore SIRT1 immiinisaretleme ifadesinde istatistiksel olarak fark
bulunmustur * (p= 0.013). Kontrol ve Inhibisyon grubu arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmamustir (p=0.15). Stres ve inhibisyon grubu
arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark bulunmustur **** (p=0.0001).

PKOS grubunun graniiloza hiicrelerinde SIRT1 ifadelenmesi g¢ogunlukla
sitoplazmik olmakla birlikte, ¢ekirdekte de SIRT1 immiinisaretlenmesi goriildii.
AICAR ile metabolik stres modellemesi grubunda ise SIRT1 ifadelenmesinin belirgin
bir sekilde arttigi goriildi. Uygulama yapilmamis (kontrol alt grubu) graniiloza
hiicrelerinin ¢ekirdegindeki belirgin ifadelenme, AICAR sonrasi daha da yogun
izlendi. SIRT1 inhibisyonuna ragmen, c¢ok zayif da olsa birka¢ hiicrenin
sitoplazmalarinda SIRT1 ifadelenmesi goriildii, ancak ¢ekirdekte SIRT1 ifadelenmesi

yoktu (Sekil 4.12). Bu SIRT1 ifadelenmesi sirastyla uygulama yapilmamais (kontrol alt
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grubu) ve stres grubunda daha azd: ve istatistiksel olarak bu fark anlamli bulundu
(p=0.0008) (Sekil 4.13).

Sekil 4.12. A: PKOS Grubu SIRT1 floresan immiinisaretleme, x40 objektif
bliylitmesi. B: PKOS Grubu AICAR sonrasti SIRT1 floresan
immiinigaretleme, x40 objektif biiyiitmesi. C: PKOS Grubu AICAR+EX-
527 sonras1 SIRT1 floresan immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi.
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Sekil 0.5. Polikistik over sendromu grubunda SIRT1 intesitesinin karsilagtirilmasi.
Image J programi kullanilarak yapilan immiinfloresan yogunlugu
analizinde Stres grubunda Kontrol grubuna gére SIRT1 ifadesi istatistiksel
olarak onemli olglide arttigi bulunmustur *** (p= 0.008). Kontrol ve
Inhibisyon grubu arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir
(p=0.147). Stres ve inhibisyon grubu arasinda istatistiksel olarak 6nemli
fark bulunmustur **** (p=0.0001).

AOR grubundaki SIRT1 ifadelenmesi biitiin gruplarda yogun izlendi ancak
uygulama yapilmamis (kontrol alt grubu) graniiloza hiicrelerinde SIRT1 ifadelenmesi
daha yogundu. Bu ifadelenme sitoplazma ve ¢ekirdekte olmakla birlikte, saglikli ve
PKOS grubundan farkli olarak sitoplazmada lipid damlaciklarin diistindiiren vakuollii
sitoplazma gozlendi (Sekil 4.14). AICAR sonrasi sitoplazmik vakuolizasyonda artisi
yani sira SIRT1 ifadelenmesinde de belirgin yogunluk izlendi. Saglikli graniiloza

hiicresi ve PKOS grubunda da oldugu gibi SIRT1 inhibisyonu sonrasi ¢cok zayif bir
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ifadelenme goriildii, ancak ¢ekirdekte ifadelenme yoktu. Uygulama yapilmamis
(kontrol alt grubu) graniiloza hiicreleri ile SIRT1 inhibisyonu yapilmis grubu arasinda
SIRT]1 ifadesinin istatistiksel olarak arttig1 bulundu (p=0.001). Uygulama yapilmamis
(kontrol alt grubu) graniiloza hiicreleri ile AICAR ile metabolik stres modellemesi
grubu arasinda SIRT1 ifadesinde ististiksel olarak onemli fark bulunmamistir

(p=0.111) (Sekil 4.15).

Sekil 4.14. A: AOR Grubu SIRT1 floresan immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi.
B: AOR Grubu AICAR sonras1 SIRT1 floresan immiinisaretleme, x40
objektif biiyiitmesi. C: AOR Grubu AICAR+EX-527 sonrast SIRTI
floresan immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi
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Sekil 0.6. Azalmis oosit rezervi grubunda SIRTI1 intesitesinin karsilastirilmasi.
Image J programi kullanilarak yapilan immiinfloresan yogunlugu
analizinde Kontrol grubu ile Stres grubu arasinda SIRT1 ifadesinde
istatistiksel olarak Onemli fark bulunmamistir (p= 0.111). Kontrol
grubunda Inhibisyon grubuna gére SIRTI ifadesi istatistiksel olarak
onemli Olglide arttigi bulunmustur **** (p=0.0001). Stres grubundaki
SIRT1 ifadesi inhibisyon grubuna gore istatistiksel olarak arttig
bulunmustur ** ( p=0.002).

4.3.1 ACE2 Immiinisaretlenmenin Degerlendirilmesi

HGLS5 insan graniiloza hiicre hattinda ACE2 immiinisaretlemesi gergeklesti.
ACE2 ifadelenmesi graniiloza hiicrelerinin sitoplazmasinda belirgindi ve yer yer
graniiller patern dikkati ¢cekti. AICAR ile metabolik stres modellemesi sonrast ACE2
immiinisaretlemesi artis gosterdi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.728).
SIRT1 inhibisyonu sonrast ACE2 immiinisaretlemesi daha yogundu ve uygulama

yapilmamis (kontrol alt grubu) graniiloza hiicrelerine kiyasla nerdeyse biitiin
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hiicrelerin sitoplazmasinda graniiller isaretleme dikkati ¢ekti (Sekil 4.16). Gozlenen

bu farklilik istatistiksel olarak da anlamliyd1 (p=0.091) (Sekil 4.17).

Sekil 4.16. A: HGL5 graniiloza hiicreleri ACE2 floresan immiinisaretleme, x40
objektif biiylitmesi B: HGL5 graniiloza hiicreleri AICAR sonras1 ACE2
immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi C: HGL5 graniiloza hiicreleri
AICAR+EX527 sonrast ACE2 floresan immiinisaretleme, x40 objektif
bliylitmesi.



65

* ok
8108 m
s
6105 =
=)
-
E 4%10%
g
™
E
-
22104 -
0 1 T L
Eontrol Stres Inhibisyon
Gruplar

Sekil 4.17. HGLS5 graniiloza hiicresi grubunda ACE2 intesitesinin karsilagtirilmasi.
Image J kullanilarak yapilan immiinofloresan yogunlugu analizinde
Kontrol ve Stres grubu arasinda istatistiksel olarak Onemli fark
bulunmamistir (p= 0.728). Inhibisyon grubunda Kontrol grubuna gore
ACE?2 ifadesi istatistiksel olarak arttig1 bulunmugtur **(p=0.009). Stres ve
inhibisyon grubu arasindaki ACE2 ifadesinde istatistiksel olarak énemli
fark bulunmamstir (p=0.233).

Saglikli  graniiloza grubunda (erkek infertilitesi) ACE2 floresan
immiinisaretlemesi yine sitoplazmik olmakla birlikte, HGLS5 hiicre hattinda
gozlemledigimiz graniiler patern yoktu. AICAR ile metabolik stres modellemesi
sonrast ACE2 floresan immiinisaretlemesi azaldi ancak stresteki hiicrelerin SIRT1
EX-527 uygulayarak inhibe edilginde ACE2 floresan immiinisaretlemesi artt1 (Sekil

4.18). Bu artis istastiksel olarak da anlamli bulundu (p=0.017) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. A: Saglikli graniiloza hiicreleri ACE2 floresan immiinisaretlemesi, x40
objektif biiyiitmesi B: Saglikli graniiloza hiicreleri AICAR sonras1t ACE2
floresan immiinisaretlemesi, x40 objektif biiyiitmesi C: Saglikli graniiloza
hiicreleri AICAR+EX527 sonras1t ACE2 floresan immiinisaretlemesi, x40
objektif biiylitmesi.
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Sekil 4.19. Saglikli graniiloza hiicresi (erkek infertilitesi) grubunda ACE2 intesitesinin
karsilastirilmasi. Image J programi kullanilarak yapilan immiinofloresan
yogunlugu analizinde kontrol ve inhibisyon grubu arasindaki ACE2
ifadesinde istatistiksel olarak oOnemli fark bulunmamistir (p=0.999).
Kontrol grubunda ACE?2 ifadesi stres grubuna gore istatistiksel olarak
artmustir *** (p=0.0004). Inhibisyon grubunda ACE2 ifadesi stres grubuna
gore istatistiksel olarak artmigtir **( p=0.0017)

PKOS grubunda ACE2 floresan immiinisaretlemesi sitoplazmada gozlendi.
AICAR ile metabolik stres modellemesi ile ACE2 floresan immiinisaretlemesi artis
gosterdi. SIRT1 inhibe edildigindeki immiinisaretleme, uygulama yapilmamis
(kontrol alt grubu) graniiloza hiicrelerindeki ACE2 ifadelenmesine gore istatistiksel

olarak anlaml sekilde artt1 ( p= 0.016) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. A: PKOS grubu graniiloza hiicreleri ACE2 floresan immiinisaretleme,
x40 objektif biiyiitmesi B: PKOS grubu graniiloza hiicreleri AICAR
sonrast ACE2 floresan immiinisaretleme, x40 objektif biiylitmesi C:
PKOS grubu graniiloza hiicreleri AICAR+EX527 sonrast ACE2 floresan
immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi.
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Sekil 4.21. Polikistik over sendromu grubunda ACE2 intesitesinin karsilagtirilmasi.
Image J programi kullanilarak yapilan immiinofloresan yogunlugu
analizinde stres ve inhibisyon grubu arasindaki ACE2 ifadesinde
istatistiksel olarak onemli fark bulunmamistir (p=0.999). Stres grubunda
ACE2 ifadesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artmistir
*(p=0.0396). Inhibisyon grubunda ACE2 ifadesi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak artmistir *( p=0.0164)

AOR grubunda ACE2 immiinisaretlemesi sitoplazmada yaygin olarak izlendi.
AICAR ile metabolik stres modellemesi ile ACE2 floresan immiinisaretlemesi artis
gosterdi. SIRT1 inhibe edildigindeki ACE2 floresan immiinisaretlemesi uygulama
yapilmamis (kontrol alt grubu) graniiloza hiicrelerindeki immiinisaretlemeye kiyasla

istatistiksel olarak anlamli sekilde artis gosterdi ( p= 0.016) (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. A: AOR grubu graniiloza hiicreleri ACE2 floresan immiinigaretleme, x40
objektif biiylitmesi B: AOR grubu graniiloza hiicreleri AICAR sonrasi
ACE2 floresan immiinisaretleme, x40 objektif biiyiitmesi C: AOR grubu
graniiloza hiicreleri AICAR+EX sonrast ACE2 floresan immiinisaretleme,
x40 objektif biiyiitmesi.
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Sekil 4.23. Azalmis oosit rezervi grubunda ACE?2 intesitesinin karsilastirilmasi. Image
J programi kullanilarak yapilan immiinofloresan yogunlugu analizinde
stres ve inhibisyon grubu arasindaki ACE2 ifadesinde istatistiksel olarak
onemli fark bulunmamistir (p=0.999). Kontrol grubunda ACE2 ifadesi
inhibisyon grubuna gore istatistiksel olarak artmistir ****(p=0.0001).
Kontrol grubunda ACE?2 ifadesi stres grubuna gore istatistiksel olarak
artmistir ***( p=0.007).

4.4. HGL5 hiicrelerinde JC-1 ile Mitokondrial Membran Potansiyeli

degerlendirilmesi

HGLS5 hiicre hattinda, uygulama yapilmamis (kontrol alt grubu) graniiloza
hiicreleri, normal mitokondriyal membran potansiyeli gostergesi olan JC-1 kirmizi
agregatlarin hiicre ¢ekirdegi etrafinda yogun oldugu izlendi (Sekil 4.24). AICAR ile
metabolik stres modellemesi ile olusturulan grupta ise saglikli mitokondriyon
membran potansiyeli ile iliskilendirilen JC-1 kirmizi monomerleri isaretlemesi
tamamen kaybolmamis olsa da, hasarli hiicre ve diisiik mitokondriyon membran
potansiyeli ile iligkilendirilen yesil JC-1 monomerleri yogundu (Sekil 4.25). SIRT1
inhibe olan grupta ise JC-1 kirmizi monomeler azalarak yerini hiicrenin hasarli
olabilecegini diisiindiiren JC-1 yesil monomerleri aldi (Sekil 4.26). Gruplar arasinda

olan bu degisiklikler istastistiksel olarak da anlamli bulundu (Sekil 4.27).
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Sekil 4.24.

HGL5 uygulama yapilmamis (kontrol alt grubu) graniiloza hiicreleri JC-
1 ile mitokondriyal membran potansiyeli boyanmasi. A: DAPI ile
boyanmis graniiloza hiicre ¢ekirdekleri. B: Saglikli membran
potansiyelinin gostergesi olan JC-1 kirmizi monomerleri. C: Hasarli
membran potansiyelinin gostergesi olan JC-1 yesil monomerleri. D: JC-1
ile imminfloresan boyanan mitokondriyal membran potansiyelinin
birlestirilmis goriintiisii.

Sekil 4.25.

HGLS5 graniiloza hiicrelerinin AICAR ile metabolik stres modellemesi JC-
1 ile mitokondriyal membran potansiyeli boyanmasi. A: DAPI ile
boyanmis graniilloza hiicre c¢ekirdekleri. B: Saglikli membran
potansiyelinin gostergesi olan JC-1 kirmizi monomerleri. C: Hasarli
membran potansiyelinin gostergesi olan JC-1 yesil monomerleri. D: JC-1
ile immiinfloresan boyanan mitokondriyal membran potansiyelinin
birlestirilmis goriintiisii.
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Sekil 4.26.

HGLS graniiloza hiicrelerinin SIRT1 inhibisyonu sonrasi JC-1 ile

mitokondriyal membran potansiyeli boyanmasi. A: DAPI ile boyanmis
graniiloza hiicre c¢ekirdekleri. B: Saglikli membran potansiyelinin
gostergesi olan  JC-1 kirmizi monomerleri. C: Hasarli membran
potansiyelinin gostergesi olan JC-1 yesil monomerleri. D: JC-1 ile
immiinfloresan boyanan mitokondriyal membran potansiyelinin
birlestirilmis goriintiisii.
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Sekil 0.27. JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli dl¢iimii. Normal mitokondriyal

membran potansiyeli gostergesi olan JC-1 kirmizi monomerlerin kontrol
grubu ile stres grubu arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi
(p=0.556). Inhibisyon grubu JC-1 kirmizi monometrler boyamas1 kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak azalmis bulundu ***(p=0.0003).
Hasarli mitokondriyal membran potansiyeli gostergesi olan JC-1 yesil
monomerlerin inhibisyon grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak artmis bulundu *** (p=0.0001). Inhibisyon grubu JC-1 yesil
monomerler boyamas: stres grubuna kiyasla istatistiksel olarak artmis
bulundu ** (p= 0.0004).
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4.5. HGL5 graniiloza hiicrelerinin Wst-1 Analizi ile Mitokondriyal Dehidrogenaz
Aktivitesi

Hiicresel mitokondriyal dehidrogenaz ile tetrazolium tuzundan formazan
olusumuna dayali hiicre proliferasyon orant ve canli hiicrelerin kantitatif
degerlendirmesinde uygulanan Wst-1 analizinde uygulama yapilmamis (kontrol alt
grubu) graniiloza hiicreleri 96 kuyulu plaklarin ekiminde 10.000 hiicre/ kuyu olan
saglikli hiicreleri 24 + 6 saat sonra yapilan olgiimiinde 100000 olarak bulunurken,
AICAR ile metabolik stres modellemesi sonrasi hiicre proliferasyonunda belirgin artis
olmayip ortalama 52.560 hiicre diizeyinde kaldigi bulundu. EX-527 ile SIRT1
inhibisyonu gerceklestirilen grupta ise hiicre proliferasyonunun ortalama 30900 hiicre
ile sinirli kaldigi bulundu. (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Wst-1 analizi grafigi.
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5. TARTISMA

Graniiloza hiicrelerinin temel islevlerinden biri, oosit olgunlagsmasi i¢in gerekli
olan metabolitleri ve besin maddelerini tasimaktir. Folikiillerdeki graniiloza
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagmasi, oosit olgunlasmasiyla es zamanli olarak
gerceklesir ve bu iki hiicre, metabolik olarak birbirine baglidir. Primer kiiltiirinii
yaptigimiz  graniiloza hiicrelerinin  farkli gruplar arasinda faz kontrast
mikroskobundaki morfolojik goriintiileri epiteloid karakter ve HGLS hiicre hatti ile
benzerlik gostermeleri primer kiiltiiriin basariyla gergeklestigi ve baska hiicre

kontaminasyonu olmadiginin gostergesidir.

Graniiloza hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilen proteinlerden biri olan
SIRT1, enerji metabolizmasimnin ve mitokondriyal fonksiyonun diizenlenmesinde
onemli bir role sahipken, bu diizenlenme, 6nemli bir enerji sensorii olan AMPK'nin
katilimini gerektirir [60] . Mitokondriyon, apoptoz, kalsiyum homeostazisi ve oksidatif
fosforilasyon olarak bilinen metabolik yol araciligiyla ATP iiretimi dahil olmak iizere
cok sayida hayati hiicresel siirecin temel diizenleyicileri olarak gorev yapan
organellerdir [61]. Mitokondriyon membran potansiyeli membran gegirgenligini
korumaya yardimci olur, bodylece hiicre homeostazisini korur. Mitokondriyon
membran potansiyeli mitokondriyon isleyisini degerlendirmek i¢in kullanilabilecek
etkili bir biyobelirtegtir [62]. SIRT1, glikasyon stresini ve oksidatif stresi azaltmak i¢in
mitokondriyondaki proteinlerini deasetilasyonu yoluyla diizenleyebilir ve ayrica
otofajiye katilmak veya temel mitokondriyon fonksiyonlarin siirdiirmek icin AMPK

ile birlikte ¢alisabilir.

HGLS5 hiicre hattinda arastirmamizda AICAR sonrast AMPK aktivasyonu
sonucu mitokondriyon membran potansiyelinin azalip, hiicre hasariin arttig1 bulundu.
Sonuglarimiz, mitokondriyon membran potansiyeli SIRT1 inhibisyon grubunda,
kontrol ve AICAR grubuna gore 6nemli dl¢lide daha diisiik oldugunu gosterdi; bu, JC1
monomerlerin yesil ve kirmizi floresans yogunlugu ile kanitlandi. SIRT1 inhibisyonu
sonrast mitondriyal fonksiyon bozuklugunun siddetlenmesi SIRT1/AMPK yollagi
tizerinden graniiloza hiicresinin ve dolayli olarak oosit kalitesinin etkilenebilecegini

diislindiirdii. Yapilan arastirmalara gore benzer olarak PKOS ve AOR olan hastalarin
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graniiloza hiicrelerinin mitokondriyal disfonksiyona sahip oldugu gosterilmistir [63].
Bundan yola ¢ikarak PKOS ve AOR olgularinda bilinen bozulmus oosit kalitesi ve
mitokondriyon disfonksiyonun HGLS5 graniiloza hiicrelerindeki SIRT1 inhibisyonu ile
mitokondriyal membran potansiyelinin azaldigini bulmus olmamizin PKOS ve AOR
olgularindaki bozulms oosit kalitesinin ve mitokondriyon diskonfonksyonunun
SIRT1/AMPK yolagi ile iliskili olabilecegini diisiindiirdii.

Arastirmamizda, HGLS5 graniiloza hiicre hattinda metabolik stres kosullar
altinda graniiloza hiicre proliferasyonunun siirdiiriilemedigini gézlemledik. Daha da
onemlisi, SIRT1 inhibisyonunun bu durumu daha da kétiilestirerek graniiloza hiicre
proliferasyonunda belirgin bir azalmaya yol actigini tespit ettik. Bu bulgular,
metabolik stresin hiicre proliferasyonu iizerinde olumsuz bir etkisi oldugunu ortaya
koymakla birlikte, SIRT1 varliginin bu olumsuz etkileri telafi edebilecegi hipotezini

desteklemektedir.

Ovaryum ve foliliikler sivisinda cesitli sitokinler, biiylime faktorleri ve ilgili
proteinler tanimlanmistir. Bu molekiiller steroidogenez, graniiloza hiicre
proliferasyonu, folikiiler biiylime ve gonadotropin reseptorii tizerinde lokal etkiler
gosterebilir. Hiicrelerin biiylimeleri ve c¢ogalmalari, enerji kaynaklarini ve besin
maddelerinin kullanilabilirligini hiicre ici sinyal ag kompleksleri araciligiyla kontrol
edilir. Hiicre i¢i ag bilesenlerinin sinyalizasyon aktivitelerinin dengesi, uygun gelisim

icin gereklidir [36] .

AMPK, AMP-ATP oranindaki artiglara, ATP {ireten katabolik stiregleri
indiikleyerek ve protein sentezi dahil enerji tiiketen, anabolik mekanizmalari
baskilayarak yanit veren heterotrimerik bir proteindir. AICAR"'!m ¢esitli raporlarda
AMPK'nin farmakolojik aktivatorii olarak kullanildigi bildirilmektedir [64] . Peptit
hormonlari, biiylime faktorleri, sitokinler ve kemokinler dahil olmak {izere protein
sentezinin AMPK aracil1 baskilanmasi, hiicre biiylimesine katkida bulunan maddelerin

inhibisyonu ile sonuglanir [36].

AICAR uygulamasi sonrasi aragtirmamizda faz kontrast mikroskobunda
graniiloza hiicrelerinde gozlemledigimiz kiimelesme, hiicrelerin stresten korunmasi

adima bir mikrogevre olusturduklarini diisiindiirmiistiir. Stresli kosullar altinda,
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hiicrelerin ¢evresindeki ekstraseliiler matrikste degisiklikler meydana gelebilir ve bu
degisikliklerden dolay1 hiicrelerin hareketini ve konumunu etkileyerek kiimeler

olusturmasina neden olmustur.

AMPK'in hiicrelerin besini i¢in 6énemli bir enerji sensorii olarak hizmet
etmekle sinirli olmadigini, ayn1 zamanda birkag farkli strateji araciligiyla iiremenin
diizenlenmesinde de yer aldigini arastirmalar ile gostermistir [65]. AMPK, GnRH ve
gonadotropinlerin salgilanmasimi etkiler, hipotalamus ve hipofiz seviyesinde enerji
durumunu fertilite ile bitiinlestirir. Ayrica AMPK gonadlarda da eksprese edilir,
spermatogenezin ve folikiiler gelisimin diizenlenmesinde rol oynar. AMPK'nin
gonadotropinlerin transkripsiyon diizenlemesinde de Onemli rolii vardir. AMPK
transkripsiyon faktorlerinin spesifik hedef dizilerine baglanmasini etkileyerek tireme

ile ilgili genlerin transkripsiyon verimliligini degistirebilecegi bildirilmistir [66].

Sirtuinler insan hiicrelerinde, tipik olarak cekirdekte (SIRTI1, SIRT6 ve
SIRTY7), sitozolde (SIRT2) ve mitokondride (SIRT3 SIRT4 ve SIRTS ) bulunan yedi
NAD+ bagiml deasetilazdan olusan bir gruptur [52]. Arastirmamizda HGLS5 hiicre
hattinda SIRT1 immiin isaretlemesi sitoplazmada goriilmiistiir. Primer kiiltiirli yapilan
olgularin SIRT1 immiin isaretlemesi ise hem sitoplazma hem ¢ekirdekte gdzlenmistir.
AICAR ile indiiklenmis stres sonrasi ise graniiloza hiicre ¢ekirdegindeki ifadelenme
tiim gruplarin graniiloza hiicrelerinde artis gostermistir. Bu bulgumuz graniiloza
hiicresinde enerji stresi siirecinde SIRT1°n fosforilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlara ugrayarak ¢ekirdege tasindigini diistlindiirmiistiir. Bununla birlikte
primer kiiltiirii yapilan grantiloza hiicrelerindeki SIRT1 ifadelenme profillerinin HGLS5
hiicre hattindan farkli olmasinin, olgularin patogenezinden bagimsiz, oosit
manipiilasyonu sirasinda olusabilecek mekanik, kimyasal veya oksidatif stresten

kaynaklandigini diistindiirmiistiir.

Sirtuinlerin yalnizca 6nemli enerji durumu sensorleri olmadigi, ayn1 zamanda
hiicreleri metabolik strese kars1 korudugu calismalarla gosterilmistir. Sirtuinlerin ve
daha spesifik olarak SIRT1'in ¢ok yonlii iglevleri, hiicrelerin ¢ekirdek, sitoplazma ve
mitokondriyondaki enerji seviyelerindeki degisiklikleri algilamasina olanak taniyan

cesitli hiicresel konumlariyla desteklenir [67].
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Aragtirmamizda AMPK aktivasyonu sonrasinda HGLS5 graniiloza hiicre
grubunda ve AOR grubunda SIRT1 ifadelenmesi, herhangi bir uygulama yapilmamis
kontrol alt grubu graniiloza hiicrelerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark
gostermemistir. AOR patogenezi hakkinda heniiz ¢ok bilgi bulunmamaktadir.
Sonuglarimiza dayanarak bu olguda SIRT1 artist AMPK yolagindan bagimsiz
ilerledigini diigiindiirmektedir. Saglikli graniiloza hiicre grubunda (erkek infertilitesi)
ve PKOS grubunda ise AMPK aktivasyonu ile SIRT1 ifadelenmesi artmus olup bu
bulgumuz graniiloza hiicresinde AMPK’nin roliinlin ovaryan patogenezisine bagl

olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Graniiloza hiicreleri Sigan ve sigirda, AICAR veya metformin ile muamele
edildiginde AMPK aktivasyonu, MAPK ERK1/2'nin fosforilasyonunu inhibe edip,
progresteron salgisini azaltarak, (3p-HSD) ve StAR protein ekspresyonunu etkiledigi
bildirmistir [66].

Arastirmamizda ise graniiloza hiicrelerinin steroidogenezinde temel rolii olan
ACE?2 ifadelenmesini incelegimizde, saglikli graniiloza ve AOR grubunda AMPK
aktivasyonu ile azaldigi goriilmiistiir. PKOS grubunda ise ACE2 ifadelenmesi AMPK
akivasyonu sonrasi artig gostermistir. AOR grubu harig biitiin gruplarda SIRT1 inhibe
edildiginde ACE2 ifadelenmesinde artig saptanmistir. Bunun nedeninin bu grubun
graniiloza hiicresinin patofizyolojisinde SIRT1/AMPK yolaginin ACE2 ile bir
baglantisinin olmayabilecegini diisiindiirmiistiir. SIRT1 ifadelenmesini arttiran faktor
ise metabolik stres degil, hipoksi veya oksidatif stresin dolayli etkisi sonucu

olabilecegini diislindiirmiistiir.

Polikistik over sendromu (PKOS), yiiksek androjen seviyeleri, Kistik ovaryum,
ovulasyonun olmamasi, adet diizensizlikleri gibi ovulasyon fonksiyon bozukluklari ile
karakterize olduk¢a yaygin bir endokrin metabolik bozukluktur. PKOS siklikla
infertilite, obezite, bozulmus glukoz metabolizmasi ve insiilin direnci, bozulmus lipit
profili, yliksek tansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkilidir. Bazi ¢alismalar
RAS bilesenlerinin PKOS'lu kadinlarda arttigin1 géstermistir. RAAS i¢inde 6nemli bir
rol oynayan ACE2, bu sistemle birlikte kardiyovaskiiler fonksiyonlarin yan1 sira bazi
metabolik siirecleri de etkiler. Insiilin direnci ve obezite, PKOS'un iki karakteristik

ozelligidir. Dogurgan kadinlarla karsilastirildiginda PKOS'lu kadinlarin viicut kitle
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indeksi daha yiiksek ve SIRT1 seviyeleri daha diisitk bulunmustur (3). Yag dokusu
ayrica, adipositlerdeki temel ROS iiretim yolu olan NADPH oksidaz aktivitesini
uyaran anjiyotensin II'yi de salgilayabilir. Dolayisiyla, diisiik SIRT1 seviyelerine sahip
kadinlarin, ilave adipositlerin tirettigi asir1 oksidan yiike kars1 koyamadigi ve sonug
olarak artan oksidatif stres gelistirdigi sonucuna varilabilir (3). Arastirmamizda
ACE2’nin PKOS olgularinin graniiloza hiicrelerinde sitoplazmik ifadelenmesini
gosterdik. Stres sonrast ACE2’nin artisi, inflamasyon ve oksidatif stresten ¢ok
metabolik stresle iligkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. SIRT1 inhibisyon sonrasi
ACE2 ifadelenmesinin daha da artmasi bu ¢ikarimimizi kuvvetlendirmistir. Burdan
yola ¢ikarak PKOS patogenezindeki homeostaz ve insiilin duyarliligt AMPK-SIRT1

yolunun aktivasyonu ile saglaniyor olabilecegini diisiindiirmiistir.

SIRT1'in embriyo, oosit ve insanlarin graniiloza hiicrelerinde eksprese edildigi
ve inflamatuar yanitlar1 baskiladigi yaygin olarak kabul edilmektedir. Yapilan
caligmalarda PKOS'lu hastalarda serum SIRT1'in daha az oldugu gosterilmistir [68].
Bizim arastirmamizda da bu literatiirle uyumlu olarak PKOS grubunun graniiloza
hiicrelerinin SIRT1 immunisaretlenmesi saglikli erkek infertilitesi grubu ve AOR
grubuna kiyasla 6nemli derecede diisiik bulunmustur. Yapilan ¢aligmalar PKOS'lu
hastalarda SIRT1 ile instilin direnci arasinda bir korelasyon oldugunu savunup, insiilin
direnci ile AMPK-SIRT1 molekiiler yolu ve lireme fonksiyonu arasinda 6nemli bir
korelasyon oldugunu bildirmistir [68]. Arastirmamizda AOR grubunun higbir sey
uygulamaksizin SIRT1 ifadelenmesi AMPK aktivasyonu olan gruptan daha yiiksek
olmasi, bu grubun patogenezinde AMPK-SIRT] yolagmin etkin olmadigi, ve
SIRT1’nin metabolik stresin yol agtigt mekanizmalardan bagimsiz olarak eksprese

olabilecegini diigiindiirmiistiir.

AMPK-SIRT1 yolaginin bozulmasi yoluyla hiperandrojeneminin hem KGN
hiicre hattinda hem de PKOS ile indiiklenen sicanlarda metabolizma bozukluguna
neden olabildigi bulunmustur [68]. Onemli bir enerji sensorii olan AMPK,
AMP/ATP'nin hiicre i¢i durumunu izleyerek hiicresel enerji metabolizmasindaki
herhangi bir degisikligi algilayabilir ve sonug olarak insiilin duyarliligini, glikolipid
metabolizmasint ve yag asidi oksidasyonunu diizenler. AICAR gibi AMPK

agonistlerinin PKOS ile iligkili endokrin ve iireme anormalliklerini iyilestirme
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potansiyeline sahip oldugunu bildiren diger arastirmacilarla uyumlu olarak
sonuglarimiz da SIRT1/AMPK yolagina bagli steroidogenezde rolii olan ACE2

etkilenir sonucuna ulastirmistir.

ACE2'nin doku/hiicre tipi ifadesi epigenetik siireglerle diizenlenir. Epigenetik,
aynt DNA dizisi alternatif gen aktivite durumlarmi siirdiirebilen molekiiller ve
mekanizmalarin incelenmesidir. Epigenetikte rol oynayan temel oyuncular, genom
fonksiyonunu kontrol eden karmasik bir diizenleyici ag olusturan DNA, histon, histon

dis1 kromozomal proteinler ve RNA'da yapilan kimyasal modifikasyonlardir [69].

Histon deasitelaz ailesinin tiiyesi olan SIRT1 etkisinin mekanizmasi
bilinmemekle birlikte ACE2 transkripsiyonunun diizenlenmesinde yer alan bir

transkripsiyon faktoriiniin deasetilasyonunu igerebilir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda hipoksik kosullar insan hepatoseliiler karsinom
Huh7 hiicrelerinde ACE2 ekspresyonunu arttirir [70]. ACE2 ekspresyonunun arttigini
gbzlemlemek igin hiicrelerin hipoksik kosullar altinda birka¢ giin gibi uzun siiregli
inkiibasyonu gerektirir. Arastirmamizda AOR kontrol grubunda ACE2 ifadelenmesini
stres ve SIRT1 inhibisyonu sonrasina kiyasla daha yliksek oldugunu saptadik. Bu
sonuca gore AOR graniiloza hiicreleri folikiiler mikrogevrede kronik bir hipoksik

ortama maruz kaldigim diistindiirmiistiir.

Bu calismanin bazi kisithiliklar1 bulunmaktadir. ilk olarak, primer graniiloza
hiicre kiiltiirlerinde folikiiler s1ividan izole edilen graniiloza hiicrelerinin kullanilmasz,
siurli hasta sayis1 nedeniyle istatistiksel degerlendirmede kisitlamalara yol agmustir..
Ayrica, baz1 hiicrelerin enfeksiyon nedeniyle hiicre kiiltiiriine adaptasyon
saglayamamasi, hiicre sayisinda azalmaya ve dolayisiyla  deneylerin
tekrarlanabilirliginde zorluklara neden olmustur. Bunun yan1 sira, ayni patogeneze
sahip Ornekler arasinda bireysel genetik farkliliklar, calismanin sonuglarini

etkileyebilecek onemli bir faktor olarak ortaya ¢ikmaistir.

Son olarak, graniiloza hiicrelerinin in vitro kosullarda dogal ortamlarindaki
davraniglarin1 tam olarak yansitamamasi, ¢alisma bulgularinin klinik uygulamalara

dogrudan aktarilabilirligini sinirlamaktadir. In vitro uygulamalar hiicrelerin dogal
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mikrocevresindeki etkilesimlerin tam olarak simiile edilememesi nedeniyle bazi
biyolojik siire¢lerin tam olarak anlasilmasina engel olabilir. Bu kisitlamalar goz
oniinde bulunduruldugunda, gelecekteki aragtirmalarin daha genis hasta
popiilasyonlar1 ile gerceklestirilmesi, genetik cesitliligin etkilerinin daha ayrintili
incelenmesi ve in vitro sonuglarin in vivo modellerle desteklenmesi Onerilmektedir.
Bu sayede, graniiloza hiicrelerinin biyolojisi ve bu hiicrelerin klinik uygulamalardaki

potansiyeli daha i1yi anlasilabilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda sonug olarak:
e Insan graniiloza hiicresinde SIRT1 ve ACE2 ifadelenmesi vardir.

e Hiicre enerji stresi modelinde SIRT1 inhibisyonu hiicre proliferasyonunu

olumsuz yonde etkiler.

e HGLS insan graniiloza hiicre hattinda AICAR ile olusturulan hiicre stresi
modelinde mitokondriyon membran potansiyeli hasarina yol agar. Bu hasar

SIRT1 inhibisyon sonrasi daha belirginlesir.

o AICAR ile aktive edilen AMPK sonrasi, deney gruplari arasinda farkli diizeyde
SIRT1 ve ACE2 ifadelenmesi vardir.

e Hiicre enerji stresi olusturulmadan 6nce AOR olgular1 en yiiksek SIRT1

ifadelenmesi gosterir.

e AOR olgularinda bir uygulama yapilmamis kontrol grubu ile enerji stresi

modeli sonrast SIRT1 ifadelenmesinde istatistiksel olarak fark yoktur.

e AOR olgularinda stres sonrast ACE2 ifadelenmesinde goriilen azalma, SIRT1

inhibisyonu sonrasi daha belirgindir.

e Saglkli graniiloza hiicresi ile PKOS olgularinda SIRT1 ifadelenmesi stres

sonras1 anlamli bir sekilde artig gosterir.

e Saglikli grubunda ACE2 ifadelenmesi stres sonrasi azalir ancak SIRTI

inhibisyon sonrast ACE2 ifadelenmesi artar.

e PKOS olgularinda hiicre enerji stresi sonrast ACE2 ifadelenmesinde artis

gortliir. SIRT1 inhibisyon sonrast ACE2 ifadelenmesi artar.

Bu arastirma ile elde edilen sonuglar metabolik stresin graniiloza hiicrelerinde

steroidogenez tlizerindeki etkilerini agik¢a ortaya koymaktadir. Ancak PKOS ve
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AOR gibi olgularin patofizyolojisinde sadece metabolik stres degil, ayn1 zamanda
hipoksi, oksidatif stres, inflamasyon, endokrin bozukluk ve genetik faktorler gibi
cesitli etkenler de rol oynadigindan SIRTI/AMPK yolagi ile birlikte es zamanh
olarak bu mikrogevre 6zelliginde hiicre i¢i metabolik siire¢lerde adaptasyonla ilgili
diger sinyal molekiillerinin da arastirilmasinin infertilite tedavisi alaninda yeni
terapdtik stratejilerin gelistirilmesine ve hastalarin fertilitelerin korunarak yasam

kalitesinin artirilmasina 6nemli katkilar saglayabilecegi ongoriilebilir.
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