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KISALTMALAR LiSTESI

ACTH: Adrenokortikotropik Hormon

AMH: Anti-Mullerian Hormon

ATP: Adenozin tri fosfat

cDNA: Komplementer DNA

CTx: Kemoterapi

ESHRE: Avrupa Insan Uretim ve Embriyoloji Dernegi (European Society of
Human Reproduction and Embryology)

FSH: Folikiil Uyarict Hormon

GnRH: Gonadotropin-Salict Hormon

LH: Luteinlestirici Hormon

MRNA: Mesajc1 RNA

MtDNA: Mitokondrial DNA

POY': Prematiire Over Yetmezlik

rRNA: ribozomal RNA

gRT-PCR: Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
ROS: Reaktif Oksijen Tlri

tRNA: Transfer RNA

SD: Standart sapma

Shbg: Cinsiyet hormonu baglayici globiilin

SI-POY:: Sisplatin ile indiiklenmis Prematiire Over Yetmezlik

STIi-POY: Stres ile indiiklenmis Prematiire Over Yetmezlik



1.0ZET

Prematiir over yetersizligi (POY) 40 yasindan 6nce ovaryan fonksiyonlarin
durmasi nedeni ile olusan amenore durumu olarak tanimlanmaktadir. Bu siirecte
reaktif oksijen tirleri (ROS) ve mitokondrial biogenezin énemli roller oynadig:
ifade edilmektedir. Projede sisplatin ve stresin over dokusu ve 6grenme iizerine
olan kotii etkilerinin 6nlenmesinde AP39’un rolii olup olmadiginin ve POY
gelisiminde  mitokondrial — biyogenez  yolaklarinin  roliinlin  belirlenmesi
amagclanmustir.

Spraque Dawley cinsi 60 adet disi sican her grupta 10 hayvan olacak
sekilde kontrol, AP39, sisplatin, sisplatintAP39, stres ve strestAP39 grubu
olarak ayrilmistir. POY 10 giin silireyle 10mg/kg sisplatin veya immobilizasyon
stresi ile olusturulmustur. 55 giinliik ¢alisma siiresi sonunda son 5 giin boyunca
Moris su tanki testi yapilarak POY’un bellek {izerine etkisi incelenmistir. Sicanlar
dekapite edilerek hormon seviyeleri, boy, kilo, over agirhigi, siklus takibi,
mitokondrial biogenez gen ifadeleri gibi parametreler kontrol grubuyla
karsilastirilarak arastirilmistir.

Kontrol grubuna gore sisplatin ve stres gruplarinda boy, kilo, over agirligi
ve serum E2 diizeylerinde anlamli azalma, siklus dongilisiinde bozulma, serum
FSH ve LH degerlerinde artma oldugu belirlendi. Mitokondrial biyogenez ve over
ile iligkili genlerin kontrole gére hem sisplatin hem de stres gruplarinda anlaml
olarak degistigi saptandi. Hipokampus ve hipotalamus dokularinda 6grenme
iliskili gen ifadelerinin anlamli olarak degistigi bulundu. Moris’in su tanki test

verileri stres ve sisplatine maruz kalan sicanlarda kontrole goére Ogrenme

giicliigiiniin olustugunu ortaya koydu.



Sisplatinin ve stresin benzer sekilde POY’a yol agtig1, 6grenme siirecini
bozdugu ve over dokusunundaki normal mitokondrial biogenez ve folikiilogenez
siireclerini bozdugu ancak AP39’un iyilestirici etkisinin simirh diizeyde oldugu
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Prematir Over Yetmezlik, Mitokondrial Biyogenez, Stres,

Sisplatin, AP39



2.ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE MITOCHONDRIAL BIOGENESIS
PATHWAYS IN PREMATURE OVARIAN FAILURE RAT MODELS

Premature ovarian failure (POF) is defined as the presence of inadequate
ovarian function before the age of 40 years. Reactive oxygen species (ROS) and
mitochondrial biogenesis play an important role in this process. The aim of
the project was to determine the role of AP39 in the prevention of adverse
effects of cisplatin, stress and the role of mitochondrial biogenesis
pathways in the development of POF.

Sixty female Sprague Dawley rats were divided into control, AP39,
cisplatin, cisplatin + AP39, stress and stress + AP39 groups that with 10
animals in each group. POF was formed with 1,5 mg / kg cisplatin or
immobilization stress. Moris water maze was performed to detect the
spatial learning and memory. Hormone levels, height, weight, overweight,
estrus cycling follow, ROS, mitochondrial biogenesis gene expression levels
were determined by different laboratuary methods.

It were detected the significant decreases in height, weight, overweight and
serum E2 levels and the significant increase in serum FSH and LH values in
cisplatin and stress groups according to control. Mitochondrial biogenesis, over-
related genes, spatial learning and memory were found to be significantly altered
in both cisplatin and stress groups compared to controls, but AP39 was not
normalizing all parameters in cisplatin+tAP39 and stresstAP39 groups than

cisplatin and stress groups.



It has been shown that both cisplatin and stress were cause POF by using
similarly molecular pathways, deteriate the learning process and disrupt the
normal mitochondrial biogenesis and folliculogenesis processes in over, but the
healing effect of AP39 is limited.

Keywords: Premature Overian Failure, Mitochondrial Biogenesis, Stress,

Cisplatin, AP39.



3.GIRIS

3.1. Tamm

Ovaryumdaki oositlerin ¢esitli nedenlerden dolayr menopoz yasindan dnce
tikenmesi erken menopoz veya prematir over yetmezligi (POY) olarak
adlandirilmaktadir (1). POY yumurtalik fonksiyonunun kesilmesi ile klinik olarak
tanimlanan erken over disfonksiyonudur (2). Hastaligin bilinen ilk belirtisi
duizensiz menstruasyon dongusudur (3).

Kadin tireme kapasitesinin edinilmesi ve korunmasi, hipotalamik-pittiter-
yumurtalik ekseni olarak adlandirilan farkli seviyelerde sayisiz diizenleyici
sinyalin karmagik etkilesimini gerektirmektedir. Bu sistem yumurtalik hormon
salgisinin diizenlenmesi ve oviilasyonda oositlerin aralikli salinimindan sorumlu
olan karmasik bir nérohormonal sistemdir. Basarili bir ovulasyon esasen FSH
(Folikiil Uyaricti Hormon) salgist yoluyla yeterli gonadotropin uyarimina ve
LH'nin (Luteinlestirici Hormon) neden oldugu oosit uyarimina baghdir (4). POY
genellikle diisilk gonadal hormon seviyeleri (Gstrojen ve inhibin) ve yiksek
gonadotropinler (LH ve FSH) ile karakterizedir (5). Ayrica primer veya sekonder
amenore, kisirlik, cinsel steroid eksikligi goriilmektedir (2).

1930'Tu yillarin baglarinda, klinisyenler 'erken menopoz' doéneminde
anormal derecede yiikselmis gonadotropin seviyeleri gozlemlemistir. Atria ve
arkadaglar1 erken menopozlu 1950 hastayr incelemis ve POY'un temel Klinik
Ozelliklerini tanimlamislardir (6). 1960'larin basinda Hertz, gonadotropin diizeyi

yiikselmis, ancak yumurtalik biyopsisinde ¢ok fazla sayida folikil bulunan dort



hasta tamimlamustir. Bunu 1969'da Jones ve Moraes-Rucehsenl'in benzer bulgulari
igceren normal ovulasyon indiiksiyonuna direncgli ii¢ hastayr anlatan bir rapor
izlemistir. Ik calismalara dayanarak, POY geri dondurilemez olarak kabul
edilmistir (7).

Goldenberg ve arkadaslari, primer folikillerin yoklugundan dolay1 > 40 IU
/ I serum folikul uyarict hormon (Follicle-Stimulating Hormone; FSH) seviyesinin
kalict kisirlik ile iliskili oldugunu ileri stirmiislerdir. Daha sonraki raporlarda,
yumurtalik fonksiyonunun kalic olarak kesilmesi fikri tartisilmistir (8).

Kinch ve arkadaslar1 POY'da afolikiler ve folikuler olmak Uzere iki tip
histopatolojik patern belirlemislerdir. Afoliktler tipte folikillerin  erken
yipranmasi, foliktllerin hizla tiikenmesi ya da sayisinin yetersiz olmasi seklinde
bulgular mevcuttur. Folikiillerin hizla azalmas1 X kromozomunun anomalileri ile
birlikte gortilmektedir. Prematire folikiil kaybinin kesin nedeni bilinmemektedir.
Diger durumlarda primordiyal germ hiicreleri go¢ edemediginde gonadal
farklilasma olmakta ancak yeterli sayida cinsiyet hiicresinden daha az farklilagma
gerceklesmektedir ve nihayetinde yumurtalik folikulleri tlkenmektedir (9).
Amsterdam ve arkadaslar1 gonadotropinlerin, 6strojenin, biyume faktorlerinin,
sitokinlerin, aktin sitoskeletonu ve nitrik oksitin yeniden diizenlenmesinin
preovulatuar folikullerin hayatta kalmasini saglamak igin isbirligi iginde
olduklarini ileri stirmiislerdir (10).

Folikuler tip sadece ¢esitli primordiyal folikiillerin varligi veya
olgunlagsmanin ¢esitli agsamalarinda folikiillerin varlig1 ile karakterizedir. Over
biyopsisinde bozulmamis folikiillerin bulundugu bu tip gonadotropin-direncli

sendrom olarak rapor edilmistir. Folikuler ve afolikuler POY tiplerinde histolojik



olarak boliinme mantikli goérinmektedir. Bu durum baslangigta folikler tipte olan
bazi over yetmezliklerinin afolikiiler asamaya ilerledigini diisiindiirmektedir. Bu
ortamdaki yetersizlik kavrami yumurtalik fonksiyonunun tamamen kesilmesi
anlamina gelmemekte, aksine uygun yumurtalik fonksiyonunun kesilmesi
anlamina gelmektedir. Bu durumun gegici veya aralikli dogas1 1s1ginda ve artmis
gonadotropinlere ragmen kalict ovaryum disfonksiyonuna yol agabileceginden
erken over disfonksiyonu adlandirmasi 6nerilmistir (11).

Avrupa Insan Uretim ve Embriyoloji Dernegine (European Society of
Human Reproduction and Embryology; ESHRE) gore, POY en az 4 ay slreyle
primer veya sekonder amenore varligi, hipodstrojenizm ve serumda yiiksek
gonadotropin konsantrasyonlari ile karakterizedir. Teshis en az 1 ay arayla yapilan
FSH seviyeni 6lcen iki kan testiyle dogrulanmalidir (2). 1 ay araliklarla bakilan
iki FSH degerinin > 30 U/ olmas1 tam kriteridir. Ostrojen seviyesi genellikle cok
diistiktiir, ama overin fonksiyonel oldugu dénemler de olabileceginden zaman
zaman 0strojen yeterli seviyelerde tespit edilebilmektedir. Her ne kadar FSH ilk
akla gelen tetkik olsa da yiiksek bir giivenilirlige sahip degildir. FSH degerleri
sikluslar arasinda g¢ok degiskendir ve reprodiiktif durum degerlendirmesinde
yaniltict olabilmektedir. Bu nedenle daha net ve daha yiliksek giivenilirlikli bir
belirtec olan Anti-Mdllerian Hormon (AMH) POY tanisinda kullaniimaya
baglanmistir. AMH folikiil sayisinin azalmasi ile yakindan iligkilidir ve
menopozda ¢ok diisiik seviyelere kadar inmektedir (12). Kadinlarda AMH geg
preantral ve kiiclik antral folikiillerde graniilosa hiicreler tarafindan

salgilanmaktadir. AMH diger biyokimyasal ve biyofiziksel belirteclere gére bazi



avantajlara sahip c¢ok kararli bir belirtegtir ve yumurtalik rezervinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (13).

Ovaryumdaki primordiyal folikiil havuzunun tiikenmesi kadin iireme
dogurganligin1 ortadan kaldirarak menopoza neden olmaktadir (14). Normal
menopoz ortalama 50 yasinda ortaya ¢ikmakta ve yumurtalik folikiil
tilkkenmesinden kaynaklanmaktadir. Normal menopoz geri dondiiriilemez bir
durum olmakla birlikte prematiir over yetmezligi gen¢ kadinlarda aralikli
yumurtalik fonksiyonu ile karakterizedir. POY’a sahip geng¢ kadinlar yiiksek
gonadotropin seviyelerine ragmen aralikli olarak Ostrojen iiretmekte ve bazen de
yumurta olugturmaktadirlar. Aslinda prematiire over yetmezligi tanis1 konulduktan

sonra gebelik meydana gelebilmektedir (15).

3.2. POY un Insidansi

40 yagin altindaki kadinlarin yaklasik % 1’ini, 20 yasin altinda 1: 10,000
kadini ve 30 yasin altinda 1: 1000 kadini etkileyen heterojen bir hastaliktir (5).
Kadinlarin yaklasik %1'ini etkileyen bu durum; primer amenore olan kadinlarda
% 10-28, sekonder amenore olan kadinlarda ise % 4-18 oraninda goriilmektedir
(16). POY' un ailesel formu nadirdir, tim POY vakalarinin % 4 ila 31'inde

gorilmektedir.

3.3. POY’un Etiyolojisi
POY'un etiyolojisi bazi kadinlarda agik¢a tanimlanabilse de ©nemli
miktarda idiyopatik kalmaktadir ¢linkii vakalarin % 75'inden fazlasinda sebep

belirlenememistir (18, 19). Sendromik ve sendromik olmayan POF'da genetik



anormallikler tanimlanmis olmakla beraber yalnizca birkag¢ genin varyantlarinin
veya mutasyonlarinin hastaliga neden oldugu ortaya konulmustur. Bunun nedeni
POY’un gametogenezis, ovulasyon ve oosit kalitesi gibi ¢ok sayidaki adimindan
biri veya birkagini etkileyebilir 6zellikte olmasidir (19).

Kadinlarda POY gonadal gelisim defektleri, otozomal ve gonozomal
kromozomlardaki hasarlar gibi genetik nedenler, ¢esitli maddelerin iiretiminde
kullanilan ve bu friinlerden ortaya c¢ikan toksinler, radyoterapi, kemoterapi,
otoimminite (20), metabolik (galaktozemi), ve iyatrojenik (anti-kanser tedavileri)
nedenler ¢esitli ve bulasici (kabakulak) hastaliklarin (16) ovaryumlara etki etmesi
ve direncli over sendromu gibi nedenlerden dolay1 olusabilmektedir (20).

Olgularm buylk bir bolim( iyopatik veya karyotipik normal spontan
yumurtalik yetmezligi olarak siniflandirilmakta iken vakalarin yaklasik % 30' una

otoimmiin sebepler yol acabilmektedir (2, 16) (Tablo 1).

Tablo 1. Prematiire over yetmezliginin temel etiyolojik nedenleri (18)

Etiyolojileri Ozellikleri

Genetik: Monozomi X ve mozaizm: Turner sendromu,
* Kromozomal anormallikler triploid sendromu, kismi delesyon ve X
* Genetik mutasyonlar translokasyonu

X kromozomlari:Frajil X sendromu
Diger kromozomlar: FOX L2, FSHR, NOBOX,
GALT, SF1, GDF1 vb.

fatrojenik Pelvik, Over Cerrahisi
Kemoterapi: Alkilleyici Ajanlar ++ vb.
Radyoterapi

Otoimmiin Hastaliklar Hipotiroidizm, Tip 1 Diyabet, Addison
Hastalig1, Miyasteni, Lupus vb.

Metabolik Hastalilar Galaktozemi

Enfeksiyon HIV
Kizamik

Cevresel Faktorler Sigara




3.3.1. Genetik Faktorler
3.3.1.1. Kromozomal Anormallikler

Olgularin ¢ogunda etiyoloji idiyopatik ve muhtemelen genetiktir. POY'un
genetik nedenleri  kromozomaldir (2). Genetik kusurlar ¢ogunlukla X
kromozomunu igermesine ragmen, COK sayida c¢alisma otozomal iliskiyi de
belgelemektedir (Tablo 2) (16).

Ceylaner ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada Tiirkiye’de
POF’un genetik sebeplerinin arasgtirilmasi amaciyla POY’lu 75 kadinin karyotip
analizi yapilmistir. Bu hastalardan X kromozomunun anormalligini igeren on
sekiz ailevi vaka bulunmustur (%24). On alti hastada Xq ve Xp delesyonlari,
translokasyonlar ve nlmerik sapmalar gibi kromozomal anormallikler
saptanmistir (%21). 2 hastada Swyer sendromu; 2 hastada kirilgan X premutasyon
tasiyiciligt ve 1 hastada galaktozemi kaynakli POY bulunmustur. Boylece 75
hastanin 39'unda (%52) POY’un genetik oldugu tespit edilmistir (21).

Folikiilogenezis ve yumurtalik yetmezligi ile ilgili genlerin ¢ogunlugu X
kromozomunun uzun kolunda bulunmaktadir (22). X kromozomunda biylk
sapmalar igeren bozukluklar, bir X'in tamamen silinmesi (Turner sendromu),
trizomi X, kismi silinmeler veya X/otozom translokasyonlart POY ile
iligkilendirilmektedir (2). Bu iliskinin normal yumurtalik fonksiyonu i¢in gerekli

olan haployetersizlige bagli olarak ortaya ¢iktig diistintilmektedir (23).
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3.3.1.2. Genetik Mutasyonlar

POY patogenezinde rol alan cesitli genetik mekanizmalar, azalmis gen
dozaj1 ve mayozu etkileyen spesifik olmayan kromozom etkilerini icermektedir.
Bunlar primordial folikiillerin havuzunda azalmaya, apoptozise bagli over
folikiillerinde artmis atrezi veya folikiil olgunlasmasini bozarak over yetmezligine
neden olabilmektedir (16).

Davis ve arkadaslar1 idiyopatik ailesel POY iizerinde ¢alismis ve ¢ogu
mutasyonun X kromozomu veya maternal olarak kalitildigini ve resesif oldugunu
bildirmistir. Bununla birlikte, otozomalarda da bir¢cok aday gen bulunmaktadir.
Tek bir genin veya genetik kusurun POY' dan sorumlu olmadigi ve POY’ un
heterojen bir genetik hastalik oldugu yapilan ¢alismalarla ispatlanmistir. POY'da

onemli bir rol oynadig bilinen ¢esitli aday genler bulunmaktadir (Tablo2) (22).
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Tablo 2. Prematiir over yetmezligi ile ilgili genler, protein Urtnleri, yerlesimleri

ve fonksiyonu (22).

Protein (gen)/Sendrom  Gen Fonksiyon

lokasyo
nu

FSH reseptori 2p21-pl6 FSHR geni tarafindan kodlanan protein, G

(FSH receptor; FSHR) proteinine bagli reseptor ailesinden olup gonad
gelisiminde islev gormektedir.

LH reseptori 2p21 LHR hem LH hem de insan koryonik gonadotropin

(LH receptor; LHR) reseptoriinii  kodlamaktadir. Bu  reseptér G-
proteinine bagli reseptor 1 ailesine aittir ve adenilat
siklaz1 aktive eden G proteinleri aktivite olasina
aracilik etmektedir.

Ataksi telenjiektazi mutanti 11g22- Kodlanan protein PI3 / PI4 kinaz ailesine aittir.

(Ataxia telangiectasia g23 Fosforillenebilen bu protein, hiicre doénglsinde

Mutated; ATM) onemli bir kontrol noktas1 kinazidir.

Otoimmiin diizenleyici 21922 AIRE, niikkleer  bedenler  olusturan  ve

(Autoimmune regulator; transkripsiyonel  koaktivator CREB  baglayici

AIRE); Poliendokrinopati- protein ile etkilesime giren bir transkripsiyonel

kandidiaz-ektodermal distrofi diizenleyici kodlamaktadir.

Biiytime farklilasma faktorii 9 5¢31.1 GDF9, TGFb super ailesinin bir Gyesidir. GDF9

(Growth differentiation oositlerde  eksprese  edilir ve  yumurtalik

factor 9; GDF9) foliktilogenezisi igin gerekli oldugu
diistiniilmektedir.

Short stature SHOX, eslestirilmis homeobok ailesine aittir. X ve

homeobox (SHOX); Xp22.33 Y kromozomlarinin psddoautozomal bolge 1'de

idiyopatik biiylime geriligi Yp1l1.3  (PARI) bulunmaktadir.

(Diaphanous; DIA) Xg21.33 DIA, yumurtaliklarin gelisiminde ve normal
igslevinde  rol  oynayabilmektedir. ~ DIA'daki
bozukluklar POF ile iliskilendirilmistir.

Frajil X mental retardasyon  Xg27.3  FMRI tarafindan kodlanan protein RNA'y1 baglar

sendromu 1 (Fragile X mental ve polizomlarla iliskilidir. Kodlanan protein,

Retardation  syndrome 1, cekirdekten sitoplazmaya mRNA transferinden

FMR1)/Frajil X sendromu sorumludur.

FSH B altbirimi (FSHp) 11p13 Pituiter glikoprotein hormon ailesi, FSH, LH, insan
koryonik gonadotropin ve tiroid uyarict hormonu
igerir. Bu glikoproteinlerin hepsi 6zdes bir o
altbiriminden ve bir hormona 6zgii  altbirinden
olusmaktadir. FSH, LH ile birlikte yumurta ve
sperm Uretimini baslatmaktadir.

Fosfomannomutaz 16p13.2- PMM2 tarafindan kodlanan protein, mannoz 6-

(Phosphomannomutase; p13.3 fosfatin, dolichol-P-oligosakkaritlerin sentezi icin

PMM2); glikoprotein gerekli GDP-mannozun 6ncisii olan mannoz 1-

sendromu tip 1

fosfata izomerizasyonunu katalizlemektedir.
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Galaktoz-1-fosfat uridil
transferaz (Galactose-1-
phosphate uridyl transferase;
GALT); Galaktozemi
Forkhead box proteini L2
(FOXL2)

inhibin a (INHA)

Transforming growth
factor B 1 (TGFB1)

Kemik morfogenetik protein
15 (Bone morphogenetic
protein 15; BMP15)

Dachshund  homologu 2
(Dachshund homologue 2;
DACH?2)

Prematiir over yetmezligi tip
1B (Premature ovarian failure
type 1B; POF1B)

Progesteron reseptor
membran bileseni 1
(PGMRC1)

Steroidogenik faktor
1 (Steroidogenic factor 1,
SF1)

Yenidogan yumurtalik
homeobox (newborn ovary
homeobox; NOBOX)

9p13

3q23

2033-036

119g13.1

Xp11.2

Xq21.3

Xg21.1-
g21.2
XQg22-924

11913

7q25

GALT, galaktoz metabolizmasinin Leloir yolaginin
ikinci asamasini, yani UDP-glikoz ve galaktoz-1-
fosfatin  glikoz-1-fosfat ve  UDP-galaktoza
doniigiimiinii katalizlemektedir.

FOXL2nin goz kapaklarinda ve fetal ve eriskin
over folikuler hiicrelerinde spesifik olarak eksprese
edilen nikleer bir proteindir. FOXL2 memelilerde
over farklilagmasinin bilinen en erken belirtecidir.
Inhibin o alt birimi, bir pituiter FSH salgilama
onleyicisi olugturmak icin ya PA veya BB alt
birimine katilmaktadir. Inhibinin gonadal stromal
hiicre ¢ogalmasimi olumsuz sekilde diizenledigi ve

timor  baskilayict  aktiviteye sahip  oldugu
gosterilmistir.
TGFB, birgok hiicre tipinde proliferasyon,

farklilasma ve diger fonksiyonlar1 kontrol eden gok
islevli bir peptiddir. TGFb aktivasyonunun ve
sinyalizasyonunun ~ bozuklugu  apoptoz  ile
sonuglanabilmektedir.

BMPI15 tarafindan kodlanan protein, TGFp siiper
ailesinin bir parcasi olan kemik morfogenetik
protein ailesinin bir {yesidir. Bu proteinin bir
homodimer olarak veya ilgili bir protein olan GDF9
ile heterodimerler olusturarak oosit olgunlagsmasi ve
follikdil gelisimine rol oynayabilecegi
diisiiniilmektedir.

DACH2, X kromozomu (izerinde bulunur ve DNA
metilasyonu ile inaktive olmaktadir. Kodlanan
protein organogenezin ve miyogenezin
dlzenlenmesinde ve POY’ da rol
oynayabilmektedir.

POFI1B"in erken yumurtalik gelisimi icin gerekli
oldugu ve germ hiicresine doniisiim basamaklari
icin gerekli oldugu diistiniilmektedir.

Progesteron baglayan protein, bir steroid membran
reseptoriidiir. Protein agirlikli olarak karaciger ve
bobrekte eksprese edilmektedir.

Fetiis ve yetiskinlerde ¢esitli hiicre tiirlerinde
eksprese edilen bir nikleer reseptér olan SF1,
ireme sisteminin gelismesinde rol oynayan farkli
genleri, hipotalamik-pitliiter steroidogenezi ve
POF’u dlzenlemektedir. Gonadal cinsel
farklilagsmanin,  follikiill ~ maturasyonunun  ve
yumurtalik steroidogenezisinin  diizenlenmesinde
gorevlidir. (3).

Yenidogan yumurtalik homeobox geni (NOBOX),
erken folikilogeneziste oosite 6zel bir gen olarak
islev gérmektedir. (3)
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Metilen tetrahidrofolat 1p36
rediiktaz

(Methylenetetrahydrofolate

reductase; MTHFR)

Laminin gamma 1 gene 1931
(LAMC1)
Ostrojen reseptor 1 6025.1-

(estrogen receptor 1; ESR 1) g25.2

ve

Ostrojen reseptor 2

(estrogen receptor 1; ESR 2) 14¢23.2¢2

3.3
Kisspeptin 1g32.1
ve
Kisspeptin reseptor  19p13.3

(kisspeptin receptor; KISS1R)

MTHFR geninin varyantlarinin folikiilogenez ile
iligkili oldugu kanitlanmustir. (3)

Laminin, bazal laminanin en bol bilesenlerinden
biridir. LAMCI1 ekspresyonunun folikiiler gelisim
sirasinda arttigi bilinmektedir.(3)

Insanlarda, sirastyla ESR1 ve ESR2 geni tarafindan
kodlanan ostrojen reseptdr-a (ER-a) ve Ostrojen
reseptor-p (ER-B) olmak {izere iki Ostrojen reseptor
(ER) alt tipi bulunmaktadir. Ostrojen, ER-o
vasitasiyla  hipotalamus-hipofiz-ovaryan  (HPO)
ekseni icerisinde folikiilogenezisi diizenlemek icin
ve yumurtalikta ER-B yoluyla folikiil gelisimini
arttirmak  i¢in  gonadotropinlerin  salinimini
uyarmaktadir (24).

Kisspeptin (KISS1) ve reseptori (KISS1R) lreme
islevinin 6nemli duzenleyicisidir. GnRH, LH ve
FSH ve cinsiyet steroid hormonlarini uyarmaktadir.
Genlerinin - mutasyonlart  cinsel  olgunlagmay1
degistirmektedir (25). Yapilan caligmalar
yumurtalik KISS1R sinyalizasyonunun normal
yumurtalik fonksiyonu i¢in gerekli oldugunu ve
eksikliginde POF ile sonuglandigini gostermektedir

(4).

3.3.2. Iatrojenik Faktorler

3.3.2.1. Radyoterapi

Malign hastaliklar gelisen hastalarda tedavi i¢in kullanilan radyoterapi

POY'a neden olabilmektedir. Yumurtalik radyasyonu insanlar1 infertil hale

getirmektedir. Ancak bazi vakalarda 1sma maruz kaldiktan sonra gebelik

bildirilmistir. Radyoterapinin etkisi doza, yasa ve radyasyon tedavi alanina

baghdir (16).
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3.3.2.2. Kemoterapi

Kemoterapinin gen¢ kadin kanserli hastalarin  yumurtaliklarinda
primordiyal follikil havuzunun tikenmesini tetikleyerek POY’a ve infertiliteye
neden oldugu bilinmektedir (14). Kemoterapi (Chemotherapy; CTx) apoptotik
yollar1 aktive etmek i¢in mitokondriden sitokrom c salinmasi yoluyla DNA
hasarma sahip yiiksek oranda boéliinen hiicreleri elemek {iizere tasarlanmustir.
Sonu¢ olarak, CTx yaygin olarak c¢esitli malignitelerin tedavisinde
kullanilmaktadir ve kanser hastalarinin sagkalim oranini artirabilmektedir (26).
Geng kadinlara verilen sitotoksik kemoterapi 6nemli bir POY etkenidir. Granulosa
ve oosit hicrelerinin yapisi ve islevi kemoterap6tik ajanlardan etkilenmektedir.
Kemoterapinin gonadotoksik etkisi blyik oranda kemoterapi maddesine ve doza
bagimlidir. Ayrica yasla da ilgilidir (16). Bu nedenle CTx'in kadinlarda en 6nemli
yan etkisi dogurganligi azaltmasidir ve geri doniisimsiz POY ile
sonuglanmaktadir (26).

Kemoterapi ilaglart over yetmezlik indiikleme oranlarina gore 3 risk
kategorisine ayrilmistir: Yiiksek risk, orta risk ve diisiik risk. En siddetli hasar,
oositlerin tahrip edilmesine, folikiiler yikimina ve yumurtalik korteks fibrozuna
neden olan alkile edici ajanlar tarafindan indiiklenmektedir. Diisiik riskli ajanlar
antimetabolitleri ve antibiyotikleri icermektedir. Bitki alkaloidleri, taksanlar ve
platin ajanlar gibi orta riskli ajanlarin germ hiicreleri i¢in toksik oldugu
gosterilmistir.

Antikanser tedavilerinin uzun vadeli yan etkileri ile ilgili klinik verilere
dair genis literatiire ragmen, gonadotoksisiteden sorumlu olan biyolojik

mekanizmalarin anlagilmasi konusunda fazla literatiir bulunmamaktadir. Ancak

15



yumurtalik folikiiliiniin hiicresel mekanizmasimnin birgok kemoterapi ajani
tarafindan indiiklenen apoptozise 06zgii yiiksek bir yatkinliga sahip oldugu
bilinmektedir (27).

Sisplatin (cis-diamminedichloroplatinum II) (Emmerson B.T 1996), ¢esitli
kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapotik ajanlardan biridir,
ancak, nefrotoksisite, hepatotoksisite ve ototoksisite gibi kullanimini kisitlayan
yan etkilere sahiptir (28). Sisplatin, testikiler ve jinekolojik kanserler ve
osteosarkom tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Uzun siireli yiksek doz
kemoterapi, folikiillerin kaybolmasinin yani sira amenoreye neden olarak over
fonksiyonuna zarar verebilmektedir. Sisplatin, hiicresel DNA replikasyonunu ve
RNA transkripsiyonunu inhibe ederek G2 fazindaki hiicrelerin boliinmesini
durdurmaktadir ve apoptosise neden olmaktadir. Artan dozaj ve tedavi siiresi ile
viicuttaki sisplatin toksisitesi 6nemli Ol¢iide artmaktadir. Sisplatin maruziyeti,
yumurtalik gelisiminin biyolojik siireclerini 6nemli 0Olglide azaltmakta ve

nihayetinde POY gelisimine sebep olmaktadir (29).

3.3.2.3. Operasyonlar
Hemen hemen biitiin pelvik cerrahi operasyonlar1 bolgedeki kan dolagimini
etkileyerek veya inflamasyona neden olarak yumurtalikda hasara neden

olmaktadir (16).

3.3.3. Otoimmun Hastaliklar

POY olgularimin % 20-30'unun otoimmiin hastaliklarla iligkili oldugu

bildirilmektedir. En sik rastlanan tiroid bozukluklaridir ve POY wvakalarinin % 30-
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40'inda goriilmektedir. Adrenal otoimmiinite POY ile iliskili en sik goriilen ikinci

otoimmiin hastaliktir (30).

3.3.4. Metabolik Hastahklar

Klasik galaktozemi, GALT eksikliginin neden oldugu kalitsal bir
hastaliktir. Siddetli fenotiplerde Sliimciil toksik sendromlar, bilissel ve motor
anormallikler goriilmektedir. Galaktozemik kadinlarin % 17-67’sinin POY'a sahip

oldugu rapor edilmistir (31).

3.3.5. Enfeksiyon Hastaliklar:

Yumurtaliklar viriislere ve toksinlere maruz kalabilmektedir. Kabakulak
ooforiti POY'lu kadmnlarin % 2-8'inde gorilmektedir. Diger nedenler arasinda
sitma, varisella, shigella, herpes simpleks, vb. vardir. Kimyasal maddeler
yumurtalik fonksiyonunu etkileyebilmektedir. Etki mekanizmalar1 hormonal
bozulma ve bagisikligin bozulmasi, DNA degisimi, hiicre proliferasyonunun

degismesi veya uygun olmayan hticre 61imu seklindedir (32).

3.3.6. Cevresel Faktorler

Oosit hasarmma neden olan c¢evresel toksinler POY'a neden olmaktadir.
Sigara, primordial germ hiicrelerinde artmis apoptoz yoluyla folikiiler atrofi ve
atreziyi hizlandirarak yumurtalik fonksiyonunu degistiren yaygin olarak incelenen
toksindir. Yapilan hayvan c¢alismalart sonucunda endokrin bozucular, agir
metaller, cozlcller, bocek oldurucu ilaglar, plastik maddeler ve endustriyel
kimyasallar da olumsuz {ireme sonuglart ve yumurtalik yetmezligi ile

iliskilendirilmektedir (33).
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3.4. Over Anatomisi ve Histolojisi

Over dogum yapmamis kadinlarda 3 cm uzunlukta, 1,5 cm genislikte, 1 cm
kalinliktadir ve kiiglik pelivisin yan duvarlarinda bulunan fossa ovarica adi verilen
cukurcuklarda yer almaktadir (34). Over, ovoid goérinimde, dens, gri-ten renkli
organlardir. Her biri yaklasik 5-8 gr agirligindadir. Oviilasyon ve gebelik sirasinda
hacimleri artmaktadir. Kesit yiliziinde degisik boyutlarda follikiiller ve korpus
luteum izlenebilir. Korteks ve medulla olarak iki boliime ayrilmaktadir (35).
Medulla ovaryumun merkezi bolgesinde bulunmaktadir ve gevsek bag dokusu,
nispeten biiyiik, kivrimli kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler icermektedir.
Korteks medullay1r cevreleyecek sekilde ovaryumun periferik bolgesinde yer
almaktadir. Korteks, zengin bir sekilde selliiler bag dokusu i¢ine géomiilii ovaryum
follikillerini icermektedir (36). Ovaryumlarin 6n kisimlarinda kan damarlarinin

ve sinirlerin girdigi hilus adi verilen bolge bulunmaktadir (34).

Epitel

Korteks

Hilus

Sekil 1. Over anatomisi ve histolojisi (37; nolu kaynaktan uyarlanmistir)
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3.5. Foliktlogenezis

Memelilerde oositler, gelisimin erken doneminde oogoniaya (oositi
olusturacak kok hiicreler) doniismek igin gonadlara gb¢ eden primordial kok
hicrelerden koken alirlar. Fetal ve neonatal donemde pregraniiloza hcrelerinin
primordial folikiil olusturmak icin gelismesiyle folikiillogenezis baslamaktadir
(38).

Folikilogenezis folikiiliin primordiyal fazdan baslayarak morfolojik olarak
belirlenen primer, preantral ve antral fazlar1 gegerek preovulatuar folikiil fazina
gecmesidir. Folikllogenezis esnasinda oositler blyilrken graniloza hicreleri de
cogalarak farklilasmaktadir. Primordial kok hucreler intrauterin folikiilogenez
esnasinda ¢ap olarak biliyiimekte ve mayotik olgunlasmaya dogru gitmektedir. Bu
islev primordial kok hiicrelerinin mayoz I’in profaz asamasinda durmasi ile
sonuglanmaktadir. Intrauterin donemde overlerde profaz I’de tutulan her oosit,
pregraniiloza hiicrelerinden olusmus tek katli yasst hiicre tabakasi ile ¢evrilidir.
Puberteden sonra gonadotropinlerin etkisi ile folikiillerin biiyiime hiz1 artarak
graniiloza hiicreleri arasinda birtakim bosluklar sekillenmekte ve bdylece antral
folikillerin olusumu gergeklesmektedir (39).

Primordial follikiiller gebelik sirasinda somatik gonadlara lokalize olan
primordial germ hiicrelerinden {iretilir ve germ hiicreli kistler olusturmak igin
mitotik boliinmelere ugramaktadirlar. Bu kistler daha sonra somatik bir pre-
graniilosa hiicrelerinin bir tabakasi ile gevrili oositleri iceren primordiyal follikul
havuzunu olusturmak i¢in ¢okiintii (breakdown) gecirirler. Cinsel olgunlagsma
sirasinda, primordial follikiiller birincil ve ikincil follikiil evrelerine

olgunlagsmakta ve sonunda sivi dolu bir antral bosluga doniismektedirler. Ergenlik
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doneminin baglangicindan sonra, olgunlasmis follikiillerin, oositin daha da
olgunlagmasin1 ve daha sonra ovulasyonu tesvik eden bir LH dalgalanmasi ile
aktive edilmektedirler (40) (Sekil 2).

Disi iireme hayatin1 uzun siire korumak ic¢in primordiyal follikiillerin
cogunlugu daha sonra kullanmak iizere dormant fazda muhafaza edilmektedir.
Olgun yumurta Gretmek icin primordial follikiller folikiler aktivasyon olarak
adlandirilan bir islem vasitasiyla, durgun folikiillerin rezervuarindan biiyiiyen
folikiler havuza yonlendirilir. Primordiyal follikillerin aktivasyonu oldukca
diizenlenmis bir siirectir ve altinda yatan mekanizmalar tam olarak ortaya
konulamamistir. Menopoz ya da yumurtalik yaslanmasi primordiyal folikillerin

havuzu tiikkenince olugsmaktadir (41).

Germ hiicre olusuwmu
o Primordial falikiil
- Oosi
o osit
5 - \ f'_,.—"‘-
3 ¢
(i ~
/ Pre-graniilosa
hiicrelen
Ei.ns el olzunlasma
Orulatuar folikiil
5 Antral folikiil
) Sekonder
,i Primer f‘,;.]_1_1m1
NG folikil
d ke
i :
L]
[

Folitiil Mzunlagmas: ve Chvalasyon

Sekil 2. Yetiskin yumurtalik rezervinin fetal kokenleri (40).
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3.6. Mitokondrial Biyogenez ve POY

Mitokondri; memeli hicrelerinde biyolojik oksidasyondan sorumlu bir
organeldir. Her memeli hicresi birkag yiz ile bin milyondan fazla mitokondri
igermektedir. Mitokondrinin biiyiikligl, sekli ve bollugu farkli hiicre tiirlerinde
degismektedir ve farkli enerji talebi ve farkli fizyolojik veya gevresel kosullar
altinda degisebilmektedir. Bir hiicrede mitokondrinin bollugu biyogenez ve
organellerin bélinmesi ile belirlenmektedir. Hiicre basina mitokondri miktari,
spesifik transkripsiyon faktorlerinin ve sinyal yollarinin aktivasyonu ile kontrol
edilmektedir (42).

Mitokondrinin kendi genomu vardir ve kendi kendine replike
olabilmektedir. Mitokondriyal proteinler nikleer ve mitokondriyal genomlar
tarafindan kodlanmaktadir. MtDNA (mitokondrial DNA) ¢ift iplikli ve dairesel bir
molekiildiir. 16.5 kb uzunlugundadir ve elektron transport zinciri kompleksleri I,
I, IV ve V'in 13 alt birimini kodlayan 37 gen icermektedir. Diger mitokondriyal
gen Uriinleri mitokondriyal matristeki solunum alt birimi mRNA'larinin
translasyonu icin gerekli olan 22 tRNA (transfer RNA) ve iki rRNA'dir
(ribozomal RNA'lar).

Mitokondrial biyogenez mitokondrinin blyumesi ve bolinmesi olarak
tanimlanabilmektedir. Dogru mitokondriyal biyogenez, niikleer genom tarafindan
kodlanan ve sitozolik ribozomlar iizerinde sentezlenen yaklasik 1000-1500
proteinin es zamanli sentezini gerektirmektedir. Mitokondriyal biyogenez
egzersiz, kalori kisitlamasi, diisiik sicaklik, oksidatif stres ve hiicre boliinmesi,

yenilenmesi ve farklilagmasi gibi c¢evresel streslerden etkilenmektedir.
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Mitokondriyal biyogenez, yalnizca sayica degisiklik degil ayn1 zamanda boyut ve
kiitle degisikligidir (43).

Mitokondrial biyogenez ve biyoenerjitikler, oosit olgunlasmasi ve embriyo
gelisiminde onemli bir rol oynamaktadir. Olgun oositler, viicutta en fazla sayida
mitokondriye ihtiya¢ duyan dokulardan biridir. Oosit basina mitokondriyal DNA
kopya sayisiin, bir zigot gelisme olasiligr ile kesin olarak iliskili oldugu
gosterilmistir. Buna ek olarak POY’lu kadinlarda oositte belirgin bir
mitokondriyal tikenme gozlenmektedir (44).

Mitokondriyal enerji tiretimi hiicre ¢ogalmasi ve apoptozda 6nemli bir role
sahiptir. Mitokondrinin kendi genetik materyali (mtDNA) maternal olarak
kalitilmaktadir. Liiteinizan graniilosa hiicrelerinde yas arttikga mtDNA
delesyonlariin arttigi, antioksidan enzim diizeylerinde bir diislis oldugu ve sonug
olarak oositlerde seramid gibi belirli faktorlerin artis1 ile apoptozun hizlandigi
goriilmiistiir. Anormal mitokondrideki Ca®* dalgalanmalari normal fizyolojik
stireci destekleyen ATP dretimini uyarmamakta ve boylece dogurganlik
etkilenmektedir (45).

Birgok c¢alisma, mitokondriyal degisimin POY patogenezi ile iliskili
oldugunu kanitlamaktadir. Bu nedenle, mitokondriyal disfonksiyon patolojik
degisikliklere neden olarak normal ATP seviyelerinin Uretimini bozmakta ve
reaktif oksijen turlerini (reactive oxygen species; ROS) arttirarak grantler hiicre
fonksiyonunu ve oositlerin gelisimini etkilemektedir (46). ROS birikimi
yumurtalik fonksiyonuna zarar verebilmektedir. Cevresel faktorler tarafindan
indlklenen ROS'un antral follikiil apoptozunun baslatilmasina katildigina dair

somut kanitlar bulunmaktadir (18).
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3.6.1. Mitokondri Koruyucu Ajan: AP39

AP39 mitokondriyal hedefli H2S donéridir. H2S, memeli hiicrelerinde bir
elektron dondri ve potansiyel bir inorganik enerji kaynagi olarak goérev
yapmaktadir. Bu da hiicresel oksijen kullaniminda ve ATP {iretiminde artisa
neden olmaktadir. AP39, mitokondride H2S diizeylerini arttirir. Hiicre i¢i ROS
seviyeleri, oksidatif stresin temel bir gostergesidir. AP39 ROS seviyelerini etkili
bir sekilde diisiirmektedir. Siganlarda AP39’un kan basincini, kalp hizini ve nabiz
dalga hizin1 azalttigi gézlenmistir. En 6nemli bulgulardan biri de AP39’un
mtDNA biitiinliigiinii agik¢a korumasidir. Sonug olarak, AP39’un mitokondriyal

disfonksiyona kars1 koruma sagladigi ortaya konulmustur (47).

3.7. Stres ve POY

Duygusal faktorlerin, hipotalamus diizeyinde hipofiz-yumurtalik eksenini
etkiledigi gosterilmistir. En iyi bilinen 6rnek, cevresel ve endojen kaynakli stres
ile hipotalamik amenore arasindaki baglantidir. Bu durumun gonadotropin salinim
hormonunun (GnRH) dengeli salgilanmasindaki eksiklikten kaynaklandigi
diistintilmektedir (48).

Kronik stres maruziyetinin kardiyovaskiiler hastalik, ateroskleroz, diyabet,
norodejeneratif hastaliklar ve diger zihinsel rahatsizliklar gibi zayiflatict bazi
hastaliklara yol actig1 bilinmektedir (49).

Psikolojik stres POY un yaygin ve dnemli bir sebebi haline gelmistir. Bu
nedenle, psikolojik stres kaynakli POY mekanizmalarini kesfetmek ¢ok dnemlidir.
Calismalar gostermektedir ki; kronik endise, hiiziin, korku ve diger olumsuz

duygular  gibi  psikolojik stres, hipotalamik-pituiter-yumurtalik  ekseni
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bozuklugunun ortaya ¢ikmasina neden olan hipotalamik-pitiiter-hedef bez aksinin
islevini degistirerek POY'a yol acabilmektedir (50).

Over yetmezligi, ROS yumurtalik dokusuna =zarar vererek folikdl
tikenmesine yol ag¢maktadir. Oksidatif stres, ig yapisi bozulmasi, erken
primordiyal follikiil aktivasyonu, antral folikiil yikimi, bozulmus oosit flizyonu,
mitokondri tiirevli ATP eksikligi ve postovulatuar yaslanmaya yol agarak oosit
biitiinliigiinii etkilemektedir. ROS un asir1 tiretimi mitokondriyal disfonksiyona
aracilik edebilmekte ve antioksidan mekanizmalar1 azaltabilmektedir. Her iki
durumda da daha fazla ROS olusumuna katkida bulunarak apoptozise neden
olabilmektedir (51). Su ana kadar yapilan ¢alismalarda stresin over dokuda
mitokondrial biyogenez veya yumurta kalitesinin gostergesi olan gen ifadeleri

Uzerine etkileri bilinmemektedir.

3.8. Stres Calismalarinda Kullanilan Sican Modelleri
3.8.1. Kisitlama Stresi

Kemirgenlerde kisitlama stresi basit ve agrisiz olup hem oksidatif hem de
psikolojik strese neden oldugundan, psikolojik stres icin model olarak
kullanilmaktadir. Kisitlama stresinin beyin fonksiyonlarmi ve morfolojisini
etkileyerek korteks, striatum ve hipokampus gibi cesitli beyin bdlgelerinde
olumsuz sonuglara yol agtig1 bilinmektedir (52).

Kisitlamanin yontem olarak farkli bir alt tipi olan immobilizasyon stresi
yaygin olarak hareket sinirlayict olarak tanimlanir, ancak diger sinirlama
tekniklerinin ¢ogunun yaptigi gibi belli bir uzuv hareketini smirlamaya

caligmamaktadir. Kisitlama ve immobilizasyon stresleri fiziksel islemler
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olustururken psikiyatrik stres modelleri olarak da kullanilmaktadir. Bu tur stres
faktorleri kullanmanin avantajlarindan biri de, kisitlama siiresi sona erdikten sonra
canhida herhangi bir bedensel zararin olusmamasidir. Bu da gozlemlenen
sonuglarin kronik yaralanmadan ziyade uygulanan stresdrden kaynaklandiginin

kanitidir. Stres etkileri uzun vadelidir ve geri dondirilemezdir (53).

Sekil 3. Sican immobilizasyon aparati (54)

3.10. POY ve Ogrenme Giicliigii

Menapoz yumurtalik yaslanmasinin son adimidir. Literatiirdeki veriler,
Omiir boyu Ostrojen maruziyetinin ham bir gdstergesi olan menars ve menopoz
arasindaki zamanin uzunlugunun kadin saghig tizerinde 6nemli etkileri oldugunu
gostermektedir. Erken menopozun, kardiyovaskiiler hastaliklar, osteoporoz ile
iligkili kemik kiriklar1 ve bilissel islevde gerileme ile iliskili oldugu gosterilmistir
(55).

Ostrojen eksikligi olan gesitli popiilasyonlarda strojen tedavisinin bilis ve
davranig tizerindeki etkilerinin yararli oldugu bildirilmistir. Erken menopoz

bilhassa sozel bellegi iceren bilisteki degisiklikler kadar Ostrojendeki ani
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diistislerle de iliskilidir. Dolayisiyla, Ostrojen eksikliginin bilissel islevlerde
degisiklige neden oldugu ve POY'lu kadinlarda da biligssel islevlerde
degisikliklerin goriildiigii bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda POY kadinlar1 ve
kontroller arasinda biligsel farkliliklarin olmamasi, Ostrojen desteginin Ostrojen
eksikligi baglaminda ortaya cikabilecek biligsel etkilerin onlenmesinde oldukca
basarili oldugunu diistindiirmektedir (56).

Ryan ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada prematiir over yetmezliginin
sonraki yasamdaki biligsel islev iizerinde uzun siireli olumsuz etkilere sahip
olduguna dair kanitlar elde etmislerdir. Endojen Gstrojen seviyeleri ile biligsel
islev arasinda pozitif korelasyon bildirmislerdir. Hormon tedavisi yoluyla Ostrojen
takviyesi ile postmenopozal kadinlarda biligsel diisiisii ve demans riskini
azaltmaya yardimci olabilecegi belirtilmistir (57). Sican POY modellerinde
POY’un 6grenme lizerine olumsuz etkilerinin ¢alisildigr arastirma sayisi1 oldukca

azdir.

3.9. Davrams Deneyleri
3.9.1. Morris’in Su Tanki Testi ve Prob Testi

Morris’in su tanki testi Richard Morris tarafindan gelistirilmis ve ilk olarak
1980'lerin basinda iki yayinda acgiklanmistir. Morris su tanki, mekansal 6grenme
ve hafizanin psikolojik siireclerini ve sinirsel mekanizmalarini incelemek igin
kullanilan en yaygin yontemlerden biridir. Kemirgenler genis yuvarlak bir havuza
birakilir ve yeri yalnizca uzamsal bellek kullanarak belirlenebilen gizli bir

platform {izerine ¢ikmak zorundadir (58).

26



Su tanki testi i¢in farkli protokoller gelistirilmistir. Protokol genellikle iki
veya dort giin siireyle uygulanmaktadir (59). Havuza koyulan platformu 2 cm
asacak sekilde 26° C su ile doldurulmaktadir. Havuz, hayali 2 cizgi ile 4 esit
parcaya boliinmektedir. Hayvanin platformu bulmasini saglayacak 1sik, renkli
kagit gibi ipuglart deney sonuna kadar ayni yere koyulmaktadir. Deneye
baslamadan Once kullanilan protokole uygun olarak 2 veya 4 giin yiizme
alistirmast yaptirilmaktadir. Alistirma igin hayvanlar 90 sn yiizdiiriilmektedir.
Platformu bulamayan hayvan 30 sn platforma birakilmaktadir. Bu islem her 4 yon
igin tekrarlanmaktadir. Platforma kagis siiresi kaydedilerek 5. giin platform sudan
cikartilir ve hayvanlar 4 yonden 60’ar sn yiizdUrGlur. Platformun 6nceden
bulundugu taraftaki yiizme siireleri degerlendirilir (60). Bu yolla bilgi edinme ve
kalicilik degerlendirilmektedir (59). Tipik olarak, iyi egitilmis bir sigan, havuzun
hedef ¢eyregine ve baska yerlerde aramaya baslayana kadar platformun eski
yerinde defalarca yiizecektir. Cesitli yollarla 6l¢iilen bu mekansal Onyargi,
mekansal bellek i¢in bir kanit olusturmaktadir. Hipokampus lezyonlar1 veya
kombine lezyonlara sahip siganlar, antrenman sonrasi prob testlerinde kotii sonug

vermektedir (58).

A Video Kamera

Platform

% ‘ Havuz

-

Sekil 4. Morris su tanki (58 nolu kaynaktan uyarlanarak alinmistir.)

27



Morris’in su tanki testinde yer degistirme, sinir sistemindeki cesitli
rahatsizliklarin, yaglanmanin, noérodejeneratif hastaligin veya yeni terapotik
ilaglarin potansiyel etkisinin test edilmesi i¢in genel olarak biligsel islevin genel

bir tahlili olarak kullanilmaktadir (61).

3.11. Calismanin Amaci

Menapoz siiresince beyinde pek c¢ok molekiiliin degistigi ve bu
molekiillerin disilerde kognitif fonksiyonlarin azalmasina aracilik ettigi ifade
edilmektedir. Gore ve arkadaslart menopoza giren disi siganlarin
hipotalamuslarinda Kiss-1 ve Esr-1 gen ifadelerinin degistigini belirlemislerdir
(62, 63). Ancak POY’ta hipotalamus bolgesinde bu genlerin ifadelerinin nasil
degistigi  bilinmemektedir. Ozellikle beynin 6grenmeden sorumlu olan
hipotalamus bolgesinde Ogrenme ile iliskili gen ifadelerinin sican POF
modellerinde degerlendirildigi ¢alismalara rastlanmamistir. Tablo 3’te verilen
ogrenme ile iligkili (64) gen ifadeleri beynin hipotalamus ve hipokampus

bolgesinde degerlendirilerek AP39 ‘un beyindeki 6grenme fonksiyonlar: {izerine

etkileri de agikliga kavusturulmus olacaktir.
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Tablo 3. Ogrenme ile iliskili genler

Sembol  isim Lokus Ozellik

Kiss-1 Kiss-1 1g32.1 Metastaz baskilayici bir gendir. Kodladig: protein,
metastasis kemotaksiyi ve istilay1 inhibe edebilir ve bdylece malign
suppressor melanomalarda metastazi zayiflatabilir. Bu genin bir

proteini olan kisspeptin, gonadotropin salinim hormonu
(GnRH) ile tetiklenen gonadotropin salinimini uyarir ve
GnRH noéronlarimin pubertal aktivasyonunu diizenler.

Kiss-1IR  KISS1 19p13.3  KISSI tarafindan kodlanan bir peptid olan metastine
receptor baglanan G protein reseptoriidiir. Pubertenin baslangicinda

bir rol oynadig1 bilinmektedir.

BDNF Brain 11p14.1  Sinir buyime faktdri ailesinin bir {iyesini kodlamaktadir.
derived Stres tepkisinin diizenlenmesinde ve duygu durum
neurotrophic bozukluklarinin biyolojisinde rol oynamaktadir.
factor

GDNF Glial cell 5p13.2 GDNF'nin primordiyal follikiil gelisimini tesvik ettigi ve
derived folikiilogenez sirasinda gerekli olan otokrin ve parakrin
neurotrophic hicre-hiicre etkilesimlerini yonlendirdigi bilinmektedir
factor (65).

GFAP Glial 17921.31 Olgun astrositlerin ana ara filament proteinlerinden birini
fibrillary kodlamaktadir. Geligsme sirasinda astrositleri diger glial
acidic hiicrelerden ayirt etmek i¢in bir belirteg olarak
protein kullanilmaktadr.

Calismada ayrica siganlarda stres ve sisplatin ile olusturulan prematiir over
yetmezlik modelinde over dokusunda 0Ozellikle mitokondrial biogenezle iliskili
gen (Tablo 4) ifadelerinin  kontrolle karsilagtirilarak  arastirilmasi
amaglanmaktadir. POF olusumunda mitokondrial biyogenezin roli ortaya
konacak ve mitokondri biyogenezini diizenleyen ve mtDNA’y1 koruyan bir ajan
olan AP39’un muhtemel koruyucu etkileri belirlenecektir. AP39 kullaniminin
koruyucu etkinliginin olup olmadigi ve muhtemel koruyucu etkilerinde aracilik
eden molekiiler mekanizmalar aydinlatilmis olacaktir. Deney sonunda AP39’un
mitokondrial biyogenezi koruyarak POF {izerine muhtemel iyilestirici etkileri
belirlenebilirse, bu veri yeni bir tedavi yaklasimi olarak AP39 kullanilabilirligini
mimkiin kilacaktir. Bu da ulusal ekonomimiz agisindan pozitif yonde bir katki

saglayacaktir.
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Tablo 4. Mitokondrial Biyogenezle iliskili Genler

Sembol Isim Lokus Ozellik

ATP5B ATP  synthase 12q13.3 Mitokondriyal ATP sentazin B altbirimini
subunit beta, kodlar. Mitokondrial ATP sentaz, oksidatif
mitochondrial fosforilasyon sirasinda i¢ zar boyunca

protonlarin  elektrokimyasal —gradyanim
kullanan ATP sentezini katalize eder.

PPARGC1IA PPARG 12g13.3 Bu gen tarafindan kodlanan protein, enerji
coactivator 1 metabolizmasina katilan genleri
alpha dizenleyen bir transkripsiyonel

koaktivatordiir. Dis fizyolojik uyarilar ile
mitokondriyal biyogenezin diizenlenmesi
arasinda dogrudan bir bag saglar.

PPARGC1B PPARG 5932 Ostrojen reseptorii alfa, niikleer respiratuar
coactivator 1 faktor 1 ve glukokortikoid reseptér gibi
beta nikleer reseptorlerin ve bircok

transkripsiyon  faktériniin  aktivitesini
uyarir, yag oksidasyonu, oksidatif olmayan
glikoz metabolizmast ve enerji
harcamalarinin diizenlenmesinde rol oynar.

PRKAA2 Protein  kinase 1p32.2 AMP ile aktive olan protein kinazin
AMP-activated (AMPK) katalitik bir altbirimidir. Hiicresel
catalytic subunit metabolik streslere yanit olarak, AMPK
alpha 2 aktive edilir ve bdylece yag asidi ve

kolesterol biyosentezinin diizenlenmesinde
rol oynamaktadir.

NRF1 Nuclear 7932.2 Solunum, heme biyosentezi ve
respiratory mitokondriyal DNA transkripsiyonu ve
factor 1 replikasyonu icin gerekli nikleer genleri

dizenler Hucre buyimesini,  metabolik
genlerin  sentezini  aktive eden  bir
transkripsiyon faktorii olarak islev gordr.

MNF2 Mitofusin 2 1p36.22 Bu gen, mitokondriyal fiizyona katilan ve

mitokondriyal agin bakim ve isletilmesine
katkida  bulunan  bir  mitokondriyal
membran proteinini kodlamaktadir.

OPA 1 Mitochondrial 3029 Niikleer olarak kodlanmis bir

dynamin like

gtpase

mitokondriyal protein olup, dynamin ile
ilgili GTPazlara benzerlik gosterir. I
mitokondriyal ~membrana  lokalizedir.
Mitokondriyal stabilite ve enerji ¢iktisini
diizenlemeye yardimci olur.
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HIF-1 Hypoxia 14923.2 Enerji metabolizmasi, anjiyogenez, apoptoz

inducible factor ve oksijen dagitimini saglayan genler dahil
1 olmak lizere bircok genin
transkripsiyonunu aktive eder.

CHRM 1 Cholinergic 11g12.3 Muskarinik  kolinerjik  reseptorler, G
receptor proteinine bagli reseptdrlerden olusan
muscarinic 1 blyik bir ailenin Gyeleridir.

TFAM Transcription 10g21.1 iki yiiksek hareket kabiliyetli motif iceren
factor A, anahtar  mitokondriyal  transkripsiyon
mitochondria 1 faktoriinu kodlamaktadir. Kodlanan protein

aynt zamanda mitokondriyal DNA
kopyalama ve onariminda da islev
gormektedir.

NFE2L2 Nuclear factor, 2¢31.2 Losin zipper proteinlerinden olusan kiigiik
erythroid 2 like bir ailenin Gyesi olan bir transkripsiyon
2 faktorini kodlamaktadir. Kodlanan

transkripsiyon  faktori, promoterlerinde
antioksidan yanit elementleri igeren genleri
diizenler; bu genlerin bir¢ogu, serbest
radikallerin Uretimini iceren yaralanma ve
enflamasyona tepki gbsteren proteinleri
kodlamaktadir.

Bu 6n ¢alismadan elde edilecek veriler sonucunda stres ve sislatinin POF
tizerindeki molekiiler yolag1 aydinlatilmasi ve yeni tedavi yaklagim ile ilgili 6n
veriler elde edilmis olacaktir. Sisplatin ve stresin over dokusundaki ektilerini
arastirmak amaciyla Tablo 5’te verilen over ile ilsikili genlerin Real Time PCR ile
ifade diizeyleri karsilastirilarak POY’a neden olan etmenlerin molekiiler

mekanizmasi aydinlatilmaya calisilacaktir.
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Tablo 5. Over ile iliskili genler

Sembol Isim Lokus

Ozellik

Dppa 3 Developmental 12p13.31
pluripotency
associated 3

FIGLA Folliculogenesis  2p13.3
specific bhlh
transcription
factor

DAZL Deleted in 3p24.3

azoospermia like

ZP1 Zona pellucida 11912.2
glycoprotein 1

ZP2 Zona pellucida 16p12.3-
glycoprotein 2 pl2.2

POU5F1 POU class 5 6p21.33
homeobox 1

Farelerde  gelismenin  preimplantasyon
asamasinda bir maternal faktor gorevi
gorebilecek bir proteini kodlar. Farelerde
transkripsiyonel baski, hiicre boliinmesi ve
hiicre pluripotansiyelliliginin korunmasinda
rol oynayabilir.

Postnatal oosit-spesifik gen ekspresyonunda
islev goren bir proteini kodlamaktadir.
Folikllogenezde rol oynayan genler ve zona
pellucida'y1 kodlayan genler de dahil olmak
iizere, ¢ok sayida oosite spesifik geni
dizenleyen temel heliks-loop-heliks
transkripsiyon faktorudir. Gendeki
mutasyonlar, prematiir over yetmezligine
neden olmaktadir.

DAZ gen ailesi, erkek ve kadinlarin
prenatal ve postnatal germ hicrelerinde
ifade edilen potansiyel RNA baglama
proteinlerini  kodlamaktadir. Fetal germ
hiicrelerinin ¢ekirdeginde ve
sitoplazmasinda, gelismekte olan oositlerin
sitoplazmalarina lokalizedir.

Zona pellucida'nin yapisal biitinligiini
saglamaktadir. Zona pellucida, oositi ve
erken embriyoyu g¢evreleyen hiicre disi bir
matristir.  Gendeki mutasyonlar, oosit
olgunlagmas1 defekti ve infertiliteye neden
olmaktadir.

Glikozillenmis  olgun  peptid, zona
pellucida'nin yapisal bilesenlerinden biridir
ve akrozomla reaksiyona giren
spermatozanin sekonder baglanmasi ve
niifuz etmesinde islev gormektedir. Bu geni
icermeyen disi fareler stabil zona matrisi
olusturmazlar.

Embriyonik gelisim ve pluripotenside
onemli  bir rol oynayan bir POU
homeodomaini iceren transkripsiyon

faktorini kodlamaktadir.
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H1FOO

DNMT1

DNMT3A

DNMT3B

KAT 2A

Nucleoplasmin 2

H1 histone
family member O
oocyte specific

DNA
methyltransferase
1

DNA
methyltransferase
3alfa

DNA
methyltransferase
3 beta

Lysine
acetyltransferase
2A

8p21.3

3q22.1

19p13.2

2p23.3

20q11.21

17q21.2

Niikleoplazmin (NPM) saperon aileleri
[NPM1, NPM2, NPM3] kromatin yeniden
sekillendirme, genom ribozom
DNA

transkripsiyonel regilasyon gibi hicresel

istikrari,
biyogenezi, duplikasyonu  ve
stireglerde ¢esitli islevlere sahiptir (66).
NPM2'nin

pluripotiklige

ektopik ekspresyonu,

bagl genlerin
sentezlenmesine neden olmaktadir. NPM2,
erken embriyogenez sirasinda kromatin
yapisinin diizenlenmesinde onemli bir rol
oynamaktadir (67).

DNA baglayici bir histon olan H1 protein
bu gen tarafindan kodlanmaktadir. Histon
ailesinin bir (yesi olan H1 replikasyondan
bagimsiz bir histondur. Bu gen, ¢ogu histon
farkli

Ilgili fare

geninden olarak intronlar

icermektedir. geni  sadece
oositlerde eksprese edilmektedir.

DNA metilasyonunda gorevli bir enzimdir.
Bu protein, DNA replikasyonundan sonra
metilasyon kaliplarmin muhafaza
edilmesinden sorumlu olan ana enzimdir.
DNA'nin metilasyonu memeli epigenetik
gen diizenlenmesinin énemli bir bilesenidir.
Bakim metilasyonundan ziyade de novo
metilasyonda islev gordigii diisiiniilen bir
DNA metil transferazidir. Sitoplazma ve
cekirdege lokalize olan proteinin ifadesi
gelisimsel olarak diizenlenmektedir.

Bakim metilasyonundan ziyade de novo
metilasyonda islev gordiigii disiiniilen bir
DNA metil transferazini kodlamaktadir.
Protein Oncelikle c¢ekirdege yerlesir ve
ifadesi gelisimsel olarak dlzenlenmektedir.
KAT2A transkripsiyonel aktivator olarak
islev goren bir histon asetiltransferazdir
(68).  Oosit

olgunlagmasi, dollenmesi ve embriyonik

yetkinligi ~ bir  oositin
gelisim yetenegidir. Calismalar, olgunlasma
sirasinda  oositte  histonlarin  asetilasyon
enzimlerinin  6nemini ve bunlarin oosit
yetkinligi ile iligkisi bildirmektedir (69).
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KMT2A

SMARCA 1
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GTF2H1
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deacetylase 3

531.3

Sirtuin 7 17925.3
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protein 2

Lysine 11923.3
methyltransferase
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SWI/SNF
related, matrix

Xq25-0g26.1

associated, actin
dependent
regulator of
chromatin,
subfamily a,
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Estrogen receptor
1

6025.1-025.2

General 11p15.1
transcription
factor 11H

subunit 1

Histon deasetilaz aktivitesine sahip olup
baskilamaktadir. p53
fonksiyonunu azaltarak hiicre blytumesini

transkripsiyonu

ve apoptozu diizenlemektedir.
Smuf III histon deasetilaz (HDAC) 'e ait
olan sirtuenler, yedi Uyeden (SIRT1-7)
olusur ve deasetilatlanma histonlarinin ve
histon proteinlerinin &rnekleridir. Mitoz,
hiicre sinyal iletimi ve DNA hasar onarimi
gibi genetik diizenleyici agin vazgegilmez
pargasidir (70).

Metilasyon sinyalinin biyolojik sonuglarinin
bir aracist olarak islev gormektedir. DNA
metilasyonu gen sessizlestirmesine neden
oldugu icin, bu proteinin transkripsiyonu
etkinlestirmek i¢in bir demetilaz olarak
islev gordiigi de bildirilmektedir.

Erken gelisme ve hematopoez sirasinda gen
ekspresyonunu diizenlemede dnemli bir rol
oynayan bir transkripsiyonel koaktivator
kodlamaktadir.

SWI / SNF protein ailesinin bir Gyesini
kodlamaktadir. Cesitli dokularda eksprese
olan ve transkripsiyona katilan kromatin
yeniden bicimlendirme kompleksine
katkida bulunan bir ATPaz'tir. Protein aym
zamanda kanser hicrelerinin DNA hasar,
blylime inhibisyonu ve apoptozunda da rol
oynamaktadir.

Ostrojen reseptorii kodlamaktadir. Reseptor
DNA baglama ve
transkripsiyon aktivasyonu

hormona baglanma,
icin  dnemli
birkag bolgeden olusan bir ligand-aktif
transkripsiyon faktoridir. Ostrojen  ve
reseptorleri cinsel gelisim ve tireme islevleri
icin gereklidir.

Bazal transkripsiyona katilir ve birgok
durumda transaktivasyonu modile eder

(72).

34



MAP2K1

NCOAl

TBP

MED15

POLR2C

Mitogen- 15¢22.31
activated protein

kinase kinase 1

Nuclear receptor  2p23.3
coactivator 1

TATA-box 6927
binding protein

Mediator 22q11.21
complex subunit

15

RNA polymerase 16¢21

Il subunit C

Kinaz ailesinin bir Gyesi olup bir mitojen-
aktive protein kinaz (MAP)
gormektedir.

gorevi
Proliferasyon, farklilasma,
transkripsiyon diizenleme ve gelisim gibi
bircok hiicresel siirecte yer almaktadr.

Steroid ve nikleer hormon reseptorleri igin
bir transkripsiyonel koaktivatér olarak
gorev yapmaktadir. NuUkleer reseptorlere
dogrudan baglamakta ve transkripsiyonel
aktiviteleri hormona bagli bir bigimde
uyarmaktadir.

TATA Dbaglayici

kodlamaktadir. TBP’nin N-ucunda uzun bir

protein olan TBP'yi

glutamin dizisi bulunmaktadir. Proteinin bu
bolgesi, DNA
aktivitesini duzenlemektedir.

C-ucunu baglanma
DNA
baglanmasinin modiilasyonu, transkripsiyon
kompleksinin olusum hizim ve
transkripsiyonu baslatmay: etkilemektedir.
RNA polimeraz Il transkripsiyonunda bir
transkripsiyonel koaktivatdr olarak islev
gormektedir.
Okaryotlarda mRNA sentezinden sorumlu
polimeraz olan RNA polimeraz Il'nin en

biiytik {igiincii alt birimini kodlamaktadir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Cahisma Gruplarinin Tanim

Calismada denek olarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden (FUDAM) temin edilen 320-330 gr agirhiginda 60 adet Spraque-
Dawley cinsi disi sigan kullanildi. Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 05.05.2017
tarihli, 9. toplant1 ve 112.no ile ¢alisma onay1 alindu.

Sicanlar standart sartlarda (12 saat glnisigi, 12 saat karanlik,
havalandirmali, sabit 1s1l1 odalarda) barindirildi. Siganlar 8 mm’lik standart sigan
pellet yemi ile beslendi ve icme suyu olarak musluk suyu verildi. Siganlarin
istedikleri kadar yem yeme ve su i¢cmelerine izin verildi.  Kontrol grubu bu
sartlarda deney sonuna kadar yasatilmaya devam ettirilirken diger gruplara
yontemler kisminda bahsedilen ¢esitli uygulamalar yapildi. Deney stres
gruplarinda 45 diger gruplarda 55 guin igerisinde bitirildi.

(Calismada her grupta 10 hayvan olacak sekilde 6 grup olusturuldu.

Kontrol Grubu (K): Yontemler boliimiinde detayli olarak anlatilan
Morris’in su tanki testi uygulandi.

AP39 Grubu: Deneyin 11-55. giinler arast intraperitonel yolla 100 nM/kg
AP39 verildi. Deney sonunda Morris’in su tanki testi uygulandi.

Sisplatin/POY Grubu: Ilk 10 giin 1,5 mg/kg/giin sisplatin intraperitonel
yolla enjekte edildi. Deney sonunda Morris’in su tanki testi uygulandi.

Sisplatin/POF+AP39 Grubu: Ik 10 gin 1,5 mg/kg/giin sisplatin

uygulanarak POF olusturulan sicanlara deneyin 11-55. giinler arasi intraperitonel
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yolla 100 nM/kg AP39 uygulandi. Deney sonunda Morris’in su tanki testi

uygulandi.

Stres/POF Grubu: 45 gin boyunca yontem bélimiinde ayrintili bir

sekilde agiklanmis olan stres protokoll uygulandi. Deney sonunda Morris’in su

tanki testi uygulanda.

Stres/POF+AP39 Grubu: 45 gin boyunca stres protokoll uygulandi.

Ayni zamanda 11-55. giinler aras1 100 nM/kg AP39 intraperitonel olarak verildi.

Deney sonunda Morris’in su tanki testi uygulandi.

4.2. Kullanilan Araglar-Gerecler, Kimyasallar Ve Sarf Malzemeleri

4.2.1. Kullanilan Araclar-Gerecler

-20°C derin dondurucu: Arcelik, Turkiye

-80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

Etlv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukranya

ELISA cihazi: Biotek, ELX800, ABD

Falkon Tip: Corning® 430766, 15 mL Centriflige Tube, Meksika
Homojenizator: Next Advance, Averill Park NY, Bullet Blender Storm,
Katalog No: BBY24M, ABD

Homojenizator Boncugu: Next Advance, GB05-RNA 0.5mm Dia, RNase-
Free Glass Beads, Katalog No: GB05, ABD

Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825, Isvigre

PCR ve Qubit tipleri (0.6ml): Neptune, Katalog No: 3737.S.X, Biotix

Laboratory Media, ingiltere
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4.2.2.

Plate Yapistirici: Applied Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive Film,
Katalog No: 4311971, ABD

Plate: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well Reaction
Plate With Barcode (0,1 mL), Katalog No: 4346906, Singapur

Termal DOngu Cihazi: Biometra, Almanya

Real Time-PCR cihazi: Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real
Time PCR Instrument, Foster City, CA

Santrifj: Sigma 3K30, Almanya

Spin: Labnet International, Katalog No:C1031B-230V, Kore

Vorteks: Elektro-Mag, Turkiye

Kullanilan Kimyasal Maddeler
Sisplatin Kocak Farma Ilag ve Kimya Sanayi A.S. TURKIYE
AP39 Cayman Chemical Company. Kat No: 17100, Michigan 48108 USA
Tri Reagent

Rat LH (Luteinizing Hormone) ELISA Kit: Wuhan Fine Biotech Co., Ltd.

Cat No: ER1123, CHINA

Rat FSH (Follicle Stimulating Hormone) ELISA Kit: Wuhan Fine Biotech

Co., Ltd. Cat No: ER0960, CHINA

Rat Shbg (Sex hormone-binding globulin) ELISA Kit: Wuhan Fine

Biotech Co., Ltd. Cat No: ER0290, CHINA

Rat GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) ELISA Kit: Wuhan Fine

Biotech Co., Ltd. Cat No: ER1003, CHINA
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Rat Cor (Cortisol) ELISA Kit: Wuhan Fine Biotech Co., Ltd. Cat No:
EU0391, CHINA

Rat E2 (Estradiol) ELISA Kit: Wuhan Fine Biotech Co., Ltd. Cat No:
ER1507, CHINA

Rat ACTH (Adrenocorticotropic Hormone) ELISA Kit: Wuhan Fine

Biotech Co., Ltd. Cat No: ER0387, CHINA

4.3. YOontemler
4.3.1.Hayvanlarin  Viicut Agirhklar,, Viicut Uzunluklarn Ve Over
Agirhiklarimin Olglilmesi

Viicut agirliklart ve viicut uzunlugu haftalik olarak kaydedilmistir. Viicut
uzunlugu aniisten buruna kadar olan uzunluk temel alinarak hesaplanmistir.
Deney sonunda dekapitasyonun ardindan bileteral over agirliklar tartilarak

ortalama deger over agirlig1 olarak alinmistir.

4.3.2.Vajinal Simir
Vajinal simirler ilk giinden deney sonuna kadar siklusun sathalarini
tamimlamak i¢in giinliik olarak gbzlemlenmistir. Deney silresince her gun, sabah

9:00°da bir kez simir alinmak suretiyle, dstrus fazlar takip edilmistir.

4.3.3. Stres Protokolu
Stres gurubu hayvanlarina kronik immobilizasyon stres modeli uyguldi.
Her si¢an aparata sinirsiz solunum yapmaya izin verilerek yerlestirildi. Protokol

toplam 45 giin uygulandi. Sicanlar ilk 15 giin 1 saat, ikinci 15 giin 2 saat ve

39



Uclinc 15 gun 3 saat immobilzasyon torbasinda tutularak stres modeli

olusturuldu.

4.3.4. Morris’in Su Tanki Deneyi ve Prob Test
Tim gruplara deneyin son 5 ginii uygulandi.

1. Morris’in su tanki halkasal bir tank olup 120 cm ¢apinda galvanizli ve 50
cm yiiksekligindedir. Tank koyulan platformu 2 cm asacak sekilde 26° C
su ile dolduruldu.

2. Hayvanin platformu bulmasimi saglamak amaciyla renkli kagit deney
sonuna kadar platformun oldugu tarafa koyuldu.

3. Deneye baglamadan 6nce 4 giin yiizme alistirmasi yaptirildi. Alistirma igin
siganlar 90 sn yuzdiraldd. Platformu bulamayan sigan 30 sn platforma
birakildi. Bu islem her 4 yon i¢in tekrarlandi. Platformu bulma sureleri
kaydedildi.

4. Bellegin pekistirilme iglemini test etmek i¢in 4 giinliik testten 24 saat
sonra prob test yapildi. Besinci gun platform sudan ¢ikartilarak denekler 4
yonden 60’ar sn yluzdaraldu.

5. Platformun o6nceden bulundugu kisimdaki ylzme  sirelerinin

degerlendirilmesi i¢in video kaydi yapildu.

Deneyler sonucunda hayvanlar dekapite edilip kan, beyin ve over érnekleri

alindi. Her bir hayvanin beyin dokusu hipokampus ve hipotalamus bdlgelerine

ayrildi. Dokular siv1 azotta dondurularak -80 °C’de saklandi.
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4.3.5. ELISA Testi

Serum orneklerinde FSH, LH, o&strojen, kortizol, GNRH, ACTH
seviyelerinin tayini icin ELISA testleri yapildi. Yontemin uygulanabilmesi igin
dekapite edilen siganlarin kanlar1 aprotininli tiiplere toplandi. Santrifiijleme (3500
RPM’de, 5 dk) islemi uygulandiktan sonra supernatant kisim alinarak ELISA

testinde kullanildi. Calisma protokolii asagida detayli olarak verilmistir.

4.3.5.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Yikama Tamponu: Kitte bulunan konsantre yikama soliisyonundan 30 ml
alind1 ve lizerine 750 ml deiyonize distile su koyuldu.

Standart SollUsyonu: Her kitin protokoliine bagl kalinarak 6 farkli
konsantrasyonda standart hazirlandi.

Biotin-Etiketli Antikor Calisma Soliisyonu: Her bir numune igin 1 pl
Biotin-etiketli antikor iizerine 99 pl antikor seyreltme tamponu eklendi (Orn:
Numune sayis1*1 pl Biotin-etiketli antikor ve numune sayisi*99 ul antikor
seyreltme tamponu).

HRP-Streptavidin Konjuge (SABC) Calisma Soliisyonu: Her bir
numune icin 1 ul SABC iizerine 99 ul SABC seyreltme tamponu eklendi (Orn:
Numune sayis1*1 pl SABC ve numune sayi1s1*99 ul SABC seyreltme tamponu).
4.3.5.2. Prosedur

1. Standartlardan ve numunelerden her bir kuyucuga 50 pl koyuldu.

Orneklerin kuyucuklardaki yerleri kaydedildi.
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. Kuyucuklardaki standart ve numunelerin {izerine 50 pl Biotin-Etiketli
Antikor Calisma Soliisyonu eklendi. Plate koruma membrani ile kapatilip
37 °C’de 45 dk inkiibasyona birakildi.

. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani ¢ikarildi. Sivi bosaltilarak
her kuyucuk 100 pl yikama tamponu ile yikandi. Kuyucuklarda yikama
tamponu 1 dk bekletilip dokiildii ve yeniden eklendi. Bu islem 3 kez
tekrarlandi.

. Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga 100 pl SABC c¢alisma
soliisyonu eklendi. Plate koruma membrani ile kapatilip 37 °C’de 30 dk
inkiibasyona birakildi.

. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani ¢ikarildi. Sivi bosaltilarak
her kuyucuk 100 pl yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Tampon
kuyucuklarda her defasinda 1-2 dk bekletildi. Besinci yikama yapilip
kuyucuklardaki sivi bosaltildi.

. Yikamay1 takiben her bir kuyucuga 90 pul TMB substrat eklendi. Plate
koruma membram ile kapatihp 37 °C’de 15-20 dk karanlik ortamda
inklibasyona birakildi. (Kuyucuklarda renk maviye dontistii.)

. Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi (Mavi
renk hemen sar1 renge doniistii).

. Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okuma yapildi.

Hesaplama islemi gerceklestirildi.
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4.3.6. Tri Reagent ile RNA izolasyonu

1. 30-40 mg doku alindi, ependorf tiiplere konularak iizerlerine 500 pl Tri
Reagent eklendi.

2. Homojenizasyon boncuklarindan doku miktar1 kadar eklendi.

3. Homojenizatoriin 8. hizinda 5 dk homojenize edildi.

4. 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

5. Tipler i¢indeki homojenizatér boncuklar ile birlikte 12.000 x g’de 2 dk
santriftij edildi.

6. Siipernatant kisimlar yeni tiiplere aktarildi lizerine 100 pl kloroform
eklenip yaklasik 15 sn vortekslendi.

7. Tipler oda sicakliginda 2-3 dk bekletildi.

8. 12.000 x g’de 2-4°C’de 15 dk santriftj edildi.

9. Santrifiij isleminden sonra 3 faza ayrilan sivinin en list faz1 baska tiipe
alind.

10. 250 pl izopropil alkol eklendi.

11. 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

12. 12.000 x g’de 2-4°C’de 10 dk santrifij edildi.

13. Siipernatant kisim dokiildii.

14. Pellet iizerine 500 pl % 75’lik etanol eklendi.

15. Vortekslendi ve 7500 x g’de 2-4°C’de 5 dk santriftj edildi.

16. Siipernatant atild1 ve etanol ile yikama iglemi tekrarlandi.

17. Siipernatant atildi ve tiipler bir middet oda sicakliginda bekletilerek

etanoliin ugmasi saglandi.
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18. Kuruyan tiiplerin iizerine dietilpirokarbonatli (DEPC) su eklendi ve pipetaj
yapildi.

19. izole edilen RNA’lar -80°C’de saklandi.

4.3.7. RNA Ol¢limi

RNA o6l¢iimiine baglamadan 6nce kor olarak distile su okutulmasiyla cihaz
kalibre edildi. BioSpec-nano (Shimadzu) cihazinin 6l¢iim alanina 1 pul RNA
konularak RNA miktar1 ng/ul olarak 6lciildii. Her 6rnek okumasimin ardindan
cihaz temizlenerek 2 dakika bekletildi.

Komplementer DNA (cDNA) sentezinde esit RNA miktarlarinda
caligilabilmesi i¢in okunan en diisik RNA degeri standart olarak alindi. Kontrol
grubu, AP39 grubu, Sisplatin grubu, Sisplain+AP39, stres grubu ve stres+AP39

grubu olmak Uzere toplamda 6 RNA havuzu olusturuldu.

4.3.8. Komplementer DNA Sentezi

RT-PCR’1 i¢in kullanilacak ¢cDNA’larin hazirlanmasinda havuz yapilan
RNA ornekleri kullanildi. Bunun igin her 6rnekten 5 pul RNA alindi. cDNA
sentezi toplam 10 pl hacimde gergeklestirildi. Sentez i¢in 5ul RNA 6rnegi, 1 pl
5XRT random primer, 1 pl 10xRT buffer, 0,4 pl 25xdNTP mix, 2.1 pl niikleaz
icermeyen su ve en son olarak 0,5 pul MultiScribe™ Reverse Transcriptase enzimi
kullanild: (Tablo 6). Ornekler termal déngii cihazina yerlestirildi. 25°C’de 10 dk,
37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve en son sicaklik 4°C olacak sekilde cihazda

bekletildi (Tablo 7). Olusan cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.
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Tablo 6. cDNA karisim miktar1 (10ul’lik reaksiyon) (The High Capacity RNA-to-
cDNA™ Kit, Applied Biosystems, Katalog No: 4387406)

Bilesik Hacim (pl)
10X RT tamponu 1,0
25X dNTP karisimi (100mM) 0,4
MultiScribe™Revers Transkriptaz (50U/ul) 0,5
10XRT Random Primer 1,0
Nikleaz icermeyen H,O 2,1
RNA o6rnegi 5
Reaksiyon toplami 10

Tablo 7. cDNA sentezi PCR programi

PCR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 30 dk 120 dk 5 dk )

4.3.9. Ger¢ek Zamanh (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA
Amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) ile
amplifiye edildi. Deneklerin  beyinlerinin  hipokampus ve hipotalamus
bolgelerinde Tablo 8’da, overde ise Tablo 9 ve 10’da belirtilen genlerin ifade
duzeyleri incelendi. gqRT-PCR analizleri sonucunda gen ekspresyonundaki

2—AACT

farkliliklarin hesaplanmasinda metodu kullanildi.
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Tablo 8. Hipokampus ve hipotalamus dokularinda qRT-PCR ile galisilan genlere
ait primerler (Qiagen, Almanya)

Primerler Katalog Numarasi
Kiss-1 PPR51615A
Kiss-1R PPR50246B
BDNF PPR45333A
GDNF PPR50730A
GFAP PPR52927G
ESR1 PPR44939B

Tablo 9. Over dokusunda qRT-PCR ile ¢alisilan genlere ait primerleri (Qiagen,
Almanya)

Primerler Katalog Numarasi
Atp5b PPR53179A
Ppargc-la PPR46783A
Ppargc-1p PPR51585A
Prkoo2 PPR51543A
Mfn -1 PPR46301A
Mfn-2 PPR44137A
Opal PPR44480A
Hif 1 PPR52433A
Chrm 1 PPR0O6806A
Tfam PPR46611A
Nfe2l2 PPR45094A
Nrf 1 PPR48314A
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Tablo 10. Over dokusunda gRT-PCR ile galisilan genlere ait primerler (Sentegen
Biyoteknoloji tarafindan sentezlenmistir, Ankara/Tirkiye)

Primerler

Dppa 3 Hdac 3
Figla Sirt7
Dazl Mbd 2
ZP1 Kmt2a
ZP 2 Smarca 1
Pau5fl Esrl
Npm 2 Gtf2hl
H1foo Map2k1
Dnmtl Ncoal
Dnmt3a Thp
Dnmt2b Med 15
Kat 2a Polr2c

Real Time-PCR ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. Plate kuyucuklarina
cDNA orneklerinden 0,5 pl koyuldu. Her bir 6rnek i¢in 1ul Eva Green Master
Mix, 3 ul niikleaz igermeyen su ve 0,5 ul primer hibridizasyon probu Ornek
sayisina gore bilesen miktarlar1 hesaplanarak ependorflara birakildi ve
vortekslendi. Plate’deki cDNA 6rneklerinin tizerine hazirlanan karisimdan 4,5 pl
pipet ile birakilarak plate’in iizeri optik filmle kapatildi (Tablo 11). Plate
orneklerin tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla

mini plate spin cihazinda 1 dakika santrifiijleme islemine tabi tutuldu.

Tablo 11. gRT-PCR i¢in kullanilan bilesikler

Bilesikler Hacim (pu) X
Ornek Sayis1

cDNA 0,5
Primer-prob 0,5

Green Master Mix 1

Niikleaz icermeyen H,O 3
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Gen ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
sistemi ile Olculdu. Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak
kullanildi. Is1 kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15 saniye

ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlandi (Tablo 12).

Tablo 12. RT-PCR programi

RT-PCR 1. Adim 2.Adim 3.Adim 4. Adim
Sicakhik (°C) 50 95 95 60
Zaman 2 dk 10 dk 15sn 1dk

4.4, Iimmiinohistokimyasal Analizler

Over dokularinda POY’un tespiti i¢in klasik hematoksilen eosin boyama
yontemi kullanilarak over dokusu degerlendirildi. Over dokular1 parafin bloklara
gomdaldu. Parafin bloklardan 5-6 mm kalinliginda alinan kesitler polilizinli
lamlara alindi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilip
antijen geri kazanimi igin sitrat tampon soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda
(750W) 745 dakika tutuldu. Zemin boyasmi engellemek i¢in Ultra V Block
soliisyonu ile muameleden sonra primerler ile 60 dakika inkiibe edildi. Dokular,
primer antikor uygulanmasindan sonra sekonder antikor (30 dakika), Streptavidin
Alkaline Phosphatase (30 dakika) ve Fast Red Substrate System ile inkibe edildi.
Mayer’s hematoksileni ile zit boyamasi yapilan dokular PBS (Phosphate Buffered
Saline) ve distile sudan gecirilerek kapatma solusyonu ile kapatildi. Hazirlanan

preparatlar 151k mikroskobunda incelenip fotograflandi.
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4.5, Istatistiksel Analizler

Tum istatistiksel analizler icin SPSS 20 (Statistical Package for the Social
Sciences) paket programi kullanildi. qRT-PCR, kilo, boy, siklus, over agirhigi,
ELISA hormon degerleri, Morris’in Su Tanki ve Prob test gibi parametrelerin
gruplar arasinda karsilastirilmasi igin t testi ve Whitney U testi kullanildi. p<0,05

degeri istatistiksel agcidan anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Sican Boy Verilerinin Degerlendirilmesi

Baglangic ve son boy degerleri karsilastirildiginda AP39 (p=0,002),
Sisplatin (p=0,001), Sisplatin/AP39 (p=0,006), Stres (p=0,003) ve Stres/ AP39
(p=0,004) gruplarinda anlaml1 azalma belirlendi.

Gruplar arasinda karsilagtirma yapildiginda ilk boylar arasinda anlamli
farklilik bulunmamugstir. Son boylar arasinda;

Kontrol grubuna g6ére AP39 (p=0,013), Sisplatin (p=0,000),
Sisplatin+AP39 (p=0,000) ve Stres+AP39 (p=0,001) gruplarinda anlamli azalma
belirlendi. Sisplatin grubuna gore Stres (p=0,001) grubunda anlamli artma
belirlendi. Sisplatin+AP39 grubuna gore Stres (p=0,004) grubunda anlamli artma
belirlendi. Stres grubuna gore Stres+AP39 (p=0,029) grubunda anlamli azalma

belirlendi.

Tablo 13. Gruplara gore baslangi¢ ve son boy Olglimleri.

Grup ik Boy Son Boy t p

Kontrol 23,35F0,41 23,45%0,49 -0,802 0,443
AP39 23,50F0,76 22,57F0,79* 5,461 0,002
Sisplatin 23,0740,61 21,57%0,93% 4,148 0,001
Sisplatin/AP39  23,58+0,38 21,92%0,80% 4,663 0,006
Stres 23,94F0,527  23,22F0,67 4,274 0,003
Stres/AP39 24,20%0,45 22,40F0,42* 6,000 0,004

*Kontrol grubuna gore karsilastirldiginda. "AP39 grubuna gore karsilastirildiginda.
“Sisplatin grubuna gore karsilastirildiginda. dSisplatin/AP39 grubuna gore karsilastirildiginda.
®Stres grubuna gore karsilagtirildiginda, p<0.05. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi.
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5.2. Sican Kilo Verilerinin Degerlendirilmesi

Gruplarin baglangi¢ ve deney sonundaki kilolar1 karsilastirildiginda;

Kontrol grubuna gore Sisplatin (p=0,000) ve Sisplatint+AP39 gruplarinda
(p=0,044) anlaml1 azalma oldugu belirlendi.

AP39 grubuna gore Sisplatin (p=0,000) ve SisplatintAP39 gruplarinda
(p=0,008) anlaml1 azalma oldugu saptandi.

Sisplatin grubuna gore Stres grubunda (p=0,002) anlamli artma oldugu

bulundu.

Tablo 3. Gruplarin baslangi¢ ve son viicut agirliklari.

Grup Baslangig¢ Kilo Son Kilo
Kontrol 301,30+18,21 301+25,42
AP39 308,71+22,12 313,93429,54
Sisplatin 323,57+16,36 235,71F35,02®
Sisplatin+AP39 314+11,88 259,67F31,25®
Stres 311,67+12,67 290,39F11,53°
Stres+AP39 310,27+16,89 282,30+35,96

*Kontrol grubuna gore karsilastirldiginda. "AP39 grubuna gore karsilastirildiginda.
“Sisplatin grubuna gore karsilastirildiginda. dSisplatin/AP39 grubuna gore karsilastirildiginda.
®Stres grubuna goére karsilastirildiginda, p<0.05. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi.
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5.3. Over Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Deney sonunda gruplarin over agirliklari karsilastirildiginda;

Kontrol grubuna gore Sisplatin (p=0,001) ve Sisplatin+AP39 (p=0,001)
gruplarinda anlamli azalma belirlendi.

AP39 grubuna goére Sisplatin (p=0,002) ve Sisplatin+AP39 (p=0,004)
grubunda anlamli azalma gorald.

Sisplatin grubuna goére Stres (p=0,001) ve Stres+AP39 (p=0,012)
gruplarinda anlamli artma bulundu.

Sisplatin+AP39 grubuna gore Stres grubunda (p=0,000) ve Stres+AP39

(p=0,012) gruplarinda anlamli artma saptandi.

Tablo 4. Gruplarin over agirliklar

Grup Over

Kontrol 0,1060+,01776
AP39 0,1100+,02160
Sisplatin 0,0671+,01976%
Sisplatin/AP39  0,0733%,01211%
Stres 0,1000,01000

Stres/AP39 0,1060+,02408

®Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda. ®AP39 grubuna gore karsilastirildiginda.
“Sisplatin grubuna gore karsilastirildiginda. dSisplatin/AP39 grubuna gore karsilastirildiginda.
®Stres grubuna goére karsilastirildiginda, p<0.05. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi.
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5.4. Siklus Takibi Verilerinin Degerlendirilmesi
Kontrol grubuna goére Sisplatin (p=0,008), Sisplatin+AP39 (p=0,029) ve

Stres+AP39 (p=0,002) gruplarinda disostrus evresinde anlamli artma belirlendi.

Kontrol grubuna goére Stres+AP39 (p=0,030) grubunda prodstrus evresinde

anlamli1 azalma belirlendi.

Kontrol grubuna goére Sisplatin (p=0,000), Sisplatin+AP39 (p=0,001),
Stres (p=0,004) ve Stres+AP39 (p=0,000) gruplarinda Ostrus evresinde anlamli

azalma belirlendi.

Kontrol grubuna goére AP39 (p=0,028), Sisplatin (p=0,037) ve
SisplatintAP39 (p=0,020) gruplarinda metadstrus evresinde anlamli artma

belirlendi.

Tablo 516. Gruplarin siklus safhalari

Gruplar Didstrus Prodstrus Ostrus Metadstrus
Kontrol 18,80+3,91 13,20%2,20 19,60%3,10 4,40¥1,17
AP39 17,29%9,78 14,0044,47 16,56+6,77 6,86F2,91°
Sisplatin 25,57F5,16*  10,57%2,99 12,00¥3,83°  6,86F3,13°
Sisplatin/AP39  25,50%7,24*  11,17%3,31 10,17¥5,38°  8,17F4,36°
Stres 21,33%7,53 13,11%2,67 13,33F4,95°  7,22F4,44
Stres/AP39 26,60F3,36°  9,40F3,91% 12,00¥2,65°  5,00F2,65

*Kontrol grubuna gore karsilastirldiginda. "AP39 grubuna gore karsilastirildiginda.
“Sisplatin grubuna gére karsilastirildiginda. USisplatin+AP39 grubuna gore karsilastirildiginda.
®Stres grubuna gore karsilastirildiginda, p<0.05. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi.
Veriler toplam 55 giin igerisindeki her bir safthanin sayisini yansitmaktadir.
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5.5. Morris Su Labirenti Test Verilerinin Degerlendirilmesi
Moris su labirenti testinin birinci giiniinde platforma kacis siireleri

degerlendirildiginde;

Kontrol grubuna gore SisplatintAP39 (p=0,31) grubunda anlamli bir

azalma ve stres grubunda (p=0,39) anlaml1 bir artma saptandi.

Moris su labirenti testinin ikinci giiniinde platforma kacis siireleri

degerlendirildiginde;

Kontrol grubuna gore SisplatintAP39 (p=0,031) ve Stres (p=0,020)

gruplarinda anlamli artma belirlendi.

Moris su labirenti testinin iiciincii giiniinde platforma kacis siireleri

degerlendirildiginde;

Kontrol grubuna gore Sisplatin+AP39 (p=0,002) grubunda anlamli bir

artma belirlendi.

AP39 grubuna gore Sisplatin (p=0,050) grubunda ve Sisplatin+AP39

grubunda (p=0,000) anlaml1 bir artma belirlendi.

Sisplatin grubuna gore Stres+AP39 (p=0,028) grubunda anlamli bir azalma

belirlendi.

Sisplatin+AP39 grubuna goére Stres (p=0,19) grubunda anlamli azalma

belirlendi.
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Siire (dk)

Moris su labirenti testinin dordiincii giiniinde platforma kacis siireleri

degerlendirildiginde;

Kontrol grubuna gore SisplatintAP39 (p=0,031) ve Stres (p=0,039)

gruplarinda anlamli artma belirlendi.

400
H Kontrol
W AP39
350 m Sisplatin
W Sis+AP39
M Stres
300 a
W Stres+AP39
a
250
ab
200
150
d da
d
100
cd
50
]
1. Giin 2.Gin 3. Giin 4. Giin

Sekil 5. Morris’in su tanki analizinde platformu bulma siiresi. *Kontrol grubuna gore
karsilagtinldiginda.  "AP39 grubuna gore karsilagtinldiginda.  “Sisplatin - grubuna gore
karsilagtirildiginda. dSisplatin+AP39 grubuna gére karsilastinldiginda. °Stres grubuna gore
karsilagtirildiginda, p<0.05. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi.
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5.6. Prob Test Verilerinin Degerlendirilmesi
Kontrol grubuna gére AP39 (p=0,037), Sisplatin (p=0,004),
SisplatintAP39 (p=0,003) ve Stres (p=0,003) gruplarinda anlamli azalma

belirlendi.

120 +
&
- ' i * I
. I . .

Sekil 6. Prob testte hedef bélmede ylizme siresi (Mean£SD). “Kontrol grubuna gére
karsilagtirildiginda, p<0.05. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi.

5

Hedef Bilmede Yiizme Siiresi (dk)
[
5§ 8 B8 8

]
(=]

=]

5.7. ELISA Testi Verilerinin Degerlendirilmesi

E2 hormonunda;

AP39 grubuna gore Sisplatin (p=0,017) grubunda anlamli azalma

belirlendi. Sisplatin grubuna gore Stres+AP39 (p=0,001) grubunda anlamli artma

belirlendi.
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ACTH hormonunda;

Kontrol grubuna gére AP39 (p=0,042) grubunda anlamli artma belirlendi.
Sisplatin+AP39 grubuna gore Stres+AP39 (p=0,034) grubunda anlamli artma
saptandi.

FSH hormonunda;

Kontrol grubuna gére AP39 (p=0,001), Sisplatin (p=0,000),
SisplatintAP39, Stres (p=0,002) ve Stres+AP38 (p=0,008) gruplarinda anlamli
artma saptandi.

SHBG hormonunda,;

Kontrol grubuna gore Sisplatin+AP39 (p=0,037) ve Stres+AP39 (p=0,011)
gruplarinda anlamli azalma saptandi. AP39 grubuna gore SisplatintAP39
(p=0,041) ve Stres+AP39 (0,002) gruplarinda anlamli azalma saptandi. Stres
grubuna gore Stres+AP39 (p=0,000) grubunda anlaml1 azalma belirlendi.

LH Hormonunda,

Kontrol grubuna gore Sisplatin (p=0,042) grubunda anlamli artma
saptandi. AP39 grubuna gore Sisplatin (p=0,043) grubunda anlamli azalma
saptand1. Sisplatin grubuna gore Stres (p=0,004) ve Stres+AP39 (p=0,003)

grubunda anlamli azalma belirlendi.
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Tablo 17. ELISA testinde gruplara ait hormon miktar analizi

E2 ACTH FSH Kortizol  GnRH  SHBG LH
Kontrol ~ 4505+ 80,34+ 30,76+ 17,03+ 181,24+ 349,25+ 28,73+
7,00 10,45 22,99 2,91 53,40 89,66 10,74
AP39 4473+ 11150+ 1226+ 34,78+ 158,34+ 309,22+ 23,80+
4,58 21,77 25,85 26,13 24,94 41,06 15,18
Sisplatin 37,90+ 94,54+ 134,24+ 23,80+ 139,48+ 253,10+ 41,67+
1,70 10,17 34,44° 9,48 73,14 47,49 5,32%
Sisplatin+ 54,16+ 8546z 179,41+ 23,99+ 158,25+ 257,41+ 35,26+
AP39 16,18 12,75 67,38° 7,34 148,0 44,10% 3,03
Stres 44,44+ 98,24+ 105,79+ 26,14+ 138,99+ 286,69+ 27,47+
7,19 11,76 41,317 11,0 40,30 11,23¢ 6,08°
Stres+ 46,22+ 109,90+ 93,34+ 23,02+ 161,30+ 190,21+ 19,99+
AP39 2,54° 12,53" 17,29% 5,16 40,17 23,09%¢ 9,60°

®Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda. °AP39 grubuna gore karsilastirildigida. Sisplatin
grubuna gore karsilastirildiginda. %Sisplatin+AP39 grubuna gore karsilastinldiginda. °Stres
grubuna gore karsilastirildiginda, p<0.05. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verildi.

5.8. gRT-PCR Verilerinin Degerlendirilmesi

5.8.1. Over Dokusunda mRNA Kat Degisimi Verilerinin Degerlendirilmesi
Kontrol grubuna goére AP39 grubunun MFN2 (p=0,023), ATP5B
(p=0,033), TFAM (p=0,048), CHRM1 (p=0,005), OPA1l (p=0,007), NFE2L2
(p=0,027), DAZL (p=0,005), ZP1 (p=0,010), ZP2 (p=0,006), NPM2 (p=0,006),
H1FOO (p=0,006), DNMT1 (p=0,006), DNMT3B (p=0,010), KAT2A (p=0,006),
HDAC3 (p=0,006), SIRT7 (p=0,006), MBD2 (p=0,007), KMT2A (p=0,030),
SMARCAL1 (p=0,034), ESR1 (p=0,004), MAP2K1 (p=0,004), NCOAL1 (p=,0388),
MEDI15 (p=0,007), POLR2C (p=0,01) genlerinde anlamli artis belirlendi.
PPARGC1A (p=0,005), PRKAA2 (p=0,048), DPPA-3 (p=0,009), GTF2H1

(p=0,013) genlerinde anlaml1 azalma saptandi.
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Kontrol grubuna gore Sisplatin grubunun MFN2 (p=0,020), ATP5B
(p=0,017), TFAM (p=0,043), HIF1A (p=0,014), OPA1 (p=0,006), NFE2L2
(p=0,041), DAZL (p=0,005), ZP1 (p=0,039), ZP2 (p=0,006), NPM2 (p=0,005),
H1FOO (p=0,018), DNMT1 (p=0,006), DNMT3B (p=0,009), KAT2A (p=0,005),
HDAC3 (p=0,006), SIRT7 (p=0,006), MBD2 (p=0,006), KMT2A (p=0,014),
ESR1 (p=0,004), MAP2K1 (p=0,004), MED15 (p=0,005), POLR2C (p=0,010)
genlerinde anlamli artis belirlendi. PPARGC1A (p=0,009), PRKAA2 (p=0,042),
DPPA-3 (p=0,007), TBP (p=0,017), GTF2H1 (p=0,008) genlerinde anlaml
azalma saptandi.

Kontrol grubuna gére SisplatintAP39 grubunun HIF1A (p=0,010), OPA1
(p=0,012), NFE2L2 (p=0,044), DAZL (p=0,001), ZP2 (p=0,005), NPM2
(p=0,012), H1FOO (p=0,007), DNMT1 (p=0,006), DNMT3B (p=0,005), KAT2A
(p=0,005), HDAC3 (p=0,004), SIRT7 (p=0,005), MBD2 (p=0,004), KMT2A
(p=0,011), SMARCAL1 (p=0,022), ESR1 (p=0,004), MAP2K1 (p=0,004), MED15
(p=0,006), POLR2C (p=0,011), GTF2H1 (p=0,018) genlerinde anlamli artis
belirlendi. NRF1 (p=0,042), PPARGC1A (p=0,009), CHRM1 (p=0,030),
PRKAA?2 (p=0,038), PPARGC1B (p=0,011), DPPA-3 (p=0,006), FIiGLA
(p=0,018), ZP1 (p=0,042), POU5F1 (p=0,007), NCOA1 (p=0,007) TBP (p=0,012)
genlerinde anlamli azalma saptandi.

Kontrol grubuna go6re Stres grubunun MFN2 (p=0,038), CHRM1
(p=0,007), HIF1A (p=0,017), OPAl (p=0,008), NFE2L2 (p=0,027), DAZL
(p=0,005), ZP1 (p=0,005), ZP2 (p=0,004), NPM2 (p=0,005) H1IFOO (p=0,007),
DNMT1 (p=0,005), DNMT3B (p=0,010), KAT2A (p=0,005), HDAC3 (p=0,005),

SIRT7 (p=0,005), MBD2 (p=0,005), KMT2A (p=0,013) SMARCAL (p=0,041),
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ESR1 (p=0,004), MAP2K1 (p=0,004), MED15 (p=0,007), POLR2C (p=0,015)
genlerinde anlamli artig belirlendi. PPARGC1A (p=0,009), PRKAA2 (p=0,031),
PPARGC1B (p=0,048), DPPA-3 (p=0,006), NCOA1 (p=0,007), TBP (p=0,006),
GTF2HI (p=0,009) genlerinde anlaml1 azalma saptandi.

Kontrol grubuna goére Stres+AP39 grubunun ATP5B (p=0,034), CHRM1
(p=0,008), HIF1A (p=0,006), OPA1 (p=0,007), NFE2L2 (p=0,029), DAZL
(p=0,016), ZP1 (p=0,013), ZP2 (p=0,005), NPM2 (p=0,005), H1IFOO (p=0,010),
DNMT1 (p=0,006), DNMT3B (p=0,008), KAT2A (p=0,005), HDAC3 (p=0,005),
SIRT7 (p=0,005), MBD2 (p=0,016), KMT2A (p=0,030), ESR1 (p=0,004),
MAP2K1 (p=0,004), MED15 (p=0,006), POLR2C (p=0,012) genlerinde anlaml
artig belirlendi. PPARGC1A (p=0,012), DPPA-3 (p=0,004), TBP (p=0,007),

GTF2H1 (p=0,008) genlerinde anlamli azalma saptandi (Tablo 18).
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Tablo 18. Over dokusunda gRT-PCR ile analiz edilen genlerin mRNA kat
degisimleri

AP39 Sisplatin Sisplatin+ AP39  Stres Grubu Stres+ AP39
Grubu Grubu Grubu Grubu
£ &3 2 E3 2 &3 2 &3 z &3 =
== = = =. = =X = = =4 ,&,73_ 2.
GAPDH 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
MFN2 2,82 0,02 3,03 0020 1,65 0,11 2,31 0,04 1,68 0,110
NRF1 1,08 0,74 099 0978 045 0,04 1,39 0,26 0,60 0,113
ATP5B 2,42 0,033 3,36 0,017 1,46 0,199 1,57 0,15 2,07 0,034
TFAM 2,12 0,048 220 0,043 0,67 0,187 1,96 0,06 1,13 0,651
PPARGC1A 0,06 0,00 0,18 0,009 0,17 0,009 0,18 0,01 0,24 0,012
CHRM1 20,8 0,005 0,93 0,788 0,40 0,030 8,69 0,01 6,06 0,008
HIF1A 1,01 0,978 366 0,015 5,10 0,010 3,39 0,02 9,38 0,006
OPA1 8,34 0,007 951 0,006 4,14 0,012 6,54 0,01 6,59 0,008
PRKAA2 0,50 0,048 0,45 0,042 0,43 0,038 0,40 0,03 0,53 0,072
MFN1 1,19 0,514 1,12 0,651 0,63 0,138 0,83 0,48 0,71 0,240

NFE2L2 2,66 0,027 2,23 0,041 219 0,044 2,62 0,03 2,55 0,029
PPARGC1B 1,10 0,728 0,75 0,310 0,22 0,011 0,467 0,05 0,97 0,892

DPPA-3 0,18 0,009 0,12 0,007 0,08 0,006 0,10 0,01 0,01 0,004
FIGLA 1,71 0,104 1,49 0,181 0,31 0,018 1,40 0,24 1,91 0,069
DAZL 16,2 0,005 1567 0,005 8,06 0,007 15,35 0,01 3,46 0,016
ZP1 4,79 0,010 2 0,038 0,45 0,042 12,82 0,01 4,06 0,013
ZP2 10,8 0,006 13,36 0,006 2599 0,005 71,51 0,00 16,11 0,005
POUSF1 1,13 0,633 0,71 0,248 0,11 0,007 1,54 0,16 0,75 0,310
NPM2 13,1 0,006 26,72 0,005 4,35 0,012 25,28 0,00 31,78 0,005
H1FOO 4,14 0,012 3,20 0,018 8,69 0,007 6,82 0,01 4,96 0,010
DNMT1 11,3 0,005 12,30 0,006 14,72 0,006 15,89 0,01 13,83 0,006
DNMT3B 5,13 0,010 5,66 0,009 17,15 0,005 5,10 0,01 6,19 0,008
KAT2A 12,8 0,006 17,27 0,005 42,22 0,005 19,70 0,01 20,97 0,005
HDAC3 10,6 0,006 11,47 0,006 63,12 0,004 24,08 0,00 15,24 0,005
SIRT7 12,6 0,006 14,03 0,006 5495 0,005 22,94 0,00 18,50 0,005
MBD2 8 0,007 10,56 0,006 1145 0,004 15,67 0,01 3,51 0,016
KMT2A 2,53 0,030 3,71 0,014 4,59 0,011 3,89 0,01 2,54 0,030
SMARCA1 2,40 0,034 1,18 0,530 2,89 0,022 2,25 0,04 1,60 0,134
ESR1 82,7 0,004 78,25 0,004 221,3 0,004 380,0 0,00 1245 0,004
MAP2K1 99,7 0,004 116,1 0,004 130,7 0,004 187,4 0,00 77,71 0,004
NCOA1l 2 0,039 1,87 0,074 0,13 0,007 0,13 0,01 0,73 0,264
TBP 0,52 0,069 0,304 0,017 0,24 0,012 0,10 0,01 0,15 0,007
MED15 9,13 0,007 16,11 0,005 9,85 0,006 8,82 0,01 11,87 0,006
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POLR2C 4,99 0,01 4,89 0,010 4,40 0,014 3,65 0,014 419 0,012
GTF2H1 0,25 0,01 0,16 0,01 3,27 0,017 0,183 0,009 0,16 0,008

p<0.05 anlaml1 olarak degerlendirildi.

Magnitude of gene ex| pression

min avg max

Sekil 7. Over dokusunda gRT-PCR ile analiz edilen genlerin clustergram
haritalamasi.

5.8.2.Hipokampus Dokusunda mRNA Kat Degisimi Verilerinin
Degerlendirilmesi

Kontrol grubuna gore AP39 grubunun KISSIR (p=0,012), GDNF
(p=0,011), ESR1 (p=0,032) genlerinde anlaml1 azalma saptandi.

Kontrol grubuna gore Sisplatin grubunun KIiSSI1R (p=0,008) ve GDNF
(p=0,008) genlerinde anlaml1 azalma belirlendi.

Kontrol grubuna gére SisplatintAP39 grubunun KIiSS1 (p=0,036),

KIiSS1R (p=0,012), GDNF (p=0,032) genlerinde anlamli azalma belirlendi.
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Kontrol grubuna gore Stres grubunun KISS1 (p=0,044) ve KISSIR
(p=0,013) genlerinde anlamli azalma belirlendi (Tablo 26).
Kontrol grubuna gore Stres+AP39 grubunun KiSS1 (p=0,031), KiSS1R

(p=0,008) ve GDNF (p=0,008) genlerinde anlaml1 azalma belirlendi (Tablo 19).

Tablo 19. Hipokampus dokusunda qRT-PCR ile analiz edilen genlerin mRNA kat
degisimleri

AP39 Sisplatin Sisplatin+ AP39 Stres Stres+ AP39

Grubu Grubu Grubu Grubu Grubu
%] a3 © 2 3 = 2 3 = 2 3 = 2 3 =
3 %D g &I 9 7 3 T %3 ¥ % D o
o “E. ¥Qc “Q. (=14 “E. (=14 “E. (=14 “E. (1118
) > & > e > (S > [ > <]
= 52 5 22 5 2 2 % 22 & g 2 3

2 2 o S S

GAPDH 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0

KiSS1 073 0264 101 097 0,42 0,036 0,46 0,044 0,40 0,031
KiSSIR 0,24 0,012 016 0008 0,24 0,012 0,25 0,013 0,17 0,008

GDNF 0,22 0,011 0,16 0,008 0,41 0,032 058 0099 0,16 0,008

BDNF 099 097 0,15 0,008 071 0,232 0,78 0,364 0,84 0,498
ESR1 0,41 0,032 071 0,232 0,83 0,483 123 0,440 0,62 0,130
GFAP 0,67 0,187 0,63 0,142 0,52 0,066 0,60 0116 0,52 0,068

p<0.05 anlamli olarak degerlendirildi.

BEdy+une|dsis
BEdY+521315

joaruoy
S2435

6EdY
une|dsis

Magnitude of gene expression

min avg

Sekil 8. Hipokampus dokusunda gqRT-PCR analiz edilen genlerin clustergram
haritalamasi.
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5.8.3.Hipotalamus Dokusunda mRNA Kat Degisimi Verilerinin
Degerlendirilmesi

Kontrol grubuna gére AP39 grubunun BDNF (p=0,033) geninde anlamli
artma ve KiSS1 (p=0,005) geninde anlaml1 azalma saptandi.

Kontrol grubuna gore Sisplatin grubunun BDNF (p=0,025) ve ESR1
(p=0,043) genlerinde anlamli artma belirlendi. KiSS1 (p=0,005) geninde anlamli
azalma saptandi.

Kontrol grubuna gore Sisplatin+AP39 grubunun GDNF (p=0,007) ve
BDNF (p=0,048) genlerinde anlamli artma saptandi. KiSS1 (p=0,005) geninde
anlaml1 azalma belirlendi.

Kontrol grubuna goére Stres grubunun GDNF (p=0,011) geninde anlaml
artma ve KiSS1 (p=0,005) geninde anlaml1 azalma belirlendi.

Kontrol grubuna goére Stres+AP39 grubunun GDNF (0,001) ve BDNF
(p=0,010) genlerinde anlamli artma belirlendi. KISSIR (p=0,010), ESR1

(p=0,005) ve GFAP (p=0,004) genlerinde anlaml1 artma belirlendi (Tablo 20).
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Tablo 20. Hipotalamus dokusunda gRT-PCR ile degerlendirilen genlerin mRNA
kat degisimi ve p degeri

AP39 Sisplatin Sisplatin+ Stres Grubu Stres+ AP39
Grubu Grubu AP39 Grubu Grubu
w 2 3 = 23 = 2 3 = 2 3 = 2 3 =
3 %y g &I g &I g &I T X 9
o . rac @ [ Z Q¢ <. (=8 <z (8
S > & > <) > o > <] > ]
g <~ 2 2 - 2 ~ 3 2. - 2 ~ 3
GAPDH 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0

KisSs1 0,05 0,005 0,05 0,005 0,04 0,005 0,03 0,005 0,91 0,728
KIiSSIR 1,80 0,084 1,54 0,160 1,66 0,116 0,95 0,829 0,19 0,010
GDNF 1,62 0,127 1,01 0,956 7,31 0,007 4,69 0,011 15,74 0,001
BDNF 2,08 0,033 2,71 0,025 2,13 0,048 1,82 0,082 4,823 0,010
ESR1 1,24 0,413 2,20 0,043 1,06 0,808 0,99 0,957 0,029 0,005

GFAP 099 0978 162 01126 09 0850 095 0,850 0,010 0,004

p<0.05 anlamli olarak degerlendirildi.

L)
T
5 &
5 #5%
3E2pup
o483
g¥cun
SoSgplo
| kiss1r
E ESR1
GFAP
| kiss1
| — GDNEF
—— BDNF
Magnitude of gene expression
min avg max

Sekil 9. Hipotalamus dokusunda gRT-PCR analiz edilen genlerin clustergram
haritalamasi.
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5.9. Iimmiinohistokimayasal Verilerin Degerlendirilmesi

Yapilan hematoksilen & eozin boyanmanin 151k mikroskopi altinda
degerlendirilmesi sonucunda; kontrol grubuna ait over dokular1 normal
goriiniimdeydi (Sekil 10). Kontrol grubu siganlarda primer, sekonder ve antral
olmak tizere folikiiler gelisimin tiim asamalar1 izlendi. Sisplatin ve stress
gruplarinda POY over goriinlimiiyle benzer bir histopataolojik goriiniim izlendi.

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda AP39 (D) , Sisplatin (B) ve Stres (C)
gruplarinda belirgin olarak stromal hiicresellikte artis (siyah yildiz) ve folikiiler
epitelyal hiicrelerde dejenerasyon (kirmizi ok) izlendi. Sisplatin (B) ve Stres (C)
gruplar arasinda histopatolojik olarak anlamli bir degisiklik izlenmedi. Sisplatin
ve Stres gruplan ile kiyaslandiginda SisplatintAP39 (E) ve StrestAP39 (F)

gruplarinda histopatolojik degisikliklerde azalma izlendi.

Sekil 10. POY over dokularinin hematoksilen eosin boyamasi. A: Kontrol, B:
Sisplatin, C: Stress, D: AP39, E: Sisplatin + AP39, F: Stres+ AP39
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6. TARTISMA

Menopoz, yumurtalik islevlerinin azalmasi ve menstriiasyonun kalici
olarak sona ermesidir. Diinya genelinde menopoz yas ortalamasi 51 olarak
belirlenmistir (72). Tiirkiye’de ortalama menopoz yasinin 48-52 arasinda farklilik
gosterdigi bildirilmektedir (73). Prematiir over yetmezligi (POY) ise menars
yoklugunda (primer amenore) veya over follikiillerinin prematiir tiikenmesiyle
(sekonder amenore) karakterize primer bir over kusurudur ve 40 yasindan once
gorulmektedir (17).

Mevcut calismada, si¢anlarda sisplatin ve stres ile olusturulan POY’un
molekiiler mekanizmasi1 gen ifadeleri, hormon seviyeleri, boy, kilo, siklus takibi
gibi parametreler kontrol grubuyla karsilastirilarak arastirtlmistir.

POY kemoterapi sirasinda kanserli gen¢ kadinlar igin ciddi bir sorundur.
Bu hastalarin dogurganligini korumak i¢in, kemoterapi ile indiiklenen over
yetmezligini 6nlemeye yonelik yaklasimlara ihtiya¢ vardir (14). Sisplatin, klinikte
kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir kemoterapétik ajandir. Genellikle
diisiik dogurganlik ve POY gibi yumurtalik fonksiyonlar1 tizerinde olumsuz
etkilere neden oldugu bilinmektedir (74). Sisplatin, oositin sagkalim ve folikiil
gelisimi i¢in gerekli olan grantlosa hiicre apoptozunu indiiklemektedir. Zhou ve
ark tarafindan yapilan bir calismada sisplatin verilen siganlarin kilo ve over
agirhiklarinda azalma meydana geldigi belirtilmistir (75). Calismamizda da Zhou
ve arkadaslarinin bulgularini destekleyecek sekilde sisplatin uygulanan gruplarda
boy, kilo ve over agirliklarinda énemli azalmalar oldugu belirlenmistir. Bu bulgu

sigan sisplatin ile indiiklenmis POY modelimizin dogru olustugunun

67



gostergelerinden ilkidir. Sisplatin+AP39 grubunda da sisplatin grubuna benzer
olarak boy, kilo ve over agirliklarinda azalmalar oldugu goriilmiistiir. Bu durum
AP39’un POY modelinde boy, kilo ve over agirliklari {izerine iyilestirici etkisinin
olmadigin1 gostermektedir.

Stres, insan ve hayvanlar etkileyebilen; davranis degisikliklerine ve ¢esitli
hastaliklara neden olan g¢evresel bir faktordiir. Stres, beyin fonksiyonlarinda ve
biliste bir diizenleyici olarak kabul edilmektedir (76). Yapilan pek ¢ok ¢alismada
serum ve beyinde pek ¢ok hormon, biyokimyasal ve norokimyasal maddenin
duzeylerinde kronik strese bagh degisiklikler oldugu gosterilmistir (77). Wang X
ve ark tarafindan yapilan ¢alismada psikolojik stresin hipofiz-adrenal eksenindeki
biyomolekiillerin degerlerini azalttigi ve hipotalamustaki biyomolekdllerin
etkisiyle hipotalamus-hipofiz-over aksin ¢alismasini bozarak POY'a yol agtigi
bulunmustur (50). Calismamizda Stres ve Stres+ AP39 gruplarinda boy, kilo ve
over agirligi bakimindan kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar bulunmazken
sisplatin grubuna gore anlamli artis goriilmiistiir. Sonuglar karsilagtirildiginda
Sisplatin’in strese kiyasla boy, kilo ve over agirhiginda daha fazla tahribata yol
actig1 agiktir.

Disi siganlarin lireme dongiisiine ostrus donglst denmektedir. Dongl
proestrus, Ostrus, metadstrus ve diestrus fazlarindan olusmaktadir. Ovulasyon
proestrus baslangicindan Ostrusun sonuna kadar olusmakta ve bu kisa ¢evrim
ortalama 4 giin strmektedir (78). Ureme cagindaki kadinlar icin, sisplatin
kaynakli gonadotoksisite, adet dongiisiinde degisikliklere ve apoptozla
primordiyal folikiillerin kaybina neden olmaktadir. Bu siiregte reaktif oksijen

tarlerinin (ROS) dretiminin artmasi over rezervinin tikenmesine, antioksidan
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kapasitede azalmaya ve mitokondriyel DNA'da hasarin artmasina neden
olmaktadir (79). Sisplatin gruplarinda 6strus dongiisiinde bozulmalarin oldugu ve
Ozellikle didstrus fazinda artisin ve Ostrus fazinda azalmanin meydana geldigi
bulunmustur. Bu veriler yumurta olgunlasmasinin durdugunun en 6nemli
gostergesidir. Bu bulgu 6zellikle sigan sisplatin ile indiiklenmis POY (Si-POY)
modelimizin olustugunun en Onemli gostergelerinden ikincisidir. Sisplatin
grubuna benzer olarak stres grubunda da 6strus dongiisiinde bozulmalarin oldugu
saptanmustir. Ayni sekilde stres grubunda didstrus fazinda artisin ve strus fazinda
azalmanin meydana geldigi bulunmustur. Bu bulgu stres ile indiikklenmis POY
(STI-POY) modelimizde over rezervinde azalmanin olustugunun kanitlamaktadir.
Ancak AP39’un hem Si-POY hem de STI-POY’da menstrual dongii bozulmalari
tizerine olumlu etkilerinin olmadig1 belirlenmistir.

Farkli POY kemirgen modellerinin kullanildigi pek ¢ok ¢alismada POY’lu
kemirgenlerin FSH ve LH hormon degerlerinde artma ve E2 hormon degerinde
ise azalma oldugu gorilmistir (29, 50, 80, 81). Mevcut galismamizda kan
hormon seviyeleri degerlendirildiginde sisplatin grubunda E2 hormon degerinin
AP39 grubuna gore azalmis oldugu bulunmustur. Sisplatin, Sisplatin+AP39, Stres
ve StrestAP39 gruplarinda kontrole goére FSH degerinde anlamli artis meydana
geldigi belirlenmistir. Sisplatin grubunda kontrol grubuna kiyasla LH degerinde
de artis oldugu saptanmustir. Calismamiz sisplatinin ve stresin hipotalamus-
hipofiz-yumurtalik aksinda biyomolekiiler agda tahribata yol agtigi ve hormon
dizenlemesini bozarak POY’a yol agtigimi gostermektedir. Ancak AP39’un
hormon seviyeleri (zerine tedavi edici etkisinin olmadig1r belirlenmistir.

Testosteron ve estradiolun hedef dokulara ulasimi cinsiyet hormonu baglayici
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globilin (SHBG) ile duzenlenmektedir. POY gibi over dokuda fonksiyon
bozukluklarina yol agan hastaliklarda SHBG seviyesinin azaldigi bildirilmistir
(82, 83). Calismamizda SisplatintAP39 ve Stres+AP39 gruplarinda hem kontrole
hem de AP39 grubuna gére azalma meydana geldigi bulunmustur. Ayn1 zamanda
Stres+AP39 grubunda stres grubuna gére SHBG seviyesinde azalma meydana
geldigi tespit edilmistir. Bu veri AP39’un SHBG hormonu zerine de herhangi bir
iyilestirici etkisinin olmadigi gostermektedir. Bakalov ve ark tarafindan yapilan
calismada POY’lu hastalarda ACTH seviyesinin yiikseldigi bulunmustur (84).
Wang ve ark tarafindan yapilan diger bir arastirmada ise POY’da ACTH
seviyesinde azalma meydana geldigi bulunmustur (50). Mevcut ¢alismamizda
ACTH seviyesinin Stres+AP39 grubunda Sisplatin+AP39 grubuna gére artmis
oldugu belirlenmistir. AP39 grubunda kontrol grubuna gore anlamli artma oldugu
bulunmustur. AP39’un ACTH sevilerini artirict bir etkisi oldugu belirlenmistir.
Ancak su asamada bu etkisini hangi yolaklar iizerinden gergeklestirdigini ortaya
koyacak herhangi bir ¢aligma veya veri bulunmamaktadir. Ozellikle AP39’un bu
etkisinin  altinda  yatan  molekiiler = mekanizmalarin  daha  detayh
degerlendirilmesine ihtiya¢ vardir. Saif ve ark tarafindan yapilan calismada POY
teshisi konulan geng¢ bir kadinda kortizol seviyesinin normal degerlerin altinda
oldugu tespit edilmistir (85). Calismamizda kontrole gore sisplatin veya stress
gruplarinin kortizol seviyelerinde herhangi bir degisim tespit edilmemistir.
Sisplatin ovarian morfolojide de degisimlere yol ag¢maktadir. Bu
degisimler arasinda follikiillerdeki granuloza hiicreleri ve oositlerde orta diizeyde
dejenerasyon ve nekrozis oldugu belirlenmistir (80). Liu ve arkadaslar1 sisplatinle

uyardiklart POY modelinde hematoksilen eozin boyamasi yaparak over
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dokusunda dejenere folikiil gelisimi ve antral folikiiller ile az sayida primordial
folikiil oldugunu gdstermislerdir (86). Calismamizda da histopatolojik olarak
kontrol grubuna ait over dokularinda herhangi bir patolojik gorinim
izlenmemistir. AP39, Sisplatin ve Stres gruplarinda belirgin olarak stromal
hiicresellikte artis ve folikiiler epitelyal hiicrelerde dejenerasyon izlendi. Sisplatin
ve Stres gruplar1 arasinda histopatolojik olarak anlamli bir degisiklik izlenmedi.
Sisplatin ve Stres gruplart ile kiyaslandiginda SisplatintAP39 ve Stres+AP39
gruplarinda histopatolojik degisikliklerde azalma izlendi. Calismamizdaki ilging
bulgulardan biride AP39’un saglikli hayvanlara uygulanmasinin overde
dejenerasyona neden olmasidir. Ancak sisplatin ya da stress ile AP39’un beraber
uygulanmasinin iyilestirici etkileri oldugi gézlenmistir.

Oogenesis sirasinda, disi germ hiicreleri, erken embriyonik gelisim igin
gerekli olan gesitli protein, RNA, enerjik substratlar ve organelleri
biriktirmektedir. Birgok calisma mitokondriyal degisimin POY patogenezi ile
iliskili oldugunu kanitlamaktadir. Ozellikle insanlarda oosit bilylimesi sirasinda
yaklagik 250.000 mtDNA kopyas: ile mitokondriyal icerikte biiyiik bir artis
gortulmektedir (87). Bu surecte meydana gelen mitokondriyal disfonksiyon
patolojik degisikliklere yol agmaktadir. Oositlerin gelisiminin yani sira graniiler
hlcre fonksiyonunu da etkilemektedir (44, 46, 88-90).

MFN2, NRF1, ATP5B, TFAM, PPARGCI1A, PPARGC1B, CHRMI,
HIiF1A, OPA1, PRKAA2, MFN1 ve NFE2L2 genleri mitokondrial biyogenez ile
iligkili genlerdir. Calismamizda bu genlerin over dokuda mRNA ifade duzeyleri

incelenerek mitokondrial biyogenez ve POY arasindaki iligki arastirilmigtir.
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Mitokondriyal dis zar iizerinde bulunan ve mitokondriyal flizyon siirecine
dahil olan korunmus dinamin benzeri GTPaz gorevi olan Mfn2, ATP Uretiminin
artirllmasina yardimeir olmaktadir. Mfn2 PERK yolaklarini inhibe ederek
mitokondriyal fonksiyonu dizenlemektedir. Ayrica, Mfn2'nin diisiik ifadesinin,
granillosa hicrelerinde apoptozu arttirabildigi gosterilmistir. POY'da gdrllen
yumurtalik morfolojisi ve fonksiyonundaki degisikliklerle Mfn2'nin yetersiz
ifadesi arasinda yakin bir iligkisi oldugu diisiiniilmektedir (46). Calismamizda
siganlarin yumurtalik dokularinda Sisplatin, Stres ve AP39 gruplarinda MFN2
MRNA diizeyinde artis oldugu bulunmustur. Bu artis 6zellikle POY durumunda
yumurtalik  dokusunun korunmasi adina Mnf2 diizeylerinin  arttigin
gOstermektedir. Sisplatin+AP39 ve StrestAP39 gruplarinda kontrole gore
anlaml farklilik gorilmemistir.

TFAM, mtDNA kopya sayisimt ve mtDNA transkripsiyon aktivitesini
dizenleyen, ana mitokondriyal transkripsiyon faktorlerinden biridir. NRF1'in,
solunum zinciri altbirimlerini kodlayan genler dahil olmak iizere, TFAM gibi bazi
mitokondriyal genlerin promotérlerini transaktive ettigi bilinmektedir. TFAM ve
NRF1’in oosit olgunlagmasi sirasinda aktif olarak transkribe edildigi bildirilmistir
(91, 92). Calismamizda TFAM’in gen mRNA ifadesini AP39 ve Sisplatin
gruplarinda arttigi diger gruplarda degismedigi saptanmistir. Wang ve arkadaslari
tarafindan yapilan calismada yiiksek yagli diyet uygulanan sicanlarin over
dokusunda disfonksiyon olustugu bulunmustur. Yumurtalik ¢ekirdeklerinde farkli
asamalarda ifade edilen NRF-1’in hastalik gruplarinda ifade dizeyinde azalma

oldugu bulunmustur (93). Mevcut c¢aligmamizda Sisplatin+AP39 grubunda
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kontrole kiyasla NRF1’de anlamli azalma oldugu tespit edilmesine ragmen diger
gruplarda anlamli farklilik bulunmamastir.

PPARGC1A ve PPARGCI1B geni, solunum zincirinin aktivitesi tarafindan
iiretilen ROS’a bagli oksidatif hasarin korunmasinda yer alan mitokondriyal
biyogenezin ve solunumun ana uyaricisidir (94). PGC-lo’nin artmis mRNA
ifadesinin kiiltiire alinmis noronal hiicreleri okidatif stres aracili hiicre 6liimiinden
korudugu bulunmustur (95). Calismamizda kontrole gére bitiin gruplarda
PPARGCIA geninin mRNA miktarinda azalma meydana geldigi kanitlanmistir.
PPARGC1B geninin ekspresyon diizeyinin Sisplatin+AP39 ve Stres gruplarinda
azaldig1 bulunmustur. Bu durum over dokuda sisplatin ve strese bagli olarak
mitokondrial biyogenez yolaklarinin bozuldugunu kanitlamaktadir.

ATP5B mitokondriyal ATP sentazin (kompleks V) alt Gnitesini kodlayan
bir gendir. Bu mitokondriyal elektron nakil zinciri komplekslerinin her birinin
onemli rolii géz Oniline alindiginda, bu bilesenlerin bir veya daha fazlasinda
meydana gelen degisikliklerin mitokondriyal fonksiyonu bozacagi muhtemeldir.
Elektron tagima zinciri ile iliskili transkriptlerin seviyesindeki degisiklikler ATP
seviyelerinde bir azalmaya yol agarak oositlerin gelisimsel yeterliligini
bozabilmektedir (96). Calismamizda AP39, Sisplatin ve StrestAP39 gruplarinin
ATP5B gen ekspreyonunda anlamli artis meydana geldigi bulunmustur.
AP39+Sisplatin grubu hari¢ diger AP39 gruplarinda ATP5B ifadesini artirarak
mitokondrial enerji iiretimine 6nemli katkilar saglayabilir.

HIF-1a mitokondriyal biyogenezi negatif olarak dizenlemektedir. HIF1’in
agir1 ifadesi TFAM ifadesini ve boylece mitokondrial biyogenezi baskilamaktadir

(97, 98). Calismamizda HIF1A gen ifadesinin Sisplatin, Sisplatin+AP39, Stres ve
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Stres+AP39 gruplarinda anlamli olarak arttigi goriilmiistiir. Béylece bu gruplarda
over dokuda mitokondrial biyogenezin stres ve sisplatin faktorleri altinda benzer
sekilde bozuldugu ve AP39’un mitokondrial biyogenez Uzerinde olumlu bir
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

OPA1, mtDNA’y1 koruyan ve mitokondriyal fiizyonda yer alan énemli bir
proteindir (94). OPAI, kristanin islevsel biitiinliglini korumaktadir ve
eksikliginde matrikste biitiinliigiinde ve flizyon-fisyon dengesinde bozulma
meydana geldigi bilinmektedir (99). OPAIl, oosit yetkinligi i¢in gerekli olan
yeterli bir mtDNA havuzunun olusturulmasinda énemli bir rol oynamaktadir (94).
Calismamizda OPA1’in biitlin gruplarda anlamli olarak arttig1 goriilmiistir.

Memelilerde Mfn2 hem dis mitokondriyal membran hem de ig¢
mitokondriyal membranin flizyonu i¢in gereklidir. Mfn2 GTPaz gorevi gorerek
flizyon komplekslerinin birlesmesini  dizenlemektedir. MFN2 eksikliginde
mitokondride fonksiyon bozukluklari meydana gelmektedir (100). Calismamizda
MFN2 mRNA kat artisinda kontrol grubuna gore diger gruplarda anlaml farklilik
bulunmamastir.

PRKAA2 mitokondriyal homeostazin ve metabolik fonksiyonun
korunmasinda rol oynayan o6nemli bir proteindir. Mitokondriyal biyogenezi
arttirmaktadir. Hasarli mitokondrilerin  otofajiye bagli olarak ortadan
kaldirilmasin1 desteklemektedir (101). Calismamizda PRKAA2 geninin mRNA
diizeyinin AP39, Sisplatin, SispaltintAP39 ve Stres gruplarinda anlamli olarak
azaldigi bulunmustur. PRKAA2 geninin ifadesindeki azalma bu gruplarda

mitokondrial dengenin bozuldugunu isaret etmektedir.
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NFE2L2 transkripsiyon faktorii olarak ROS, Ca’* ve anti-inflamatuar
sinyal yolaklar1 ile mitokondriyal kalite kontrolliniin diizenlemesinde gorevlidir.
Cesitli gen ifadelerini dizenleyerek ederek geri besleme dongiilerine katilarak
biyogenezi duzenlemektedir (102). Calismamizda NFE2L2 gen ifadesinin tim
gruplarda artig gosterdigi bulunmustur.

Mitokondri biogenez iliskili gen ifadeleri sisplatin grubunda genel olarak
degerlendirildiginde kontrole gére MFN2, ATP5B, TFAM, HIF1A, OPA1,
NFE2L2 gen ifadelerinde anlamli artis ve PPARGCIA, PRKAA2 gen
ifadelerinde ise anlamli azalma oldugu belirlenmistir. Miranda ve arkadaslarida
oksidatif strese bagli olarak HELA hiicre hatlarinda TFAM ve NRF1’in arttigini
gOstermislerdir (103). Bu baglamda sisplatinin mitokondrial biogenezi olumsuz
olarak bozdugu ve olusan oksidatif strese kars1 mitokondriel biyogenezde etkili
gen ifadelerinin genel olarak arttig1 belirlenmistir. Sisplatin+tAP39 grubunda ise
MFEN2, ATP5B, TFAM gen ifadelerinin normallestigi gosterilmistir. Ancak
sisplatin+AP39 grubunda PPARGC1B gen ifadesinin anlamli olarak azaldigi
bulunmustur.

Mitokondrial biogenez iligkili gen ifadeleri stres grubunda genel olarak
degerlendirildiginde kontrole gore MFN2, CHRM1, HIF1A, OPA1, NFE2L2 gen
ifadelerinde anlamli artig ve PPARGCIA, PRKAA2 gen ifadelerinde ise anlamli
azalma oldugu belirlenmistir. Bu bulgunun en ilgi ¢ekici yan1 genlerdeki mRNA
artts ve azalmalarmin sisplatin grubuyla benzerligidir. Her iki gruptaki
hayvanlarda da CHRM1 hari¢ benzer bir gen ifade transkriptomu oldugu

gosterilmistir. Bu veri dis uyarici ne olursa olsun POY siirecinde over dokusunda
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benzer genlerin etkilerini ve muhtemelen hormonal olarak ortak bir mekanizmanin
varligin1 gostermektedir.

Oosit icinde depolanan maternal mRNA, embriyonik genom tamamen
islevsel hale gelene kadar oosit olgunlasmasi, dollenme ve ilk embriyonik
boliinme periyodu sirasinda kritik 6neme sahiptir (96). Calismamizda over ile
iliskili genlerin mRNA ifade seviyeleri kontrol grubuyla karsilastirilmistir.
Verilerimize gore, oosit kalitesinin gostergesi olan gen ifadeleri genel olarak
degerlendirildiginde en dikkat g¢ekici 6zellik gen artis ve azalmalari agisindan
Sisplatin ve stres gruplarinin benzer gen ifade dizeyleri géstermeleridir. Kontrole
gore diger POY gruplan ile karsilastirildiginda FIGLA ve POUSF1’in gen
ifadelerinin degismedigi, DPPA-3, TBP ve GTF2HI1 gen ifadelerinin anlamli
olarak azaldigi, analiz edilen diger gen ifadelerinin ise anlamli olarak arttig1
gosterilmistir. Bu bulgu 6zellikle hem sisplatinin hemde stresin benzer yolaklar
tierinden overdeki yumurta kalitesini bozdugu ve ilerleyen siiregte POY’a neden
oldugunu gostermektedir. Bir mitokondrial koruyucu ajan olarak ifade edilen
AP39’un over kalitesinin gostergesi olan gen ifadelerini normallestirmedigi
belirlenmistir. Asagida analiz edilen genlerin oosit gelisimi ve dollenme agisindan
onemleri konunun daha acik bir sekilde anlasilmasi amaciyla ayr1 ayn
tartisilmastir.

POY'da belirgin olarak etkilenen iki gen Kissl ve Esrl'dir. Bu iki genin
tireme iizerindeki 6nemi hem bagimsiz olarak hem de kombinasyon halinde
oldukca Onemlidir. Kissl kemirgenlerin ve diger tiirlerin ovulatuar siireglere
girme kapasitesinde ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Sican ve insanlarda POY’da

meydana gelen tireme kapasitesinde azalma Kiss1 mRNA seviyesinde azalma ile
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iliskilendirilmektedir (62). Ostrojen, dstrojen reseptdrlerine 1 (ESR1) baglanir ve
granulosa hiicre ¢ogalmasi, folikiilogenezis ve fertilitede onemli roller oynar.
ESR1 POF igin olas1 bir aday gen olarak onerilmektedir. Ozellikle disi ESR
knockout farelerde anovulasyon goriildiigi ve infertilite meydana geldigi
bildirilmesi ESR1’in POY olusumunda ne kadar onemli roller oynadiginin en
onemli gostergelerinden biridir (104). Kontrole gore diger gruplarda over
dokusunda Esrl mRNA’sinin anlamli olarak arttigi gosterilmistir. Hem sisplatin
hem de stres gruplarinda benzer sekilde ESR1’in artis1 her iki uyaricininda overde
benzer molekiiler mekanizmalar1 tetikleyerek POY’a neden oldugunu
gOstermektedir.

FIGLA ve DAZL erken folikiilogenez icin gerekli olan genlerdir. Bu
genler, normal germ hiicre gelisimi i¢in gerekli olan; transkripsiyon faktorlerini,
mRNA baglayici proteinleri kodlamaktadirlar. Bu genlerin ortadan kalkmasi germ
hiicrelerinden yoksun yetigkin yumurtalik olusumu ile sonug¢lanmaktadir (105).
Caligmamizda kontrol grubuna gore SisplatintAP39 grubunda FIGLA geninin
mRNA kat degisiminde azalma oldugu tespit edilmistir. Bu durum Sisplatinin
erken folikilogenezisi olumsuz etkiledigini disiindiirmektedir. DAZL geninin
ekspresyon seviyesinde biitiin gruplarda artma oldugu bulunmustur.

DPPA3 ve NPM2 erken embriyonik gelisimi etkileyen oosit-spesifik
genlerdir. DPPA3 normal preimplantasyon gelisimi i¢in dnemli olan maternal bir
etki genidir (105). Eksikliginde embriyonik gelisimin olumsuz etkilendigi
bilinmektedir. DPPA3'iin ovulasyon sonrasi infertilite i¢in aday bir gen oldugu
diistiniilmektedir (105, 106). Calismamizda DPPA3 geninde biitiin gruplarda

azalma meydana geldigi bulunmustur. Bu durum caligmamizda Sisplatinin ve
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stresin oosit lizerinde olumsuz etkiler meydana getirdigini ve AP39’un herhangi
bir olumlu etki olusturmadigini ispatlamaktadir. Memelilerde NPM2, oosit ve
erken zigotlarda histon deasetilasyonu ve nikleolusu cevreleyen heterokromatin
olusumu i¢in oldukg¢a 6nemlidir. Eksikliginde basarisiz mitoz boliinme meydana
geldiginden NPM2 eksik disi farelerin subfertil oldugu bilinmektedir (105, 107).
Calismamizda NPM2 geninde biitiin gruplarda anlamli artis olustugu gorillmiistiir.

ZP1 ve ZP2 oosit olgunlugu ve fertilizasyon yeterliligi ile iligkilidir.
Canosa ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada olgunlasmamis oositlerde
ZP1 ve ZP2 mRNA ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir
(108). Calismamizda sadece sisplatin grubunda ZP1’in mRNA ekspresyonunun
anlamli azalma meydan geldigi bulunmustur. Ancak diger gruplarda ZP1 ve ZP2
mRNA ekspresyonunun anlamli artis gosterdigi belirlenmistir.

POUSF1 embriyonik gelisimdeki pluripotensin diizenlenmesinde kritik bir
role sahiptir. Wang ve arkadaslaru tarafindan yapilan bir ¢alismada POUS5F1'deki
mutasyonlarin POF riskini artirdigi gosterilmistir (109). Diger taraftan farelerde,
POUSF1'in  azalmis veya artmis ifadesinin gelisimsel programlamada
degisikliklere yol actigi bulunmustur (110). Calismamizda Sisplatin+tAP39
grubunda POU5F1 mRNA ekspresyonunun azaldigi bulunmustur.

H1IFOO geni H1 histon yapisina katilarak kromatinin yeniden
yapilanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Oosit ve zigot olgunlagmasinda gorev
almaktadir (111). Li ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada folikiil sayisi
ve agirliginda azalma olan over dokuda HIFOO mRNA ekspresyonunun azaldigi
bulunmustur (112). Calismamizda bu durumun aksine biitiin gruplarda mRNA

ifadesinde artis oldugu bulunmustur.
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Insanlarda DNA metilasyonu, gen ifadesinin diizenlenmesinde ve genomik
imprinting, hiicre farklilagmasi1 ve birgok hiicresel siirecin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynayan genomun 6nemli bir epigenetik modifikasyonudur. DNA
metilasyon memelilerde oogenezde ve erken embriyo gelisiminde kritik rol
oynadigi bilinmektedir. Son yillarda, asir1 metilasyonun insan hastaliklari ile
iliskili oldugunu ileri siiren pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (113-116).
Calismamizda DNA metiltransferazint kodlayan DNMT1, DNMT3A ve metil
baglayan bolge proteini MBD2 genlerinin ekspresyon dizeylerinin bitin
gruplarda kontrol grubuna gére anlamli olarak artis gosterdigi tespit edilmistir. Iki
gende de artis olmas1 POY olusumunda over dokunun ayni sekilde etkilendigini
ve AP39’un olumlu bir etki géstermedigini ispatlamaktadir.

Histon deasetilazlar (HDAC'ler), buyuk o6l¢lide transkripsiyon Gzerindeki
baskicr etkileriyle, cesitli biyolojik siireclerde 6nemli rollere sahip olan ¢ok genis
bir enzim ailesinin bir pargasidir (117). Qu ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada bir over disfonksiyonu olan polikistik over sendromunda HDAC3
mRNA ekspresyon seviyesinin anlamli olarak artis gosterdigini bulmuslardir
(118). Calismamizda benzer olarak HDAC3 mRNA ekspresyonunda bitin
gruplarda artis oldugu kaydedilmistir.

Yumurtalik rezervi, primordial folikiillerin sayis1 ile ifade edilmektedir.
Zhang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada kemoterapiye tabi tutulan
farelerde primordiyal folikul sayisinda ve SIRT1, SIRT3 ve SIRT6 gen ifade
duzeylerinde azalma meydana geldigi bulunmustur (119). Calismamizda bitin

gruplarda SIRT 7 mRNA ifadesinin artmis oldugu bulunmustur.
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Yumurtalikta, SMARCAT1 granulosa hiicrelerinde ifade edilir ve ifadesi
folikiillerin olgunlagsmasi igin gereklidir. Bununla birlikte, SMARCAL'in
folikilogenezisteki rolii veya overdeki SMARCAL fonksiyon kaybinin sonuglari
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Pepin ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada SMARCA1 knockout farelerde folikiil olgunlasmasinda anormallikler
goriilirken dogurganligin normal oldugu saptanmistir (120). Calismamizda
SMARCAL’in mRNA ifadesinin AP39, SisplatintAP39 ve Stres gruplarinda
arttig1 gdzlemlenmistir.

Falender ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir g¢alismada TBP-null
farelerde oosit gelisiminde bozukluklar meydana geldigi bulunmustur (121).
Calismamizda benzer sekilde TBP mRNA ifadesinin Sisplatin, Siplatin+AP39,
Stres ve Stres+AP39 gruplarinda anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir. Bu sonug
beklenildigi {izere hastalik gruplarinda oosit yapisinda bozulmalar meydana
geldiginin gostergesidir. Diger taraftan AP39’un tedavi edici bir etkisi
gorilmemektedir.

Li ve arkaslar tarafindan yapilan sisplatin direnci konulu ¢aligmada DNA
tamiri ile iligkili bir gen olan GTF2H1’in (122) mRNA ifadesi diizeyinde anlamli
bir degisim olmadigi saptanmistir. Ancak ¢alismamizda AP39, Sisplatin, Stres ve
Stres+AP39 azalma meydana geldigi bulunmustur. SisplatintAP39 grubunda artis
oldugu tespit edilmistir.

POLR2C  oositlerde ifade edilmektedir. POLR2C’nin  DNA
transkripsiyonundaki en belirgin artis, germ hiicre mitozunda ve primordial
asamadan erken antral asamaya kadar oositlerin biiylimesi sirasinda meydana

gelmektedir. Moriwaki ve arkadaslari tarafindan yapilan c¢alisma POLR2C
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geninde meydana gelen mutasyonun POY’a yol agtigini bildirmektedir (123).
Calismamizda butln gruplarda bu genin mRNA ifade diizeyinde artis meydana
geldigi bulunmustur.

Calismamizda KAT2A, MAP2K1, KMT2A, MED15 genlerinin mRNA
ifadelerinde biitiin gruplarda artis meydana geldigi gézlenmistir. CHRM1 geninin
MRNA ifadelerinde SisplatintAP39 grubunda anlamli azalma goriiliirken
Sisplatin grubunda anlamli de8isim tespit edilmemistir. AP39, Stres ve
Stres+AP39 gruplarinda anlamli artis bulunmustur.

Yumurtalik hormon kaybinin veya degisiminin bilissel gerilemeye katkida
bulunduguna dair klinik ve temel bilimsel kanitlar bulunmaktadir (124). Ryan ve
arkadaglan tarafindan yapilan ¢alismada erken menopoz sonrasinda kadinlarda
bilissel fonksiyonlarda gerileme meydan geldigi bulunmustur (57). Calismamizda
beynin &grenmeden sorumlu bolgesi olarak kabul edilen hipokampusta KiSS1
geninin mRNA ifadesinin SisplatintAP39, Stres ve StrestAP39 gruplarinda
anlamli olarak azaldigi bulunmustur. KISS1IR ve GDNF genlerinin mRNA
ifadesinin biitiin gruplarda azaldigir bulunmustur. Morris su tanki testi verilerine
gore Sisplatin, SiplatintAP39, Stres ve Stres+AP39 gruplarinin platformu bulma
stireleri azalmigtir. Bu gruplarda bulunan siganlarin prob testte hedef bdlmede
yiizme siirelerinin de kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi tespit
edilmistir. Calismamizda elde ettigimiz qRT-PCR sonuglarina gore hipokampusta
Kiss] mRNA seviyesinin Sisplatin ve Stres gruplarinda azaldigr ancak AP39’un
bu azalmay: diizeltmedigi belirlenmistir. Bu bulgu 0zellikle POY’da KISS1,
KISSIR ve GDNF genlerinin ifadesinde bozulmalar sonucu O6grenmenin

etkilenebilecegini gostermektedir.
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7. SONUCLAR ve ONERILER

Caligmamizda sisplatin indiiklii gruplarin over dokularinda hem mRNA
duzeyinde hem de morfolojik olarak kontrole gore farkliliklar bulunmustur.
Sisplatinin; dstrus siklusunu olumsuz etkileyerek si¢anlarin didstrus fazinda sabit
kaldig1 goriilmistiir. Didstrus fazinin artmast over dokunun islevsiz oldugunun
temel gostergelerindendir ve ayni sicanlarin gen ifade seviyelerinde de anlaml
degisimler goriilmiistiir. Sicanlarda POY olusumunun takibi i¢in diizenli siklus
takibi onerilmektedir.

Stres indiiklii gruplarda sisplatin gruplarina benzer sonuglarin alinmasi
stres faktorlerinin over iizerine olumsuz etkilerini ispatlamistir. Caligmamizda
immobilizasyon aparati kullanilarak stres olusturulmustur. Gelecek ¢aligmalar igin
farkli stres faktorlerinin uygulanmasinin over dokusu ve gen ifadeleri lizerine
etkilerinin arastiritlmasi 6nerilmektedir.

AP39’un biitiin gruplarda iyilestirici etki olusturmamasi POY igin farkl
tedavi yollarinin arastirilmas: gerekliligini agikca gdstermektedir. Bakilan gen
ifade ve hormon seviyeleri gbz Oniine alinarak farkli tedavi segeneklerinin
olusturulabilecegi goriilmektedir.

Sonug¢ olarak, ¢alismamiz POY olusumunda mitokondrial biyogenezin
rolinu ortaya koymustur. POY’un tedavisi igin AP39 kullaniminin koruyucu
etkinliginin smirlt diizeyde oldugu gosterilmistir. Over dokusunda ozellikle
mitokondrial biogenezle iliskili genlerin POY gelisimine katki saglayabilecegi
gosterilmistir. Bu baglamda 6zellikle mitokondri koruyucu farkli ajanlarin

POY’da koruyucu etkilerinin olup olmadiginin belirlenmesi gerekmektedir.
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Beyin dokularinda ise hem mitokondrial biogenez hem de 6grenme ile
iliskili gen ifadelerinin kontrolle Kkarsilagtirilarak arastirilmasi  hastaligin
mekanizmasi ile ilgili onemli sonuglar bulunmasina fayda saglamistir. ileride
yapilacak c¢alismalarda daha farkli gen ifadelerinin degerlendirilerek hastalik
patogenezinde gorevli genlerin tamimlanmasi yeni tedavi yaklagimlarinin

gelistirilmesine olanak saglayacaktir.
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